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Zusammenfassung

RegelméaRiges korperliches Training ist eine Moglichkeit der Pravention von COVID-19 und anderen
Atemwegserkrankungen, da die Immunfunktion durch Training positiv beeinflusst wird. Wie CD4+ T-
Zellen bei Sportlern nach einer SARS-CoV-2-Infektion reagieren, ist jedoch noch unklar. Bei der
gesteigerten Immunfunktion durch Sport spielen vermutlich adaptive Immunzellen, wie z. B. CD4+ T-
Zellen eine wichtige Rolle. CD4+ T-Zellen reagieren auf regelmaliges sportliches Training langfristig mit
anti-inflammatorischen Prozessen. Ob es als Adaptationsmechanismus kurzfristig zu einem ,,Open
Window” mit einer reduzierten CD4+ T-Zell-Funktion nach akuter sportlicher Belastung kommt, muss
noch geklart werden. Um diese beiden Fragen besser beantworten zu kdnnen, wurde im ersten
Studienabschnitt untersucht, ob und wie sich eine CD4+ T-Zell-Aktivierung nach einer akuten sportlichen
Belastung auf Stoffwechselparameter auswirkt. Im zweiten Studienabschnitt sollte dann festgestellt
werden, ob die Funktion der CD4+ T-Zellen nach einer SARS-CoV-2-Infektion verdndert ist. Daflir wurde
der Fokus im ersten Studienabschnitt auf den Immunmetabolismus und im zweiten Studienabschnitt
auf die Zytokinausschittung gelegt.

Zunachst wurden CD4+ T-Zellen und Zellkulturiberstande vor und nach der anti-CD3/CD28-Aktivierung
in autologem Serum mittels Sauerstoffsensor, Amperometrie, Durchflusszytometrie, PCR und Multiplex-
ELISA gemessen. Das autologe Serum wurde als Vorbelastungsserum in Ruhe und Nachbelastungsserum
nach einer 30-minditigen intensiven Laufbelastung Gber Blutentnahmen gewonnen. 48 Stunden nach
der Zellkultur waren Glukosekonzentrationen und der I8sliche IFN- y-Rezeptor in den Uberstidnden
erhoht und die HK1-mRNA der CD4+ reduziert, wenn das Belastungsserum im Vergleich zu Ruheserum
supplementiert wurde (p=0,033). Dartber hinaus gab es keine signifikanten Unterschiede.

Danach wurden professionelle Sportlern nach einer SARS-CoV-2-Infektion im Anschluss an die
Quarantdne rekrutiert und mit nicht-infizierten Teamkollegen nach der Saisonpause verglichen. Neben
serologischen, klinischen und leistungsbezogenen Daten, wurden Uberstdnde und CD4+ T-Zellen nach
72h aktivierter Zellkultur gewonnen. Die Zellkulturdaten wurden mittels Durchflusszytometrie und
Multiplex-ELISA gemessen. Die genesenen Athleten wiesen keine immunologische Dysregulation mehr
auf, doch CD4+ T-Zellen von genesenen Sportler sekretierten hohere TNF-a-Konzentrationen im
Vergleich zu nicht-infizierten, geimpften Sportlern (p<0,001).

CD4+ T-Zellen von Sportler scheinen eine SARS-CoV-2-Infektion gut zu bewaltigen, die Reaktion auf eine
Aktivierung mit der Ausschittung von TNF-a ist sogar gesteigert. Die genauen adaptiven Mechanismen,
wie das Immunsystem durch Sport gestarkt wird, sind und bleiben bis heute ungeklart. Erste Hinweise,
dass das CD4+-T-Zellen Uber eine akute sportliche Belastung epigenetisch reguliert werden kénnte, zeigt
die Reduktion der HK1 mRNA. Ein ,Open Window" in Bezug auf den oxidativen Stoffwechsel nach einer
30-mindtigen Ausdauerbelastung war bei CD4+ T-Zellen nicht gegeben.



Abstract

Exercise can prevent COVID-19 and other upper respiratory tract infections as exercise training is a
potent enhancer of immune function. The context between the CD4+ T cell response against SARS-CoV-
2 infection and professional athletes remains unknown. Adaptive immune cells, such as CD4+ T cells,
are likely important modulators of immune function after exercise. CD4+ T-cells are known to react to
exercise training by anti-inflammatory processes. If there is a short-time ,, open Window”, known as a
mechanism of adaptation with CD4+ T cells showing reduced functionality, will yet be clarified. For
clarification, first, the immunometabolism of CD4+ T cells after acute exercise and, second, the function
of CD4+ T cells after SARS-CoV-2 infection was analyzed by cell culture experiments.

First, CD4+ T cells and supernatants after anti-CD3/CD28 activation in autologous serum were measured
by oxygen sensor, amperometry, flow cytometry, PCR, and multiplex ELISA. Autologous serum was
sampled via blood collection at rest and after 30 minutes of intense running exercise. Glucose
concentration and soluble IFN- y receptor were increased in supernatants after 48 h cell culture with
exercise serum. HK1 mRNA of CD4+ was reduced when CD4+ were cultured with exercise serum
(p=0.033). No other significant differences were found.

Second, professional athletes were recruited after quarantine following SARS-CoV-2 infection and
compared with non-infected team colleagues after the off-season. Next to serologic, fitness, and fitness
data, supernatants and CD4+ T cells were measured after 72h cell culture. Cell culture was measured
by flow cytometry and multiplex ELISA. CD4+ T cells of convalescent athletes did not show any
immunological dysfunction, though CD4+ T cells secreted higher TNF-a levels after activation compared
to non-infected, vaccinated athletes (p<0.001).

Athlete’s CD4+ T cells seem to cope well with SARS-CoV-2 infections. The exact mechanism of immune
adaptation by exercise remains unclear. Reduction of HK1 mRNA indicates there may be some
epigenetic regulation of CD4+ T cells by exercise stimuli. However, an ,,open window after 30 minutes
of intensive endurance exercise was not found.



Vorwort

Die vorliegende kumulative Dissertation zeigt funktionelle Aspekte von CD4+ T-Zellen bei Sportlern nach
akuter Belastung und nach SARS-CoV-2-Virusinfektionen auf. Das Immunsystem hat zuletzt aufgrund
der Corona-Pandemie in allen Lebensbereichen, sowie auch in der Sportwissenschaft grolle
Aufmerksamkeit erhalten. Der Einfluss von akuter sportlicher Belastung auf funktionelle Aspekte, wie
auf den T-Zell-Stoffwechsel nach Antigen-Aktivierung oder auf T-Zell-Zytokinen nach einer SARS-CoV-2-
Infektion, ist bisher jedoch noch nicht untersucht worden. Urspringlich zielte das Promotionsthema
ausschlieRlich auf Aspekte des Immunmetabolismus von CD4+ T-Zellen bei Trainierten und
Untrainierten ab.

Mit dem Beginn der Corona-Pandemie erschwerte sich die Planung fiir die zweite Zellkulturstudie. Durch
die Einschrankungen im Breitensport erschien die Rekrutierung von Profisportlern sinnvoller, da
Sportanlagen und Wettkdampfe zu dieser Zeit nur noch Berufssportlern zugdnglich waren. Zugleich
zeigten T-Zell-Studien, dass bei einer Coronavirus-Erkrankung 2019 (COVID) der Stoffwechsel von T-
Zellen aus dem Gleichgewicht gebracht wird [1]. Infolgedessen ergab sich die neue Fragestellung zur
Immunfunktion von CD4+ T-Zellen. Wie wiirden diese nach COVID auf eine Aktivierung bei
professionellen Sportlern reagieren? Darauf basiert die zweite Fragestellung dieser Arbeit. Die zwei
Original-Publikationen sind dieser Dissertation beigefigt. Wesentliche Ergebnisse werden im Kumulus
verkirzt diskutiert, da die Einordnung in das Gbergeordnete Forschungsgebiet im Mittelpunkt dieser
Arbeit steht. Die erste Publikation geht auf den T-Zell-Stoffwechsel und die Zweite auf die Zytokin-
Expression von T-Zellen nach einer COVID Infektion ein [2,3].

Verzeichnis der eingereichten Publikationen:

1. Palmowski, J., Gebhardt, K., Reichel, T., Frech, T., Ringseis, R., Eder, K., Renner-Sattler, K. &
Kriuger, K. (2021). The impact of exercise serum on selected parameters of CD4+ T cell
metabolism. Immuno, 1(3), 119-131. DOI: 10.3390/immuno01030008

2. Palmowski, J., Kohnhorst, S., Bauer, P., Puta, C., Haunhorst, S., Gebhardt, K., Reichel, T., Keller,
C. A., Huber, M., Hartmann, R. & Kriger, K. (2023). T-cell-derived TNF-a and a cluster of
immunological parameters from plasma allow a separation between SARS-CoV-2 convalescent
versus vaccinated elite athletes. Frontiers in Physiology, 14, 1203983. DOI:
10.3389/fphys.2023.1203983
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Abklrzungsverzeichnis

ACE-2 Angiotensin-2-konvertierendes Enzym

ATP Adenosintriphosphat

B-Zelle B-Lymphozyt

CD immunphanotypischer Oberflachenrezeptor
COVID Coronavirus-Erkrankung 2019; Erkrankung durch das SARS-CoV-2-Virus
ELISA enzymgekoppelter Immunadsorptionstest
GLYC Glykolyse

hCoV humane Coronaviren

HIF-1a Hypoxie-induzierter Faktor 1a

HK1 Hexokinase 1

IL Interleukin

INF-y Interferon-y

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MCP-1 Monocyte-chemoattractant-protein—1

MHC Haupthistokompatibilitatskomplex

MRNA Boten-Ribonukleinsdure

NADPH Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
NF-kB Nukledrer Faktor kB

PMBC periphere mononukleare Blutzellen
SARS-CoV-2 akutes respiratorisches Syndrom Coronavirus-2
Tem Zentrale Gedéachtnis-T-Zelle

TCR T-Zell-Antigenrezeptor

Tem Effektorgedachtnis-T-Zelle

Ttn follikulare T-Helferzellen

TGF-B Tumorwachstumsfaktor-

Th T-Helferzelle

Tiem Gedachtnis-T-Zelle

TN naive T-Zelle

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

Treg anti-inflammatorische regulatorische T-Zelle
Tsem Stammzellgedachtnis-T-Zelle

Tre Terminal-differenzierte erschdpfte Gedachtnis-T-Zelle
Trm Terminal-differenzierte Gedachtniszelle

T-Zelle T-Lymphozyt

URTI Infektion der oberen Atemwege
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EINLEITUNG

1. Einleitung

Sport ist Medizin! Das hat sich auf allen Ebenen der Prdvention gezeigt und gilt auch fir die
Immunfunktion. Es ist bekannt, dass korperlich aktive Menschen ein geringeres Risiko fiir eine schwere
Coronavirus-Erkrankung 2019 (COVID), eine verbesserte Impfeffektivitdit und ein verringertes
Mortalitatsrisiko bei einer Infektion durch das akute respiratorische Syndrom Coronavirus-2 (SARS-CoV-
2) und anderen Erkrankungen der oberen Atemwege (URTI) haben [4]. URTI sind fir junge, gesunde
Athleten selten eine schwerwiegende Erkrankung, aber flr Leistungssportler kdnnen Ausfallzeiten
finanziell und trainingsmethodisch problematisch sein [5]. Kehren Sportler zu frih in Training und
Wettkampf zurlck, sind Langzeitfolgen, wie eine Myokarditis, nicht auszuschliellen [6]. Nach COVID liegt
die Pravalenz bei Sportlern fur eine Myokarditis zwischen 1-4% [7]. Auch T-Lymphozyten (T-Zellen)
werden nach viralen Erkrankungen, wie bei COVID, bisweilen in ihrer T-Zell-Aktivierung und -Funktion
fehlreguliert, sodass langfristige Folgen mdéglich sind. Dies kann z. B. das Post-COVID-Syndrom sein, das
als persistierende COVID-Symptome langer als 3 Monaten nach der Erkrankung definiert ist. Es geht mit
einer Reduzierung spezifischer CD4+ T-Zellen und erhéhten Exprimierung von Rezeptoren einher [8].

Die Starkung der Immunfunktion hat einen hohen gesellschaftlichen Stellenwert z. B. hinsichtlich der
Pravention von Immunseneszenz bis hin zu chronischen Erkrankungen [9]. CD4+ T-Zellen sind bei vielen
Erkrankungen, von Autoimmun- bis hin zu Tumorerkrankungen, entscheidend, da sie in ihrer Funktion
und Anteilen der Subpopulationen verdndert werden. Uber pharmakologische Interventionen wird
haufig eine Einflussnahme auf diese Zellen versucht [10]. Dabei gibt es einige Anzeichen, dass akute
sportliche Belastung sich positiv auf die Funktion der CD4+ auswirkt. So hat sich u.a. gezeigt, dass
regelméaliges intensives Training den Anteil eines pro-inflammatorischen CD4+ T-Zell-Subtypen
reduzieren kann [11]. Deshalb soll diese Arbeit genauer auf die Funktion von CD4+ T-Zellen bei Sportlern
eingehen.

Das Thema Immunfunktion ist nicht neu. Mehrere Jahrzehnte der Forschung konnten zeigen, dass das
Immunsystem intensiv auf akutes und langfristiges sportliches Training reagiert [9]. Forschende haben
sich bereits mit der Funktion von Lymphozyten vor oder nach sportlicher Aktivitat beschaftigt. Dabei
wurden zumeist nicht-spezifische Mitogene fir die Aktivierung peripherer Lymphozyten genutzt. Bisher
zeigt sich eine kurzfristige Reduktion der Proliferationsfahigkeit, die nach langer Trainingsdauer
verstarkt wird [12]. Innerhalb der Sportimmunologie wird diskutiert, ob diese Ergebnisse auf die
Mobilisierung von Zellen in die Peripherie oder eine echte Immunsuppression durch die akute sportliche
Aktivitat, als sogenanntes ,Open Window”, zurlickzufiihren sind. Das ,,Open Window" ist als ein kurzes
Zeitfenster nach dem Sport mit erhohter Anfélligkeit fur Infektionskrankheiten definiert [13].

Flr einen besseren Diskurs sollten einzelne T-Zell-Subtypen genauer erforscht werden [12] CD4+ T-
Zellen als eine Subpopulation sind von besonderem Interesse, da sich gezeigt hat, dass sie an neue
Umgebungsbedingungen adaptieren [14,15]. Die Muskulatur schittet bei sportlicher Aktivitat Myokine
aus, was Umgebungsbedingungen verandert und Einfluss auf die Stoffwechselsituation von
Immunzellen hat [9]. Daher stellt sich, die Frage, ob es ein echtes ,Open Window” gibt, wenn die
unterschiedlichen Subtypen und ihre Funktion betrachtet werden. Daflr wurde im ersten
Studienabschnitt dieser Dissertation untersucht, ob sich eine CD4+ T-Zell-Aktivierung nach einer akuten
sportlichen Belastung auf Stoffwechselparameter auswirkt [3]. Weiter bleibt unklar, ob sportliches
Training die CD4+ so fordert, dass nach einer SARS-CoV-2-Infektion keine Dysregulation zurlckbleibt.
Im zweiten Studienabschnitt sollte daher festgestellt werden, ob die Aktivierung von CD4+ nach einer
Infektion mit SARS-CoV-2 verandert ist [2].



THEORETISCHER HINTERGRUND

2. Theoretischer Hintergrund: Die CD4+ T-Zellimmunitat und Sport

2.1. Die T-Zell-Aktivierung als Teil des adaptiven Immunsystems

T-Zellen sind der zellulare Teil der adaptiven Immunantwort und interagieren in enger Zusammenarbeit
mit anderen adaptiven Zellen, der angeborenen Immunantwort und humoralen Anteilen des
Immunsystems, um Pathogene wie Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten zu bekdmpfen. [16]. Dabei ist
die adaptive Immunantwort Uber Zellen mit Oberflachenrezeptoren definiert, die sich neu anordnen
kdnnen und die angeborene Immunantwort Gber Zellen, die bereits Uiber die Keimbahn definiert werden
[17]. Ein Vorteil adaptiver Immunzellen ist, dass sie, sobald sie polarisiert sind, hochspezifisch reagieren
und eine Gedachtnisfunktion entwickeln kdénnen. Uber diese Funktion schaffen sie eine
Langzeitimmunitat gegen das jeweilige spezifische Pathogen, mit dem sie aktiviert worden sind.
Adaptive Immunzellen, auch als Lymphozyten bekannt, werden in B- und T-Zellen kategorisiert. Erstere
sind daflir bekannt, Antikorper zu bilden, die Viren neutralisieren kénnen und Letztere daflr, dass sie
fremde Antigene auf der Zellmembran erkennen, um die Zelle dann entweder direkt abzutéten oder
Zytokine auszuschitten, die Makrophagen anlocken, welche die Zelle phagozytieren [16]. Heutzutage
ist ein breites Spektrum von T-Zellen bekannt, welches in CD4+ und CD8+ T-Zellen eingeteilt wird. Dabei
steht die Bezeichnung CD fiur ,Cluster of differentiation”, den immunphdnotypischen
Oberflachenrezeptor. CD4+ binden sich mit ihren T-Zell-Antigen-Rezeptoren (TCR) an den
Haupthistokompatibilitatskomplex 2 (MHC-2) und CD8+ an den Haupthistokompatibilitatskomplex 1
(MHC-1) von antigen-prasentierenden Zellen [18]. Ein Sonderfall sind naturliche Killer-T-Zellen (NK-
Zellen), die einen CD4+-Rezeptor und NK-Zell-Rezeptoren aufweisen. Sie werden sowohl zur angeboren
als auch zur erworbenen Immunitat zugezahlt, denn sie kénnen sich u.a. an MHC-1 binden [19].

Sowohl CD4+ als auch CD8+ werden im Thymus aus doppelt-positiven CD4+/CD8+ T-Zellen gepragt und
verlassen diesen als entweder CD4+ oder CD8+ T-Zellen in Richtung der sekundéren lymphatischen
Organe. Im Blut sind selten doppelt-positive T-Zellen zu finden. Der Lymphozytenanteil doppelt-
positiver T-Zellen im peripheren Blut kann wahrend viraler Infekte allerdings auf 20 % ansteigen und
wird im Gewebe bei viralen Infektionen nachgewiesen [18]. Doppelt positive T-Zellen scheinen im
Lebensverlauf einen immunologischen Vorteil zu bringen, denn es findet sich ein hdherer Anteil von
doppelt-positiven T-Zellen im Blut von ,,Supercentenarians”, also mindestens 110-Jdhrigen [20]. Hohere
Konzentrationen von Perforin und Granzyme A dieser doppelt-positiven T-Zellen sind vergleichbar mit
den zytotoxischen CD8+ T-Zellen und deuten auf die Fahigkeit hin, dass sie infizierte Zellen direkt
lysieren. [18]. Nach einer allgemeinen Vorstellung des Spektrums der CD4+-T-Zell-Subtypen, werden im
Folgenden die Mechanismen der T-Zell-Aktivierung und im Anschluss T-Zell-spezifische Aspekte der
viralen SARS-CoV-2-Infektion als Grundlage fir die Studien in dieser kumulativen Dissertation genauer
erklart.

2.1.1. Allgemeine Vorstellung der CD4+ T-Zell-Familie

Vorlaufer-T-Zellen entstehen aus multipotenten hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks
und werden anschlieend im Thymus gepragt, selektiert und in die Peripherie geschickt [15]. CD4+ T-
Zellen befinden sich dann in jedem Gewebe des Koérpers und zirkulieren zwischen peripheren Blut und
lymphatischen Organen. Einige T-Zellen sind gewebestandig d.h. dauerhaft in bestimmten Geweben,
wie der Schleimhaut und dem Epithelgewebe [21]. Fiir die bessere Ubersicht dieser Arbeit, werden hier
nur konventionelle T-Zellen besprochen, welche einen af-TCR besitzen und damit antigen-spezifisch
sind [16]. Far die Zellkulturstudien der vorliegenden Arbeit wurden zudem ausschlieflich periphere T-

.
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Zellen verwendet, da peripheres Blut minimalinvasiv und leicht zugédngliches Gewebe. T-Zellen haben
die wichtige Aufgabe Zytokine zu sezernieren, welche die B-Zelldifferenzierung tGber dendritische Zellen
fordern, die bakterizide Aktivitdt von Phagozyten zu steigern, Neutrophile zu rekrutieren, die
Angiogenese zu initiileren und die zytotoxische Wirkung von CD8+ zu férdern [22]. Allerdings werden
diese Funktionen nicht jeweils von ein und derselben T-Zell-Subgruppe ausgefihrt, denn
unterschiedliche Subgruppen schitten unterschiedliche Zytokine aus. Eine CD4+ ist oft anders als die
Ndchste. Die Subtypen unterscheiden sich durch ihren Phdnotyp, die Transkriptionsfaktoren, die
Stoffwechselwege und die Funktion, die von der charakteristischen Zytokin-Ausschittung abhangt [14].
Der Stoffwechsel wird in einem der Folgekapitel ausfihrlicher beschrieben, da er im ersten Studienteil
und fir die generelle Funktion von CD4+ eine wichtige Rolle spielt [3].

Hinsichtlich des Phanotyps lassen sich T-Zellen grob in Naive-, Effektor- und Gedachtnis-T-Zellen (Tmem)
unterscheiden. Naive CD4+ T-Zellen (CD45R0-, CCR7+, CD28+ und CD95-, Ty) differenzieren in
verschiedene Subtypen nach dem Antigenkontakt [21]. Fir gewohnlich prasentieren T-Zellen
verschiedene TCR an ihrer Oberflache und schitten noch keine Effektor-Zytokine aus. Allerdings gibt es
auch einige Ty, die schon als ein spezifischer T-Zell-Subtyp ausgebildet sind, wie anti-entzindliche
naturliche regulatorische T-Zellen (Tg) oder pro-inflammatorische Thi7-Zellen (Th: T-Helferzelle), und
wiederum andere Zellen, die Gber periphere Expansion den reduzierten Thymus-Output wahrend des
Alterungsprozesses kompensieren. Alle diese Zellarten kénnen Bias in Studien mit erwachsenen
Probanden verursachen [23]. Der Phanotyp andert sich nach der Antigen-Bindung an den TCR zu
Effektor-T-Zellen. Dies ist stark abhdngig vom umgebenden Milieu [24]. Durch die Weiterentwicklung
von Forschungsmethoden, wie Einzel-T-Zellanalysen und Mehrfarb-Durchflusszytometrie, hat sich die
Zahl von Effektor-T-Zell-Subtypen in den letzten Jahren gesteigert. Aktuell kategorisiert man in die
folgenden humanen Subtypen: Pro-inflammatorische Thy, Th,, The, Thi7, Tha,, follikuldre T-Helferzellen
(Tn) und anti-inflammatorische induzierte Treg [25]. Allerdings sind diese Zelltypen unter Umstanden
instabil, da sie die Plastizitdt besitzen ihre Eigenschaften zu wechseln, wenn sie erneut stimuliert werden
oder unter dem Einfluss bestimmter Zytokine stehen, z. B. werden in chronisch entziindeten Geweben
Thi7 zu Thi-dhnlichen Zellen und Thi zu Treg. Insgesamt ist diese Plastizitdt noch nicht mechanistisch
verstanden [14]. Die folgenden Transkriptionsfaktoren sind mit den spezifischen Subtypen assoziiert:
Tha mit T-bet, Th, mit GATA3, The mit PU.1, Thi; mit RORy, induzierte Treg mit AHR und/oder FoxP3, Tha,
mit FOXO04 und T mit Bcl6 [14,23]. Mit dem spezifischen Subtyp sind spezifische Funktionen assoziiert,
welche mit der Ausschiittung spezifischer Zytokine einher gehen. Eine zusammenfassende Ubersicht
der T-Zell-Subtypen ist in Abbildung 1 zu finden. Im Folgenden werden periphere T-Zell-Subtypen mit
ihren klassichen Schllsselzytokinen vorgestellt:

e Thy kdnnen Uber die Ausschittung von Interferon-y (INF-y) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)
intrazelluldre Pathogene bekdmpfen, indem sie Makrophagen aktivieren sowie einen B-
Zellkassenwechsel initiieren [26—28]. Sie prodzuzieren auerdem Interleukin-2 (IL-2), IL-10 und
Lymphotoxin [26].

o Thysekretieren klassisch IL-4, IL-5 und IL-13, um Helminthen (Wirmer) zu bekdmpfen und eine
IgE-Antwort von B-Zellen zu induzieren [26,27].

e Thyg sind benannt nach ihrer Ausschittung von IL-9 und bekdmpfen damit extrazellulédre
Parasiten [27,28].

e Thyy sind nach ihrem Zytokin IL-17 benannt und bekdmpfen als inflammatorischer Subtyp
extrazellullare Bakterien und Pilze [27,28]. Sie produzieren IL-17A, IL-17F, IL-22 und TNF-a [26].
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o Tm sekretieren IL-21, um als Helferzellen B-Lymphozyten (B-Zellen) zu aktivieren und den
Isotypenklassenwechsel zu initiieren [27,28]. Je nach den Zytokinen, IFN-y, IL-4 und IL-10,
welche sie dominant sezernieren, kdnnen sie unterteilt werden in Tm1, Tm2 und Ts10 [26].

e Thy; sekretieren IL-22 und dienen der Immunabwehr der Haut, des Darms und sind haufig in
Autoimmunerkrankungen involviert [26].

o T erhalten die Immuntoleranz Gber Ausschittung von Tumorwachstumsfaktor-  (TGF-B) und
IL-10 aufrecht, wobei sie der einzige anti-inflammatorische Subtyp sind [27].

Die Differenzierung der CD4+ T-Zellen geht unter dem Einfluss regelmaRiger kdrperlicher Aktivitat eher
in Richtung der anti-entzindlichen T Dies scheint durch das Wachstumshormon TGF-B, das im
Belastungsserum erhoht ist, vermittelt zu werden [29]. Eine erhohte Ausdauerleistungsfahigkeit,
gemessen (ber die maximale Sauerstoffaufnahme, geht mit einem erhéhten prozentualen Treg-Anteil in
Ruhe einher [15]. Nach dem unterschiedlichen akuten Trainingsbelastungen dagegen wurden erhdhte
Thi-, Thi7- und Treg-Konzentrationen gemessen, wobei Thiz noch in der Regenerationsphase erhoht
blieben. Th, scheinen durch eine akute sportliche Belastung nicht beeinflusst zu werden. Zu anderen
Effektor-Subtypen fehlen bisher sportimmunologische Daten [15].

Ein geringer Anteil der differenzierten Effektor-Zellen stirbt keinen programmierten Zelltod nach dem
Antigenkontakt, sondern wird zum Phanotyp der Gedachtniszellen mit einer verbesserten Funktion bei
einem weiteren Antigenkontakt. Twem im peripheren Blut unterscheiden sich ebenfalls. Sie kénnen
genauer mittels vier Oberflaichenmarkern bestimmt werden: CD45R0, ein Gedéachtniszellmarker (oder
alternativ und hier nicht weiter beschrieben: CD45RA als Marker von Ty), C-C-Chemokinrezeptor 7
(CCR7), ein Marker der Homing an den Lymphknoten anzeigt, CD28, ein fur die Proliferationsfahigkeit
entscheidender Co-Faktor, und CD95, ein Aktivierungsmarker, der anzeigt, ob die Zelle proliferiert [21].
Es wird in finf verschiedene Gedéachtniszellarten unterschieden, bei denen der Differenzierungsgrad
ansteigt.

e Stammzellgedéchtniszellen (Tscm) zeigen einen naiven Phéanotyp (CD45RA+) bei einer hohen
Expression des Aktivierungsmarkers CD95 und haben stammzelldhnliche Eigenschaften.

e Zentrale Gedachtniszellen (Tewm) sind hinsichtlich aller genannten Marker positiv und klassische
Gedachtniszellen mit einer verbliebenen stammzelldhnlichen Funktion.

e Terminal-differenzierte Geddchtniszellen (Trvm) verlieren das Homing an den Lymphknoten
(CCR7-) und sie sind spezifischer differenziert.

o Effektor-differenzierte Gedachtniszellen (Tem) verlieren zuséatzlich die Ko-Stimulation Gber den
CD28-Rezeptor (CC28- und CCR7-).

o Terminal-differenzierte erschopfte Gedachtniszellen (T, oder TEMRA-Zellen) sind terminal-
differenziert und kdnnen nicht mehr proliferieren (CD95-) [21].

Nach dieser Einteilung der Gedachtniszellen, steigt mit jeder weiteren Stufe der Differenzierung das
Homing in der Peripherie, die Effektorfunktion und die Antigenspezifitat [21]. Bei erschopften CD4+ T-
Zellen, ist die Proliferationsfahigkeit und Zytokinproduktion reduziert, da zusatzlich eine Hochregulation
von Checkpoint-Inhibitoren, wie z. B. CD366 und CD279, die T-Zellaktivierung herunterregulieren [22].
Wie diese T-Zellaktivierung ablauft, ist im folgenden Kapitel genauer beschrieben.

Akute sportliche Aktivitat mobilisiert hochdifferenzierte T-Zell-Subtypen mit Antigenspezifitat,
Zytotoxizitat, Migrationsfahigkeit und spezifischer Zytokinausschittung. Ein héherer Anteil Zellen mit
monoklonalen TCR wird durch submaximale Ausdaueraktivitat ins periphere Blut mobilisiert und fallt

-4 -
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eine Stunde nach dem Training auf die Ausgangswerte zuriick. Dabei ist der Anteil der polyklonalen TCR
in diesem Zeitraum reduziert [30]. CD4+ T-Zellen werden durch Ausdauerbelastung im peripheren Blut
signifikant erhdht und kehren eine Stunde nach der Belastung wieder auf das Ausgangsniveau zurilck.
Nicht nur die Anzahl der Zellen, sondern auch die proportionalen Anteile der Subtypen verdndern sich,
wobei Anteile der Tem und Tre ansteigen und erst eine Stunde nach der Belastung auf das
Ausgangsniveau zurtckkehren, Tt prozentual erhoht bleiben [31].

T Th,

CD45RO-
CD95-
CCR7+

CD28+

Naive

Thl? T.h22 T‘h_fh ThTreg

cxcn3+ CCR3+ }% CCR3+ \‘J;M';&:.CCRH . S ¢ By
CCR5+ CCR4+ = PUL CD196+ RORy L ] 4 ' CD25+
95% 5% CCR7+ CCR8+ * CXCR3+ ™ ﬁm Mg CD127+/-
c0192+ T ) I

IFN-y, TNF-a, GM-  IL4, IL-5, IL- IL-17A/F, IL-6, IL-21, GM- IL-22, TNF-a IL-21, IL-4 TGF-B, IL-10
CSF, IL-2 13, 11-31 CSF, TGF- B, IL-12, IL-22
T
Apoptose  Tprem  TSCM TTM TTEM TE

CD45RO0-, CD45RO+géim.,  CD45RO+usin.  CDASRO+: CD45R0O-

CD95+ CD95+ & & - CDI5+ & & - ‘ CD95+
.CCR7+ .CCR7+ T CORT- - 7,0, CCR7-

CD28+ cp2g+  CD28+ U -7 CD28-

Abbildung 1. Eigene Ubersicht der verschiedenen T-Zell-Subtypen mit ihren Transkriptionsfaktoren, Schliisselzytokinen und
Oberfldchenmarkern [21,28,32].

1.1.1. CD3/CD28-TCR-Aktivierung

Damit die CD4+ T-Zellen aktiviert werden, binden sie sich Gber den TCR an Peptidfragmente, die an den
MHC-2 gebunden sind. Damit beginnt eine komplexe Signalkaskade aus circa 100 Schlisselfaktoren
(Kinasen, wie ZAP70, Phosphatasen, wie Phospholipase C, Transportern usw.) [33]. In Zellkulturstudien
werden als Simulation MHC-2-Tetramere mit Antigenen bestlickt, um die Antigenbindung an die T-
Zellen zu imitieren [25]. Die Intensitat der TCR-Aktivierung wird Uber die Starke des Aktivierungssignals
als Bead-Zell-Ratio bestimmt und Uber den Calciumeintritt durch ORAI1-Transporter nach der
Aktivierung von Phospholipase C gemessen. Calcium moduliert die Immunantwort Uber
calciumabhangige Kinasen und beeinflusst damit die Transkriptionsfaktoren [33]. In vivo fordert ein
starkes Aktivierungssignal die Th-Differenzierung, wogegen schwdchere Signale die Th,-Differenzierung
beglinstigen. Bei starker Aktivierung und langer Dauer wird die Expression von Zytokin-Rezeptoren
hochreguliert [34]. Welche Transkriptionsfaktoren bei den jeweiligen CD4+ Subtypen durch die
Aktivierung und das Mikromilieu hochreguliert werden, wurde bereits oben besprochen [14,23].
Koinhibierende und -stimulierende Rezeptoren haben ebenfalls einen starken Einfluss auf die
Aktivierung [33]. Im Gegensatz zu Mauszellen ist die Bindung an den kostimulierenden Antigenrezeptor
CD28 ein notwendiges Signal fir die funktionelle Aktivierung [35]. Reduziert werden kann die
Aktivierung Uber koinhibitorische Liganden, die bereits oben erwahnten Checkpoint-Inhibitoren, wie
CD279, CD366 oder CD152 [6]. Eine funktionierende TCR-Aktivierung von CD4+ wird in humanen T-
Zellen von einem Anstieg der OXPHOS und GLYC begleitet [35—37]. Der Einfluss des Stoffwechsels auf
die T-Zell-Funktionalitat wird im nachsten Kapitel genauer beschrieben.
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Anhand von peripheren mononuklearen Blutzellen (PMBC) konnte gezeigt werden, dass regelmaliges
Ausdauertraining die TCR-Aktivierung Uber eine erhdhte Expression von Zap70 steigert [38]. Weiterhin
ist bei trainierten Mausen der intrazelluldre Kalziumspeicher erhéht und eine erhdhte
Proliferationsfdhigkeit von T-Zellen vorhanden [39]. Es kénnte auch sein, dass eine sportliche Belastung
direkt eine milde T-Zell-Aktivierung auslost, da der Aktivierungsmarker CD25 sowohl nach einem
kombinierten Ausdauer- und Krafttraining als auch nach reinem Krafttraining erhéht war [12]. Ein
weiterer Faktor, welcher die T-Zell-Aktivierung beeinflusst, ist eine leicht erhdhte Kérpertemperatur
[40]. Dies konnte ebenfalls ein Einflussfaktor auf die T-Zelle beim Sport sein, da wahrend intensiver
sportlicher Belastung die Korperkerntemperatur um wenige Grad ansteigen kann, sofern die
Warmeproduktion 1000 Watt Ubersteigt [41].

1.1.2. T-Zell-Aktivierung durch spezifische Viren wie SARS-
CoV-2

SARS-CoV-2 wurde erstmals 2019 als neues Beta-Coronavirus beschrieben [42]. Das Virus kann COVID
auslosen, welches milde Erkaltungssymptome bis akute Atemnot oder eine Myokarditis mit
fulminantem Verlauf auslosen kann [43]. SARS-CoV-2 hat einige Gemeinsamkeiten mit anderen
humanen Coronaviren (hCoV), wie SARS-CoV-1 oder dem Nahost-Atemwegssyndrom-Coronavirus.
Wobei ein besonderes Charakteristikum des SARS-CoV-2 das Spikeglykoprotein mit einer Furin-
Spaltstelle ist, welche das Spikeprotein nach dem Eindringen in die Wirtszelle in zwei Untereinheiten,
S1 und S2, spaltet. Die S1-Einheit kann sich an Rezeptoren des Angiotensin-konvertierenden Enzym-2
(ACE-2) binden, die S2-Einheit sorgt fir die virale Membranfusion. Zu Beginn ging die Forschung davon
aus, dass sich SARS-CoV-2 im Menschen ausschlieRlich mit Hilfe des ACE-2 Rezeptors verbreitet. Heute
wird auch von einer Verbreitung Uber Zell-Zell-Kontakte ausgegangen [42]. Wie bei anderen viralen
Infektionen der Atemwege nimmt die virale T-Zell-immunantwort bei einer SARS-CoV-2 Infektion eine
wichtige Rolle ein [44]. Am stdrksten dabei ist die T-Zellantwort gegen das Spikeprotein, bei der CD4+
T-Zellen eine wichtige Rolle spielen [45].

Die zelluldre Immunitdt von T-Zellen ist schon bei friheren hCoV als essenziell fir die Kontrolle und
Eliminierung der Viren bekannt. Die humorale Immunitat Gber hohe Antikorper-Level, hatte dagegen
bei SARS-CoV-1 einen negativen Einfluss auf den Krankheitsverlauf. Die T-Zell-Antwort ist Uber die
Gedachtnisfunktion starker und langer anhaltend als die Antikdrperantwort. Sie konnte noch 17 Jahre
nach der SARS-CoV-1 Infektion nachgewiesen werden, wobei die B-Zellantwort nach 4 Jahren nicht
mehr nachweisbar war [46]. Bei SARS-CoV-2 wurde frih eine Gedachtnisimmunantwort auf 19
verschiedene Virusepitope nachgewiesen. Diese machen etwa 0,05 % des gesamten T-Zell-Repertoires
aus. So waren nicht nur in Infizierten, sondern teilweise auch in Nicht-Infizierten SARS-CoV-2-reaktive
T-Zellen vorhanden. Jedoch zeigten diese eine geringere Wiedererkennung und Polyfunktionalitadt [47].
In den verschiedenen Studien hatten etwa 20-35% der nicht-Infizierten bereits spike-reaktive CD4+ T-
Zellen [45,48]. Es sind bei Nicht-Infizierten 140 solcher T-Zell-Epitope nachgewiesen, gegen die T-Zellen
Uber eine Kreuzimmunitat durch Kontakt mit bereits zirkulierenden hCoV reagieren [49]. Auch andere
Anteile von SARS-CoV-2 werden von T-Zellen erkannt, wie das Nukleokapsidprotein, die Membran und
Nichtstrukturproteine [50]. Eine T-Zell-Antwort gegen das Nukleokapsid ist in Nicht-Infizierten selten zu
finden [51]. Weiterhin zeigen aktuellere Studien, dass die natlrliche T-Zellantwort auf SARS-CoV-2
langfristig stabil bleibt, wahrend die Antikdrperantwort abnimmt [46,52].

CD4+ von SARS-CoV-2-Infizierten zeigen eine verstarkte Thi-Antwort mit Ausschittung von IL-2, IFN-y
und TFN-a, aber auch inflammatorische Zytokine von Th;- und Thi7-Zellen sind nach spikespezifischer T-

-
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Zellaktivierung nachweisbar [45]. Es konnten verschiedene Typen der T-Zell-Immunantwort bei COVID -
Patienten im peripheren Blut beobachtet werden. Hinsichtlich der CD4+ T-Zellen hat sich gezeigt, dass
ein Thi-Phanotyp eher bei leichteren und Thy-Phanotyp eher bei schweren COVID-Krankheitsverlaufen
zu finden ist [46]. Hochregulierte Co-Inhibitoren, wie CD279 und CD366, dagegen, sind mit einem
langeren Krankheitsverlauf assoziiert. Eine milde COVID-Erkrankung ist somit positiv mit hoher IL-2-
Ausschittung und einem hohen polyfunktionalen T-Zellanteil korreliert [50]. Es konnte gezeigt werden,
dass eine frihzeitige Interferon-Antwort flr das passende Milieu sorgt und im Bedarfsfall eine
rechtzeitige T-Zellantwort auslost [46]. Die B-Zellantwort scheint fiir die Elimination von SARS-CoV-2
weniger relevant zu sein, da ein milder Verlauf negativ mit geringen Konzentrationen des IgG anti-
Spikeprotein korreliert [50]. Bei asymptomatisch SARS-CoV-2 positiv-getesteten Probanden polarisieren
virusspezifische T-Zellen so, dass ein Gleichgewicht zwischen inflammatorischen Zytokinen und IL-10
hergestellt wird [53]. Bei Symptomlosen mit SARS-CoV-2-Kontakt trat keine T- und B-Zell-Aktivierung im
peripheren Blut auf [53]. Dies spricht fir eine frithe Viruselimination Uber die Schleimhautimmunitat,
sodass SARS-CoV-2 die Schleimhautbarriere nicht Uberwindet. Dazu passt, dass COVID eine Erkrankung
des oberen Respirationstraktes ist, bei denen Viren (ber Trépfcheninfektion oder Aerosole
aufgenommen werden. Erst wenn die Viren den unteren Respirationstrakt und die Lunge erreichen,
verursachen sie bei schwacher Immunfunktion eine schwere COVID-Erkrankung [54].

Fest steht, nach einer Infektion mit SARS-CoV-2 treten Verdnderungen im peripheren Blut auf. Das
Zytokinprofil von kirzlich genesenen Patienten ist durch erhdhte Konzentrationen von
inflammatorischen Zytokinen, wie IL-6, gepradgt [55]. Nach einem milden COVID-Verlauf, wurden im Blut
hauptsdchlich SARS-CoV-2-spezifische CD4+ Gedachtnis-T-Zellen nachgewiesen, die eine erhdhte Thi-
Antwort bei erneuter Infektion zeigen [55,56]. Die T-Zell-Funktion kann nach viralen Erkrankungen
gestort sein. Es ist moglich, dass eine systemische Entziindung noch langere Zeit zuriickbleibt. Dies
kdnnte eine Ursache des viel diskutierten Long-COVID-Syndroms sein [57]. Kommt es nach einer mild-
verlaufenden COVID-Erkrankung zu langfristigen Folgen wie Long-COVID, geht dies mit einer
Reduzierung der Tem und einer erhdhten Exprimierung von CD279-Rezeptoren auf Tem einher -also einer
eingeschrankten T-Zell-Funktion [8].

Zu Sport und SARS-CoV-2 und peripheren T-Zellen ist noch wenig bekannt. Fest steht, dass erhéhte
kdrperliche Aktivitat mit einem geringen Risiko fir einen schweren Krankheitsverlauf korreliert [58].
Korperlich aktive Menschen haben ein geringeres Erkrankungsrisiko, eine verbesserte Impfeffektivitat
und ein verringertes Mortalitatsrisiko bei einer SARS-CoV-2-Infektion [4]. Akute sportliche Aktivitat bei
Sportlern mit nattrlicher SARS-CoV-2-Immunitédt konnte spezifische T-Zellen ins Blut mobilisieren, die
auf das Spikeprotein, die Virusmembran und das Nukleokapsid reagieren. Zudem wurden die SARS-CoV-
2 neutralisierenden Antikorper im Blut erhdht. In diesem Zusammenhang war die IFN-y-Antwort jeweils
am Hochsten fir die spikespezifische Zellen. [59]. Die Toxizitat des Spikeprotein, unabhéngig davon, ob
durch eine SARS-CoV-2-Infektion oder durch die neuen COVID-Boten-Ribonukleinsdure(mRNA)- und
Adenovector-Impfstoffe in den Korper gelangt, ist gut untersucht. Die Schaden, die durch das
Spikeprotein entstehen koénnten, werden daher mit der Wortneubildung ,Spikopathie” gewdrdigt.
Spikopathie beschreibt, dass die mit SARS-CoV-2 zusammenhangenden Krankheitssymptome durch die
Bindung des Spikeprotein systemisch in unterschiedlichsten Geweben auftreten kénnen [60]. Zur
physiologischen Wirkung der Impfung bei Sportlern ist wenig bekannt. Hinsichtlich akuter Belastung
nach der Impfung konnte gezeigt werden, dass es 21 Tage nach der Impfung noch immer zu leicht
veranderten Reaktionen auf hochintensive sportliche Belastungen kam. Die Herzfrequenz und
Noradrenalin waren durch eine akute Belastung nach der Impfung im Vergleich zu Nicht-Geimpften



THEORETISCHER HINTERGRUND

signifikant erh6éht[61]. Ein Vergleich mit Genesenen fehlte hier und Daten zu CD4+ T-Zellen stehen noch
aus.

1.2. Der Lebenszyklus von T-Zellen und ihre Funktion

Lymphozyten in sekunddren Lymphorganen sind lang lebende Zellen, die aus kurzlebigen lymphatischen
Vorlduferzellen in den primaren Lymphorganen entstanden sind. Die meisten T-Zellen sind Ty und
verbleiben fir ldngere Zeit in der Interphase der Zellteilung. Erst nach dem spezifischen Antigenkontakt
wechseln sie in die Mitosephase, um zu proliferieren und in Effektor-Zellen mit kurzer Lebensdauer zu
differenzieren [62]. Die Funktion von T-Zellen lasst sich Uber verschiedene Prozesse messen. Dazu
gehort die Zytokinausschittung, die Migration, die Proliferation, die Apoptose, die Phagozytose und der
Redoxstatus [63]. All diesen Funktionen liegt ein funktionierender Stoffwechsel zugrunde [64]. Da diese
kumulative Dissertation insbesondere Bezug zum Stoffwechsel und der Zytokinauschittung nach der T-
Zellaktivierung nimmt, werden im Folgenden diese beiden funktionellen Aspekte genauer beschrieben.

1.2.1. T-Zellaktivierung und T-Zellmetabolismus

Der Stoffwechsel ist ein zentraler Regulator der T-Zell-Funktion und steht mit der TCR-Aktivierung in
Zusammenhang. T-Zellen haben insgesamt sechs ineinandergreifende  Ubergeordnete
Stoffwechselwege: die Glykolyse (GLYC), den Tricarbonsaurezyklus, den Pentose-Phosphat-Weg, die
Fettoxidation, die Fettsynthese und den Aminosaure-Stoffwechsel [64]. Durch die Aktivierung des T-
Zellrezeptors und Ko-Rezeptors CD28 dndern die Zellen ihre Energiebereitstellung. War die Zelle vorher
in einem Ruhezustand, geht sie nach der Aktivierung dazu Gber anabole Stoffwechselwege zu nutzen,
welche die Proliferation unterstitzen [65]. Dies geht einher mit einer Hochregulierung von
Transportern, Transkriptionsfaktoren und Proteinkinasen einher [66]. Zugleich steigt der Bedarf fur
Adenosintriphosphat (ATP), Phospholipide, Nukleotide und Koenzyme wie Nicotinsdureamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat (NADPH), damit Wachstum, Proliferation und die Effektor-Zytokinproduktion
moglich werden [65,67-69].

Tn nehmen hauptsachlich freie Fettsduren auf und nutzen eine hohe mitochondriale oxidative
Phosphorylierung (OXPHQOS) und geringe GLYC [36]. Wahrend Ty metabolisch gering aktiv sind und
wenig ATP produzieren, erfolgt nach dem Antigenkontakt ein sogenannter ,metabolischer Switch” auf
die schnellere glykolytische ATP-Produktion [65,70]. Es hat sich gezeigt, dass gleichzeitig die OXPHOS
erhoht wird, wenn T-Zellen eine Umstellung vom aeroben Stoffwechsel auf die GLYC durchfthren [36].
Neben der erhéhten Energieproduktion erhoht sich der Gewinn von Stoffwechselzwischenprodukten,
um den Bedarf an Biomaterial fir die Zellteilung zu decken [71]. Wenn z. B. das TCR-Signal reduziert ist,
wie bei Tr, ist der Stoffwechselumsatz geringer. Tre mit ihren Co-Inhibitoren zeigen daher im Gegensatz
zu Ty eine erhohte GLYC und eine reduzierte OXPHOS in Ruhe und damit eine geringere Fahigkeit zur
Proliferation [67]. Unterschiedliche T-Effektorsubtypen weisen ebenfalls teils spezifische
Stoffwechselprofile auf. Anti-inflammatorische T regulieren nach der Aktivierung die Fettoxidation
und OXPHOS hoch [15]. Andere Effektorzellen, wie Thy, Th,, Ts oder Thyz zeigen erhéhte Glykolyseraten.
Von diesen Zellen weisen Thi; zusatzlich eine erhdhte oxidative Kapazitdat auf und haben neben
hochregulierter GLYC ebenfalls eine erhdhte Fettsyntheserate [72]. Langlebige Twvem zeigen im Vergleich
zu Ty eine erhohte basale mitochondriale Atmung und eine erhdhte glykolytische Kapazitat. Diese geht
einher mit einer hdheren Mitochondriendichte, GLUT1-Transportern und Enzymkonzentrationen z. B.
Hexokinase 2, Phosphofruktokinase und Laktatedehydrogenase [35]. Twem haben damit eine erhéhte
OXPHOS und respiratorische Kapazitat bei der Aktivierung durch den TCR [35,73]. Hinsichtlich der Tyem-
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Subtypen haben Tscuw eine erhohte proliferative Kapazitdt und einen erhohten Fettstoffwechsel, Tem sind
eher glykolytisch aktiv [74].

Es ist moglich, dass Stoffwechselwege wichtig sind, um transkriptionale und epigenetische Programme
im Rahmen der T-Zelldifferenzierung zu organisieren. Dabei werden Uber DNA-Methylation, post-
translationale Modifikationen von Histonen, Chromatin-Remodellierung und nicht-codierte RNAs die
Chromatinstrukturen und Genexpressionen beeinflusst, ohne dass die DNA-Sequenzen selbst verdndert
werden. Einerseits konnen Metabolite selbst, andererseits Enzyme oder Cofaktoren epigenetische
Veranderungen ausldsen [75]. Zum Beispiel wird Gber nicht-translierte mRNA, die den GLUT1 encodiert,
der TCR von Ty aktiviert. So wird die GLUT1-Synthese und damit der Glukoseeintritt in die Zelle
erleichtert. Die Translation von ACC mRNA vervollstandigt den metabolischen Wechsel in Richtung des
Effektor-Phanotyps mit erhdhter Fettsdauresynthese und hdherer OXPHOS [37]. Weiterhin wirkt eine
reduzierte Ratio der Kofaktoren NAD+/NADPH der GLYC auf die Sirtuin Histon-Deacetylase und die SIRT1
Exprimierung, sodass die GLYC reduziert wird [15]. Auch Stoffwechselsubstrate kénnen die T-Zell-
Funktion beeinflussen. Erhdhtes Laktat erhdht reaktive Sauerstoffspezies und destabilisiert damit den
Hypoxie-induzierten Faktor 1la (HIF-1a) dhnlich, als wenn eine hypoxische Umgebung besteht. Somit
erhoht sich die mTORC1-PPARy-STAT3-Aktivitat und eine Polarisation in Richtung Thiz-Zellen. In dieser
Umgebung reduzieren die Zellen ihre Motilitdt und regulieren den Laktattransporter SLC5A12 hoch [76].
Bei hochintensivem Ausdauer- oder Krafttraining haben erhdhte Laktatwerte einen Zusammenhang von
erhohter STAT3-Aktivitat und hoheren Anteilen von Thiz-Subtypen gezeigt. Ausdauertraining konnte
damit das Gleichgewicht zwischen Thi7/Treg in Richtung Thi; verdndern [77]. Eine reduzierte
Sauerstoffverfligbarkeit kann die gleichen Folgen haben und HIF-1a der CD4+ destabilisieren [78].
Andere Metabolite wie Aminosauren [79], kurzkettige Fettsauren [80] und Omega-3-Fettsduren [81]
und ihre Immunfunktion wurden bereits in Ubersichtarbeiten aufbereitet.

Intensitit der
Stimulation (z.B.
Bead —Zell-Ratio)

Aktivierte Co-
Rezeptoren (z.B.
PD-1)

Temperatur (z.B.
leichte Hitze)

Immun-
metabolismus

von CD4+ .
Substrate (z.B. Zytokine

Glukose) (z.B. IL-6)

Sauerstoffverfilg
-barkeit (z.B.
Hypoxie)

Mineralstoffe
(z.B. Ca%*)

Abbildung 2. Eigene Abbildung der verschiedenen Einflussfaktoren auf den T-Zellmetabolismus durch Verdnderungen im
peripheren Blut bei akuter sportlicher Belastung [77].

Wie Multi-Omic-Analysen nahelegen, gibt es eine Interaktion zwischen Immunsystem, Stoffwechsel und
Stressbelastung nach akuter Laufbelastung [82]. Bei akuter sportlicher Aktivitdt verandern sich die
Proportionen von 1000 verschiedenen Molekilen, worunter neben Zytokinen ebenfalls Substrate sind
[83]. Die Hauptenergiequelle fir T-Zellen fur die Ausibungen der TCR-Funktion ist Glukose. Ty und Tem
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verringern die Ausschittung von IFN-y, wenn die Glukoseverfliigbarkeit reduziert ist. Als alternativen
Stoffwechselweg erhéhen T-Zellen dann die OXPHOS und den Fettstoffwechsel, was mit einer Erhéhung
des CD36-Transporters, einer erhéhten Autophagozytose und der Einschleusung von Glutamin fir die
Biosynthese einhergeht [84]. Die Energieverflgbarkeit ist wahrend des Sporttreibens weitestgehend
sichergestellt. Solange die Sportler nicht nichtern sind oder bei langandauernden Belastungen keine
Kohlenhydrate zufiihren, ist die Verflgbarkeit von Glukose im Sport ausreichend und freie Fettsduren
werden sogar erhoht [82,85]. Einzig bei Athleten im Ubertraining, reduziert sich das Glutamin im
Blutplasma, wie z. B. nach acht Wochen hochintensivem Intervalltraining, sodass bei diesen Athleten
das Risiko einer Immunsuppression erhoht ist [86].

1.2.2. T-Zellaktivierung und Zytokinausschittung

Wie nach der Aktivierung unterschiedliche T-Zell-Subtypen polarisieren, wurde bereits im vorherigen
Kapitel beschrieben. Die Ausbildung dieser Subtypen ist neben den bisher beschriebenen Faktoren vom
umgebenden Zytokinmilieu abhangig. So konnte gezeigt werden, dass sich spezifische T-Zell-Subtypen
durch den Einfluss spezifischer Schlisselzytokine ausbilden:

e ThydurchIL-2, IL-12 und IFN-y oder durch IL-18 und IL-12 [24,87]
e Thydurch IL-2 und IL-4 [24]

e Thsdurch TGF-B und IL-4 [23]

e Thy durch IL-6, IL-1B, IL-23 und TGF-R [24]

e Thy durch IL-6 und IL-23 [23]

e  Tg durch IL-2, TGF-B, IL-12, IL-23 und Activin A [26]

o T durch IL-2 und TGF-[8 [24,88]

Die Effekte von T-Zell-Zytokinen sind pleiotrop und teilweise kaum verstanden. Als Beispiel daflir werden
hier die Wirkung von IL-6 und IL-18 auf die Differenzierung dargestellt. IL-6 ist schon seit dem Jahr 1986
bekannt. Trotzdem sind die unterschiedlichen Funktionen noch nicht vollstéandig verstanden. IL-6 wird
von antigen-prasentierenden Zellen und verschiedenen anderen Zellarten, z. B. Fibroblasten,
ausgeschuttet. Neben der bekannten pro-inflammatorischen Wirkung als Wachstumsfaktor fir B-Zellen
und deren Antikérperproduktion, wirkt IL-6 auf die CD4+ T-Zellen. IL-6 inhibiert die IFN-y-Ausschittung
von Thi-Zellen und TGF-B-Ausschittung von Treg. Dagegen verstarkt es die IL-4-Ausschittung von Th;
und die Ausschittung von IL-17 von Thyy - letzteres unterstitzt von TGF-R. Seit bekannt ist, dass IL-6 die
Fahigkeit von T IL-21 auszuschiitten beeinflusst, ist moglicherweise davon auszugehen, dass IL-6 nur
indirekt Uber die II-21-Ausschittung auf die CD4+ einwirkt [89].

IL-18 dagegen wurde erstmals 1989 in Mausen als IFN-y induzierender Faktor beschrieben und die
pleiotrope Wirkung ist weniger gut erforscht. Durch ein Milieu mit IL-12, IL-15 und IL-18 werden Th1 und
damit die IFN-y-Ausschiittung induziert. In Abwesenheit von IL-12 zeigte sich ebenfalls eine Wirkung von
IL-18 auf die Thy-Differenzierung, einhergehend mit erhohten IL-4-Konzentrationen und erhohten
Immunoglobulin-E. Weiterhin erhéht IL-18 die Zytokinausschittung von Thiz, wenn Thi; bereits
differenziert sind. Ein GroRteil dieser Ergebnisse zu IL-18 bezieht sich bisher auf Mausstudien [90]. Es ist
zudem zu beachten, dass die Wirkung von Zytokinen, wie u.a. IL-18, jeweils von der Exprimierung des
Rezeptors auf anderen Zellenarten und von den Bindungsproteinen im Plasma mit einer inhibierenden
Wirkung abhangig ist [90]. Aufgrund der besseren Ubersicht wurde in dieser Arbeit jedoch weder auf
die inhibierenden Proteine, noch auf die Wirkung inhibierende Zytokine eingegangen.

o
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Myokine aus der Muskulatur sezernieren ebenfalls Zytokine und erlauben die Kommunikation zwischen
dem Muskel und anderen Gewebearten. An dieser Stelle nimmt sportliche Aktivitat potenziell auf CD4+
T-Zellen Einfluss, da durch akute sportliche Belastung und Training Zytokine aus dem Muskelgewebe ins
periphere Blut gelangen [77]. In den unterschiedlichen Muskelfasertypen sind in Ruhe spezifische
Zytokine exprimiert. In anaeroben Muskelfasern konnte eine erhdhte Genexpression von IL-6
gegenlber aeroben Fasern nachgewiesen werden. Dagegen ist die Exprimierung von TNF-a und IL-18
in schnell-zuckenden, anaeroben Fasern erhdht [91]. Nach akuter sportlicher Belastung, wie einem
Radmarathon, zeigten sich reduzierte IL-18-Konzentrationen im peripheren Blut bei einer gleichzeitigen
Hochregulation von inhibierenden IL-18-Bindungsprotein. Ob dies eine regulatorische Funktion hat
bleibt unklar [92] Auch langfristiges Ausdauertraining Uber sechs Monate reduzierte die IL-18
Konzentration im Serum bei gesunden Ménnern [93].

Die Konzentration von IL-6 nach akuter Belastung ist abhangig von Intensitdt und Dauer der Aktivitat,
weniger von der Trainingsform [94]. Die IL-6-Ausschittung der Muskulatur scheint dabei hauptsachlich
mit dem Stoffwechsel zusammenzuhangen. Ein hoherer Glykogengehalt der Muskulatur vor der
Ausdauerbelastung und eine kontinuierliche Zufuhr von Glucose wahrenddessen verringern die
Ausschiittung von IL-6 ins Plasma [95,96]. Eine Ubersicht weiterer inflammatorischer Zytokine, die durch
Ausdauersport beeinflusst werden, ist bei Barros et al. ausfihrlicher zu finden [97]. AbschlieRend sind
alle genannten Einfllsse durch Sport auf die T-Zell-Funktion durch Veranderungen im peripheren Blut
als Ubersicht nochmals in Abbildung 2 zusammengefasst.
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2. Zielstellungen und Hypothesen

Im Rahmen dieser kumulativen Dissertation werden funktionelle Aspekte nach sportlicher Belastung
und nach SARS-CoV-2-Infektion von CD4+ T-Zellen analysiert. Dabei steht im Mittelpunkt, wie sich eine
akute sportliche Belastung oder kontinuierliches Training auf die Funktion von CD4+ bei anti-CD3/CD28-
Aktivierung auswirkt[2,3]. Fur die untergeordneten Studienabschnitte ergeben sich damit die folgenden
Zielstellungen und Hypothesen:

2.1. Studienabschnitt 1: Palmowski et al., 2021

Das Beeinflussen des Stoffwechsels von T-Zellen ist eine der vielversprechendsten pharmakologischen
Interventionen, um Ubergewicht, die Zellalterung und andere Komorbiditaten zu reduzieren [10]. Dass
Laufbelastungen einen Einfluss auf den CD4+ T-Zell-Stoffwechsel haben, ist wahrscheinlich, da die
systemische Zytokinantwort auf eine sportliche Belastung die Immunmodulation beglnstigt [98].
Zudem konnte bei PBMC von Trainierten nach einer akuten sportlichen Belastung ein um 13 % erhohter
Sauerstoffverbrauch auf zellularer Ebene nachgewiesen werden. Fir die einzelnen T-Zell-Subtypen und
den Einfluss einer T-Zell-Stimulation fehlen bisher Studiendaten [99].

Zielstellung: Es soll gezeigt werden, ob sich eine CD4+ T-Zell-Aktivierung nach einer akuten sportlichen
Laufbelastung auf Stoffwechselparameter auswirkt [3].

Hypothese: Nachbelastungsserum setzt den T-Zell-immunmetabolismus nach der T-Zell-Aktivierung
herab. Die Glykolyserate ist reduziert, der Sauerstoffverbrauch vermindert, die Viabilitat geringer,
das Wachstum in der G1 -Phase kleiner und der T-Zell-Phanotyp verdndert.

2.2. Studienabschnitt 2: Palmowski et al., 2023

CD4+ T-Zellen sind ein wichtiger Teil der viralen zelluldren Immunabwehr, wobei insbesondere
spikespezifische T-Zellen einen wichtigen Beitrag zur SARS-CoV-2-Immunabwehr leisten [45]. Sowohl
nach der Infektion als auch nach der Impfung sind spikespezifische T-Zellen im peripheren Blut
nachweisbar, welche bei der Aktivierung, insbesondere TNF-a und IFN-y sezernieren [45,100]. Zum
Zeitpunkt der Studie gab es keine Daten zur T-Zell-Aktivierung von T -Zell-Subtypen nach einer SARS-
CoV-2-Infektion bei Sportlern [101]. Es stellte sich die Frage, ob die T-Zell-Funktion zum Zeitpunkt des
Wiedereinstiegs ins Training unverdndert bleibt [2]. Eine Rlckkehr des Immunsystems zur Homdostase
ist entscheidend fir die langfristige Gesundheit der Sportler, da es nach Virusinfektionen selten zu
autoreaktiven T-Zellen als haufiger Ausloser einer Myokarditis kommt [102]. Eine Myokarditis ist die
Hauptursache des plétzlichen Herztod bei Sportlern in Deutschland [103].

Zielstellung: Es soll festgestellt werden, ob die T-Zell-Funktion nach einer SARS-CoV-2-Infektion bei
Sportlern verdndert ist. Dazu sollen T-Zell-Zytokine, welche eine Relevanz fiir die Subtyp-Differenzierung
haben und Schlisselzytokine von T-Zell-Subtypen sind, vor und nach der in vitro Aktivierung von CD4+
T-Zellen von genesenen und nicht-infizierten Profisportlern gemessen werden. Da diese Studie einen
explorativen Ansatz verfolgt, wurden viele zusatzliche klinische Daten in Bezug zu den Zytokinen
analysiert.

Hypothese: Die T-Zell-Funktion (hier das Zytokinprofil) von SARS-CoV-2-infizierten Sportlern im
Vergleich zu SARS-CoV-2-naiven Sportlern geht mit einer erhéhten Zytokinkonzentration von TNF-a
und IFN-y einher.
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3. Methodik und Studiendesign

3.1. Studiendesign: Palmowski et al., 2021

Der erste Studienabschnitt hatte den Charakter einer Pilotstudie und sollte gleichzeitig die PreSens-
Sauerstoffmessung im Labor etablieren. Er teilt sich aufgrund des Laborwechsels von Hannover nach
GielRen in zwei Studienteile. Dazu durchliefen im ersten Studienteil funf und im zweiten Studienteil
sieben gesunde Probanden zundchst eine grundlegende Leistungsdiagnostik. Darauf Bezug nehmend
wurde eine Woche spater eine auf die Leistungsfahigkeit abgestimmte Laufbelastung bei 70 % der
maximalen Sauerstoffaufnahme fir 25 Minuten und 95 % der maximalen Sauerstoffaufnahme fir die
abschliefenden funf Minuten durchgefihrt. Blutentnahmen wurden vor und nach dieser Laufbelastung
durchgefihrt, um autologes Serum fir die Zellkultur zu gewinnen. Zuletzt wurde bei einem
Abschlusstermin frisches peripheres Blut fur die Zellkulturexperimente abgenommen (siehe Abbildung
3, Studienteil 1) und die Zellkulturversuche durchgefihrt. Zur Standardisierung wurde:

e die Laufbelastung und Blutentnahmen immer zu gleichen Zeit zwischen 8 und 11 Uhr
durchgefihrt

e kein Koffein und Alkohol am Tag der Blutentnahme aufgenommen

e die letzten 24 Stunden kein Training durchgefihrt

e die letzten 48h kein intensives Training durchgefihrt

e vor jeder Laufbelastung das gleiche individuell-vertragliche Frihstlick gegessen

e ein Infekt-Tagebuch gefihrt, um Infekte im Rahmen des Studienzeitraums ausschlielen zu
kdnnen

Mittels PreSens-Messung wurde alle zwei Minuten die Sauerstoffkonzentration der Zellkultur im
Medium gemessen. Im ersten Teil Uber 72 und im zweiten Teil Uber 48 Stunden. Nach der 48 Stunden
Zellkultur wurden folgende Analysen durchgefihrt:

o Zellzahl-, Viabilitat- und ZellgréRenbestimmung mittels CASY® Zellzéhler

o Messung der T-Zell-Zytokine mittels Multiplex enzymgekoppelten Immunadsorptionstest
(ELISA) aus Uberstanden: TNF-a, IL-1R, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-21, IL-23, IL-
27, IFN-y-R1

o Messung der mRNA gewonnen aus den Zelllysaten mittels Polymerase-Kettenreaktion: Primer
HK1, LDHA, ATP5J, COX411, NDUFA12, IDH1, ODGH, FOXP3, RPS6KB1 und PRKAA1

e Messung des T-Zell-Phanotyps und Aktivierungsstatus mittels Durchflusszytometrie: CD95,
CD45RA, CCR7, CD4 und Lebend-Tod-Farbung

e Messung der Laktat und Glukosekonzentration mittels Amperometrie aus den Uberstinden [3]

3.2. Studiendesign: Palmowski et al., 2023

Der zweite Studienabschnitt hatte einen explorativen Charakter und wurde in Zusammenarbeit mit der
Angiologie des Uniklinikum Giessen und dem Zentrum flir Tumor- und Immunbiologie der Philipps-
Universitat Marburg durchgefihrt. Alle Probanden sind Teil einer kontrollierten Registerstudie, bei der
hamatologische und kardiovaskulare Daten von Profimannschafts-Sportlern im Rahmen der
Sporttauglichkeitsuntersuchung vor dem Saisonstart erhoben wurden. Wahrend des Saisonverlaufs
wurden insgesamt sieben SARS-CoV-2-infizierte Leistungssportler in die Studie eingeschlossen. Die
Datenerhebung erfolgte zum Zeitpunkt der medizinischen Leistungsdiagnostik vor dem Wiedereinstieg
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ins Training und nach Ablauf der Quarantane. Beim Wiedereinstieg ins Training nach der Saisonpause
wurden zusatzlich acht bisher nicht-infizierte Leistungssportler in die Studie eingeschlossen. Zu den
Messzeitpunkten wurde jeweils in Ruhe frisches peripheres Blut abgenommen, das fir die
Zellkulturexperimente genutzt wurde. Nach der 72 Stunden Zellkultur wurden folgende Analysen
durchgefuhrt:

o  Zellzahl-, Viabilitat- und ZellgréRenbestimmung mittels CASY® Zellzahler

e Messung der T-Zell-Zytokine mittels Multiplex ELISA aus Ubersténden: IL-2, IL-4, IL-5, IL-1B, IFN-
a, IFN-y, TNF-a, Monocyte-chemoattractant-protein—1 (MCP-1), IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-
12p70, IL17A, IL-18, IL-23 und IL-33

e Intrazelluldare Messung der Zytokine mittels Durchflusszytometrie: IFN-y und TNF- a

e Messung der Antikorper mittels Elektrochemiluminescence:  Spikeprotein  und
Nukleokapsidprotein [2]

Details zu beiden Studienabschnitten sind in den veroffentlichten Publikationen beschrieben. Das
Studiendesign ist hier zur besseren Ubersicht in Abbildung 3 dargestellt.

Studienteil 1

50% Medium/ 50% Belastungsserum S

Kontrolle:  Kontrolle: Aktivierte
— Medium Ruhezellen  Zellen mmmp Durchfluss-
el Pre Pre Pre

- zytometrie

-ee
= =— —) — mp ELISA/
Zentrifugation Magnetische | % o @ @ @ o 7] Amperometrie
Zellisolation :, = {Ubersténde)
) Kontrolle:  Kontrolle:  Aktivierte m==) PCR
Peripheres Lympho- CD4+ Medium  Ruhezellen Zellen PreSens-Messung (Zellen)
B Iut zyten Post Post Post
Studienteil 2
7 T | = ] 100% Medium
\) =i Kontrolle:  Kontrolle:  Aktivierte T Durchfl
— — Medium Ruhezellen Zellen v urchriuss-
- ‘# zytometrie
Zentrifugation Magnetische @ @ @ | (Zellen)
Zellisolation v ELISA
Peripheres  Lympho- CcD4+ (Ubersténde)
Blut zyten

Abbildung 3. Eigene Abbildung des Studiendesigns [2,3].

3.3. Zellkulturmethoden: Palmowski et al. 2021 und 2023

Das Kernstlck dieser kumulativen Dissertation waren die Zellkultur-Experimente. Es wurden je nach
Studiendesign jeweils aus frischem peripherem Blut von Laufern, Nichtsportlern und Profi-
Mannschaftssportlern Lymphozyten mittels Dichtegradientenzentrifugation und CD4+ T-Zellen Uber
negative Selektion mittels Beads isoliert, um diese spater mit anti-CD3/CD28-Tetrameren unter Zugabe
von IL-2 zu aktivieren. Die Blutentnahmen fanden vor und nach einer akuten Laufbelastung oder nach
eine SARS-CoV-2-Virusinfektion statt und waren standardisiert [2,3]. Die Zeit bis zum Beginn der
Experimente betrug maximal 30 Minuten, sodass die Proliferation nach CD28-Stimulation nicht durch
Lagerungszeit beeintrachtigt sein konnte [104].

Im ersten Studienteil wurden dafir die Zellen (1x10° pro Well) entweder in Ruheserum oder in
Zellkulturmedium mit anteilig 50% autologem Belastungsserum supplementiert, um die Unterschiede
zwischen den Milieus vor und nach dem Ausdauersport auf die T-Zell Aktivierung zu testen [3]. Im
zweiten Studienteil wurden die Zellen ausschliefSlich in Medium kultiviert, um Einflisse durch die
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sportliche Aktivitat auszuschlieBen [2]. Das Medium war abgestimmt auf die speziellen BedUrfnisse der
T-Zellen. Es bestand aus Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium mit Glutamin, essentiellen und
nicht-essentiellen Vitaminen, Pyruvate, B-Mercaptoethanol, Penicillin und Streptomycin [2,3]. Fir die
Aktivierung wurden anti-CD3/CD28 Tetramere ausgewahlt, da fiir humane T-Zellen eine Aktivierung des
Co-Rezeptors CD28 physiologisch relevant ist. Wird eine Stimulation mittels Phytohemaglutinin oder
Concavalin A durchgefiihrt, erfolgt ausschlieRlich eine Bildung an Glykoproteine der Zellmembran und
den CD3-Rezeptor, nicht an CD28 [105]. Im ersten Studienabschnitt wurde anteilig zusatzlich der
Sauerstoffgehalt mittels Sensor durch das PreSens-Gerat durchgehend gemessen [3]. Dies war flr den
zweiten Teil des ersten Studienabschnitts ebenfalls angedacht. Jedoch waren die Sauerstoff-
Messergebnisse aufgrund von Vibrationen der Liftungsanlage in den neuen Laborrdaumlichkeiten in
GieRen Uber alle Vorversuche hinweg konstant, da es zu einer konstanten Diffusion des Sauerstoffs ins
Medium kam. Weil die Liftungsanlage aus arbeitssicherheitstechnischen Grinden dauerhaft
eingeschaltet sein musste, konnte die Messung im neuen Labor nicht etabliert werden. Der
methodische Ablauf der Zellkulturmethoden ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4. Eigene Abbildungen des methodischer Ablaufs der Labormethoden der beiden Studienteile 1 und 2 [2,3].
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Fir die Studiendurchfiihrung mit Sauerstoffmessung wurden die Bedingungen der Zellkultur so
standardisiert, dass wahrend des Experiments nur die veranderte Zellzahl und der verdnderte
Sauerstoffverbrauch der Zellen einen Einfluss auf die Sauerstoff-Messung haben kann. Einflisse auf den
Sauerstoffgehalt einer Zellkultur haben neben Zellzahl und Sauerstoffverbrauch: der Partialdruck, die
Loslichkeit, die Temperatur, das Diffusionspotential und das Hohenvolumen des Mediums [3,106]. Als
zusédtzliche Kontrollen wurden im ersten Studienteil reines Medium mit Ruhe- oder Belastungsserum
mitgefihrt [3]. Die Temperatur lag jeweils bei 37°C und der CO,-Gehalt bei 5%. Diese Bedingungen
wurden in den Versuchen ohne Sauerstoffmessung ebenfalls konstant gehalten [2,3]. Eine Ubersicht zu
den Zellkulturbedingungen siehe Abbildung 5.

Sauerstoff-
Partialdruck
Sauerstoff-
verbrauch Inkubatorbedingungen
\ der Zellen
Sauerstoff-
Temperatur B siittigung Medium
37°C
5% CO,

Hohen- M (0;)=0.181 mM
volumen des

Medium

Diffusions-
potential

Abbildung 5. Eigene Abbildung zu Einflissen auf die Sauerstoffsdttigung und Zellkulturbedingungen der beiden
Studienabschnitte [2,3,106].
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4. Publikationen

Die Ergebnisse der jeweiligen Studienabschnitte wurden in zwei Originalarbeiten veréffentlicht, die
nachfolgend in diesem Kapitel eingebunden sind. Die Ergebnisse des ersten Studienabschnitts wurden
in der Fachzeitschrift Immuno [3], die des zweiten Studienabschnitts in Frontiers of Physiology
veroffentlicht [2].

4.1. The impact of exercise serum on selected parameters of

CD4+ T cell metabolism

Palmowski, J., Gebhardt, K., Reichel, T., Frech, T., Ringseis, R., Eder, K., Renner-Sattler, K. & Kriger, K.
(2021). The impact of exercise serum on selected parameters of CD4+ T cell metabolism. Immuno, 1(3),
119-131.

DOI: 10.3390/immuno1030008
URL: https://www.mdpi.com/2673-5601/1/3/8

Ergebnis: Nachbelastungsserum allein setzt den T-Zell-Immunmetabolismus nach der T-Zell-
Aktivierung nicht herab. Die Glykolyserate ist nicht reduziert, der Sauerstoffverbrauch nicht
signifikant vermindert. Unverdndert bleiben die Viabilitdt, das Wachstum in der G1 -Phase und der
T-Zell-Phanotyp. Die Expression der HK1-mRNA war durch das Belastungsserum signifikant reduziert
(p=0,033).
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Abstract: CD4+ T cells are sensitive to peripheral changes of cytokine levels and metabolic substrates
such as glucose and lactate. This study aimed to analyze whether factors released after exercise alter
parameters of human T cell metabolism, specifically glycolysis and oxidative phosphorylation. We
used primary human CD4+ T cells activated in the presence of autologous serum, which was collected
before (CO) and after a 30-min exercise intervention (EX). In the course of activation, cells and
supernatants were analyzed for cell viability and diameter, real-time oxygen consumption by using
PreSens Technology, mRNA expression of glycolytic enzymes and complexes of the electron transport
chain by real-time PCR, glucose, and lactate levels in supernatants, and in vitro differentiation by flow
cytometry. EX did not alter T cell phenotype, viability, or on-blast formation. Similarly, no difference
between CO and EX were found for CD4+ T cell activation and cellular oxygen consumption. In
contrast, higher levels of glucose were found after 48 h activation in EX conditions. T cells activated
in autologous exercise serum expressed lower HK1 mRNA and higher IFN-y receptor 1. We suggest
that the exercise protocol used was not sufficient to destabilize the immune metabolism of T cells.
Therefore, more intense and prolonged exercise should be used in future studies.

Keywords: energy metabolism; T cell; exercise bout; glycolysis; oxidative phosphorylation; T cell
receptor; Warburg effect; primary cell culture

1. Introduction

Obesity, aging, and associated co-morbidities commonly lead to metabolic repro-
gramming of human cells [1]. It becomes more and more evident that metabolism tightly
controls T cell effector function [2]. Therefore, targeting metabolic pathways of T cells is a
promising therapeutic intervention [3]. The main focus lies on drugs that inhibit or enhance
metabolic pathways to restore cellular homeostasis [4]. However, exercise interventions
may be more economically and equally promising. First, exercise is known as an acute
metabolic stressor for the human body that counteracts factors leading to metabolic repro-
gramming [5,6]. For instance, exercise regulates glycolysis by increasing insulin sensitivity
and improves glucose control [7]. Second, exercise-induced changes such as increased
production of reactive oxygen species or changes of the metabolic environment are also
known to modulate immune cell function, in particular those of CD4+ T cell [8-11].

CD4+ T cells have a remarkable metabolic plasticity using six intertwined metabolic
pathways: glycolysis, tricarboxylic acid (TCA) cycle, pentose phosphate pathway, fatty
acid oxidation, fatty acid synthesis, and amino acid metabolism [12]. Antigen-activation by
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major histocompatibility complex-2 class antigens initiates metabolic reprogramming to
support biosynthesis of phospholipids, nucleotides, nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate for proliferation, and provide adenosine triphosphate for energy demand [13,14].
Quiescent human CD4+ T cells increase glycolysis but also oxidative phosphorylation
upon activation [15-17]. The increase in glycolysis is associated with the upregulation of
substrate transporters and transcription factors as well as increased Akt activity [15]. Basal
metabolism shifts to glucose metabolism fueling the pentose phosphate pathway, serine
biosynthetic pathway, and pyruvate for the TCA by its intermediates and finally T cells
can display the Warburg phenotype, converting glucose primarily into lactate. This way a
proper proliferation is established [12]. Simultaneously, there is an increase in oxidative
phosphorylation and, finally, metabolic reprogramming towards an increased fatty acid
synthesis allowing proper T cell polarization [17].

Many studies have examined human peripheral lymphocyte proliferation after acute
exercise using non-specific mitogen activation and showing inconsistent findings for dif-
ferent duration of aerobic exercise. A small tendency towards a reduced proliferative
function after acute exercise intervention lasting longer duration exercise was found [18].
The question remains if these results account for proportional shifts of T cells within
the circulatory system or exercise-induced suppression of certain T cell functions [19].
In contrast, data on the impact of exercise on metabolism of CD4+ T cells is scarce. Only
a few studies have analyzed the activation of isolated CD4+ T cells so far. These studies
suggest a higher activation status of CD4+ T cells after exercise [20,21]. It is known that
many molecules including metabolites are affected by an acute bout of exercise [22] and
T cells are sensitive to their microenvironment such as available substrates, e.g., glucose
and amino acids [16,23]. To understand the effect of exercise on CD4+ immunometabolism,
we need investigations on how CD4+ T cells react to the exercise-induced environment.
Perry et al. found higher inflammatory Th17 cell numbers after lymphocyte incubation
in exercise serum from trained athletes after a half marathon [24]. In contrast, Dorneles
et al. found a higher number of immunosuppressive CD4+/CD25-/CD39+ T cells when
incubating lymphocytes with serum after acute exhaustive exercise from obese men [25,26].
However, the metabolic function of CD4+ T cells after activation in the context of exercise
remains unknown independent of exercise duration.

Our study aims to close this knowledge gap by studying the metabolic phenotype of
CD4+ T cells cultured in autologous sera taken before and after an exercise intervention.
The hypothesis of this study was that exercise serum suppresses various parameters of
immunometabolism in CD4+ T cell following T cell receptor activation. We expected not
just glycolysis and basal oxygen consumption to be reduced, but also a lower viability,
reduced on blast-formation, and an altered T cell phenotype.

2. Materials and Methods
2.1. Participants

We recruited five males as cohort 1. All participants were preliminarily screened
for health and cardiovascular fitness. Characteristics of these participants were young
age (25.3 £ 3.3 years), health, and a normal body mass index (BMI, 22.3 + 1.9 kg/mz).
Their maximal oxygen consumption (VOpay) ranged from 45 to 64.1 mL-kg~!-min~1.
The study protocol for cohort 1 was approved by the Ethics Commission of the Medical
Chamber of Lower Saxony (Hannover, Germany, Bo/06/2018). For a second study arm, we
recruited seven healthy, non-smoking voluntary males as cohort 2. They had a normal BMI
(22.6 =2.5kg/ m?), were young (23.43 £ 2.0 years), and all passed the medical examination.
VOjmax ranged from 43.6 to 75 mL/kg/min (55.94 4+ 10.4 mL~kg‘1 -min~1). None of the
participants reported taking any performance-enhancing drugs and supplements, despite
one participant who reported taking plant-based supplements on a regular basis. To assure
no interference with infections throughout the whole study period participants logged
their health status as described elsewhere [27]. All participants reported being free of any
infection symptoms two weeks before each blood sampling. The study protocol of cohort 2
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was approved by the local ethics committee of the University Giessen (Giessen, Germany,
No. 2020-0007).

2.2. Exercise Intervention and Blood Sampling

At least one week after the screening, the exercise intervention took place including
blood sampling for autologous sera before and after. Participants ran 30 min straight on
the treadmill. For the first 25 min, the participants ran at an intensity corresponding to 70%
of their VOp,,«. For the last 5 min, the intensity was increased up to 95% of VOjp,y to
ensure exhaustion. At 10 min before and 10 min after exercise we sampled blood serum
from the antecubital vein in a lying position. This protocol was feasible for trained and
untrained subjects in our preliminary trials without an early termination due to exhaustion.
A total of 30 mL of peripheral blood was collected in serum gel vacutainers (Sarstedt,
Nuembrecht, Germany). Sera were processed after 30 min of clotting in an upright position.
Vacutainers were then centrifuged at 2000x g for 10 min for serum separation. Serum
before (for control condition) and after exercise was stored at —20 °C until further analysis
or cell culture experiments. At least one week after, another blood sample was taken
after overnight fasting for isolating T cells. For standardization of the blood sampling,
participants refrained from caffeine, alcohol, high-intensity exercise within the past 48 h,
and exercise in general within the past 24 h. The cohort 1 protocol differed slightly due
to different logistics. Running intensity during the intervention was heart-rate guided
using similar intensity and duration to perform the cell culture experiments with cells from
fresh blood.

2.3. Isolation, Activation, and Cell Culture Experiments

To isolate lymphocytes, fresh peripheral blood was 1:1 diluted by PBS and layered onto
Lymphoprep using SepMate 50 mL tubes. After 10 min of centrifugation at 1200 x g the
upper layer was poured off. Cells were washed and centrifuged for 8 min at 300x g. CD4+
T cells were isolated by magnetic beads via negative selection using EasySep™ magnetic
particles following the manufacture’s protocol (all Stemcell Technologies, Vancouver, BC,
Canada). Following five minutes of magnetic incubation, the supernatant containing CD4+
T cells was poured off. After washing, cells were resuspended in cell culture media. The
culture medium consisted of RPMI11640 medium with glutamine supplemented by essential
and nonessential vitamins, pyruvate, 3-mercaptoethanol, penicillin and streptomycin (all
Gibco, Fisher Scientific™, Waltham, MA, USA), and 100 [U/mL recombinant human
Interleukin-2 (IL-2, Immunotools, Friesoythe, Germany). Serum samples were thawed, and
we seeded 10° cells/mL per well in cell culture medium 1:1 mixed with either serum before
(control condition, CO) or serum after exercise (exercise condition, EX) from the same donor.
We activated cells with anti-CD3 /anti-CD28 tetramers (Stemcell Technologies, Vancouver,
BC, Canada). Cells were cultured for 48 h at 37 °C, 5% CO,, and 95% humidity (ICOmed
incubator, Memmert, Germany). Methods of cohort 1 were slightly different: Isolation
was done by common density gradient centrifugation using Biocoll (Merck, Darmstadt,
Germany), incubation lasted 72 h using a different cell culture hood (Midi 40, Thermo Fisher
Scientific™, Waltham, MA, USA), RPMI1640 media with stable glutamine from a different
manufacturer was used (Cellpure, Roth, Karlsruhe, Germany), and cells from the same
donor cultured in pure medium without any stimulation (quiescent cells) were seeded.

2.4. Real-Time Measurement of Oxygen Concentration

Real-time measurement of oxygen concentration was performed using the PreSens
Technology (PreSens Precision Sensing GmbH, Regensburg, Germany) as described else-
where [16]. We performed this analysis for cohort 1 over 72 h and for cohort 2 over 48 h.
In more detail, cells were seeded onto OD24-plates and placed onto the Presens sensor
dish reader (SDR v4, PreSens Precision Sensing GmbH, Regensburg, Germany) for the
cell culture duration. The oxygen concentration in the culture medium was measured via
oxygen sensors at the bottom of the 24-well plate. Data were collected every two minutes.
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2.5. Analysis of Initial Cell Culture Condition and Supernatants

Supernatants from 48 h cultures (t48), were frozen and stored at —20 °C for later analy-
sis. To analyze cell culture conditions before and after the experiments, the supernatants, as
well as the aliquoted sera, were thawed and analyzed for glucose and lactate concentrations
using enzymatic-amperometric sensor technology (BioSen C-line, EKF-diagnostic, Barleben,
Germany). The concentration of glucose before the experiments was calculated taking into
consideration that serum and cell culture medium were mixed 1:1. Cytokine concentration
of TNF-«, IL-1p3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17A, IL21, IL-23, IL-27, and soluble
receptor Interferon-y Receptor 1 (IFN-y R1) were determined by commercially available
human 13-plex enzyme-linked immunosorbent assays (Human Magnetic Luminex Assay,
Bio-techne Ltd., Abbingdon, Oxon, UK) in all serum supernatants at tyg and IFN-y-R1 at
t0 and t48. For analysis, we used the Luminex MAGPIX System (Luminex Corporation,
Austin, TX, USA) and followed the manufacturer’s instructions.

2.6. RNA Extraction and Real-Time Reverse Transcription PCR

Immediately after cell culture at tyg and t7,, CD4+ T cells were counted and centrifuged.
For cohort 2, a pellet of 2 x 10° cells was frozen until further analysis at —80 “C. Total RNA
was isolated from CD4+ T cells using TRIzol reagent (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)
according to the manufacturer’s protocol and subsequently analyzed for quantity and
quality using an Infinite 200 M microplate reader equipped with a NanoQuant plate
(both from Tecan, Mainz, Germany). The cDNA was synthesized as described recently in
detail [28]. The qPCR analysis of target and reference genes was carried out with a Rotor-
Gene Q system (Qiagen, Hilden, Germany) using gene-specific primer pairs from Eurofins
MWG Operon (Ebersberg, Germany) as described recently in detail [28]. Characteristics
of primers for target (HK1, LDHA, ATP5], COX4I1, NDUFA12, IDH1, ODGH, FOXP3,
RPS6KB1, PRKAA1) and reference genes (SDHA, YWHAZ, ATP5B) designed using Primer3
and Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) are shown in Table 1. All primer pairs
were designed to span an exon—exon junction. Normalization of real-time PCR data was
carried out by calculating a normalization factor based on geometric averaging of the three
reference genes according to Vandesompele et al. [29]. The mean of the control condition
cells was set to 1, and the mean and SEM of the treated cells were scaled proportionally.

Table 1. Characteristics of gene-specific primer pairs used for qPCR.

Gene

Forward Primer (from 5’ to 3')
Reverse Primer (from 5 to 3)

PCR Product Size (bp)

NCBI GenBank
Accession Number

Primer
Efficiency

Reference genes

ATP5B

TCGCGTGCCATTGCTGAGCT
CCTGCACGGGACACGGTCAA

218

NM_001686

1.72

SDHA

CCAAGCCCATCCAGGGGCAAC

100

TCCAGAGTGACCTTCCCAGTGCCAA

NM_004168

1.91

YWHAZ

TGGGGACTACGACGTCCCTCAA
CATATCGCTCAGCCTGCTCGG

115

NM_003406

2.01

Target genes

ATP5]

TCGGGACTGAGTGCAAGAAT
AACACCAATGTTCCTCCGCA

105

NM_001003703

1.89

COX4I1

GTGGCGGCAGAATGTTGG
GGCAGACAGGTGCTTGACAT

182

NM_001861

2.05

FOXP3

CACTTACAGGCACTCCTCCA
CAGCCGAAAGGGTGCTGTC

286

NM_014009

1.78

HK1

GCCTATTACTTCACGGAGCTGA
TGAAATCTCCCTTTITCAGAGCCA

220

NM_000188

1.95
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Table 1. Cont.
Forward Primer (from 5’ to 3') . NCBI GenBank Primer
Gene Reverse Primer (from 5’ to 3') PCR Product Size (bp) Accession Number Efficiency
TACTTCAGAAGCGGAGGCAC
FAEL GTAGTTTATCGCCTGCCGGG 12 R s 20
ACGTGCATTCCCGATTCCTT
RIS GGAAAAGGCTGCCATGTTGG = INMED0EE68 =07
TAGTGCAGGTCCTGAAACGC
NEHEATS CCATCGGTGACGGCCAAAAA He NNLOT883R Z12
CTGTGCTTGGCTGGAAAACC
ODCH CATGGTGCCCTCGTATCTGA 245 NM_002541 234
CGGCAAAGTGAAGGTTGGC
PRKAA1 CTGTTGGAACAGACGCCGA 286 NM_006251 1.98
RPS6KB1 CTGAGGACATGGCAGGAGTG 146 NM_003161 1.93

ACAATGTTCCATGCCAAGTTCA

2.7. Cell Phenotyping by Flow Cytometry

After tyg, 10° cells were centrifuged and resuspended with 1ml freezing medium
(Bambanker, Nippon Genetics Europe, Dueren, Germany), and frozen at —80 °C for
further analysis. To analyze T cell subsets, cells were thawed and prepared for eval-
uation by flow cytometry. Phenotyping included a live/dead-staining using Zombie
aqua and measurement of purity of CD4+ cells (CD4+ /alive of all lymphocytes). Briefly,
cells were stained with monoclonal antibodies (all anti-human) for T cell subsets, 20%
of the cells remained unstained, and 20% were stained as fluorescence minus CD95 of
T cell subsets. Antibodies and vendors used are listed in Table 2. 10,000 events were
acquired by 488 nm, 638 nm, and 408 nm lasers (Cytoflex, Beckman Coulter, Germany). To
identify T cell subsets, naive (CD4+/alive/CD45RA+/CCR7+/CD95—), central memory
(CD4+/alive/CD45RA — /CCR7+/CD95+), effector memory (CD4+/alive/CD45RA—/
CCR7—/CD95+), and stem memory T cells (CD4+/alive/CD45RA+/CCR7+/CD95+)
CD4+ T cells were gated and proportions quantified using the Kaluza software (Beckman
Coulter, Krefeld, Germany). A fluorescence minus one for CD95 was used to increase
accuracy for gaiting naive and stem memory T cells. We followed the flow cytometry
guidelines of Mousset et al. for T cell subset differentiation [30]. The gating strategy is
shown in Figure 1. The antibodies used are listed in Table 2.

Table 2. Antibodies used for flow cytometry to phenotype T cell subsets. PE: Phycoerythrin, APC:
Allophycocyanin, BV: Brilliant violet.

Antibody Fluorochrome Vendor/Cat. No./Clone Isotype
CD95 PE Biolegend /305608/DX2 Mouse IgGl,
CD45RA APC Biolegend /304111/HI100 Mouse IgG2b, k
CD197/CCR7 BV421 Biolegend /353207 / G043H7 Mouse IgG2a,
CD4 Alexa Fluor 700 Biolegend /344621 /SK3 Mouse IgG1,
Live/Dead Zombie Aqua Biolegend /423101/- -
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Figure 1. Gating strategy for T cell phenotyping. Subsets were gated based on CCR7 and CD45RA expression. In the next

step Tn-like cells were differentiated by gating and the percentage of stem cell like memory cells was calculated. TEM:
effector T memory cells, TEFF: T effector cells, TCM: central T memory cells, Tn: naive T cells, SSC: side scatter, FSC:

Forward sideward scatter.

2.8. Cell Count and Cell Growth

Cell number, viability, and diameter of isolated CD4+ T cells were measured before
and after cell culture by CASY® Cell Counter via electric current exclusion method (OLS
Omni Life Science, Bremen, Germany). Cell viability after cell culture was then calculated
using the formula: Viability = (100 — viability before culture) + viability after cell culture.

Total cell count and viability of the preliminary experiments were counted using
a two-chambered Neubauer hemocytometer and trypan blue dye for the exclusion of
dead cells.

2.9. Statistical Analysis

Normality was tested using the Shapiro-Wilk test. We commonly determined signifi-
cance by one-way ANOVA followed by Bonferroni posthoc comparison or mixed-effect
analysis with Geisser-Greenhouse correction followed by multiple comparisons, except for
supernatant and viability data. For all soluble factors, the Student’s t-test paired was used.
Effects of activation (t0 and t48) and exercise serum (Control x Exercise) were analyzed for
IFN-yR1, glucose, and lactate using a two-way ANOVA and Bonferroni posthoc compari-
son. Statistics and the visualization of data were done by using GraphPad Prism version 8
(San Diego, CA, USA). The significance level was set at p < 0.05.

3. Results
3.1. Cell Growth and Cell Counts Are Not Altered by Exercise Serum

First, we analyzed cell parameters before and after culture. Cell viability after cell
culture was high (>95%) and not significantly different between control (CO) serum and
exercise (EX) serum culture in all experimental conditions (data not shown). Cell diameter
was increased at 48 h after activation (t48) compared to the untreated condition (t0), whereas
cell diameter was not significantly different between the CO and EX groups at each time
point (Figure 2a). Cell count did not vary between conditions, neither at t48 after activation
of CD4+ T cells (p = 0.14) nor at 72 h after activation (t72, p = 0.14) (Figure 2b,c).
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Figure 2. Effects of control and exercise serum on cell parameters. Cell diameter at the beginning (t0) and after 48 h cell
culture (148, a, n = 7) from cohort 2, cell count at t0 and t48, (b, n = 7), and cell count at t0 and 72 h after cell culture from
cohort 1 (72, ¢, n = 5) are shown with mean and + SEM. We used one-way ANOVA with Geisser-Greenhouse correction
followed by Bonferroni’s post hoc; * p < 0.5, ** p < 0.01, *** p < 0.001). ANOVA: analysis of the variance.
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3.2. Glucose Consumption Is Altered by Exercise Serum

Solely looking at t0, we observed a trend for higher lactate levels (p = 0.061) and
glucose levels (p = 0.073) in EX serum compared to CO serum. Lactate levels were at
1.4 £ 0.17 mmol/1 in CO serum compared to 2.1 & 0.33 mmol/L in EX serum. Glucose
levels were at 8.5 £ 0.12 mmol/L at CO serum compared to 9.0 &= 0.092 mmol/L in EX
serum. Beyond 48 h of culture, glucose levels significantly decreased, while lactate levels
increased independent of the condition (Figure 3a,b). A significant difference between
culture conditions was found at t48, glucose levels were significantly higher at t48 in EX
serum (Figure 3a). However, the net change of glucose and lactate over the culture time
was not statistically different, we only observed a trend (t-test, p = 0.053) for a higher
reduction in glucose in EX serum (Figure 3c).
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Figure 3. Changes in lactate and glucose levels after 48 h of cell culture following incubation of CD4+ T cells from cohort 2
with 50% control serum (CO) or exercise serum (EX). T cells were activated with anti-CD3/anti-CD28. Glucose level (a),
lactate level (b), and changes (A) before to after cell culture (c) are shown as box and whiskers min to max (1 =7 per group),
(a,b) two-way ANOVA followed by multiple comparisons; (c) Student’s t-test * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001. ANOVA:

analysis of the variance.

3.3. mRNA Expression of HK1 Is Reduced by Exercise Serum

Normalized mRNA levels of HK1 were significantly reduced after cell culture in EX
compared to CO (p = 0.033). All other mRNA levels were not significantly affected by
exercise serum, neither those encoding proteins of the electron transport chain (ATP5],
p = 0.48; COX4I1, p = 0.40; NDUFA12, p = 0.20), lactate dehydrogenase (LADH, p = 0.16)
nor enzymes involved in the citric acid cycle (IDH1, p = 0.19; ODGH, p = 0.12) (Figure 4),
activation marker FOXP3 (p = 0.19), ribosomal protein S6 kinase downstream the mam-
malian target of rapamycin mTOR (RPS6KB, p = 0.81), or 5 AMP-activated protein kinase
catalytic subunit alpha-2 of 5 AMP-activated protein kinase (PRKAA, p = 0.21). The fold
change of the control group is displayed in Figure 4.
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Figure 4. Normalized mRNA levels of CD4+ T cells from cohort 2 after 48 h in the exercise cell
culture measured by real-time PCR are displayed as fold of the control group (=1.0). Human CD4+ T
cells were activated in culture with 50% serum before exercise (control group) or after exercise. Both
were activated with anti-CD3/anti-CD28. mRNA levels were normalized using the geometric mean
of expression data of the reference genes SDHA, YWHAZ, and ATP5B. Data are shown with mean +
SEM (n =5). Significance was determined by two-tailed Student’s f-test using the normalized mRNA
data. * p < 0.05.

3.4. Cell Culture Oxygen Levels Following Activation Are Not Altered by Exercise Serum

We found no significant difference between CO and EX cell culture conditions 24 h,
48 h, or 72 h after activation with regard to oxygen consumption independent of the culture
condition (Figure 5). Over time, the oxygen level of culture with quiescent CD4+ T cells
remained stable. Shortly after activation, oxygen levels were continuously reduced.

(b)

Oxygen cell culture levels over time

Oxygen cell culture levels over time

2004 200+

00 .. — Medium CO N . — Quiescent CO
._=T 1504 --+ Medium EX ; i —-nx‘.h“sz_\_.,_\“ ==+ Quiescent EX
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Figure 5. Oxygen cell culture levels of culture medium, non-activated quiescent T cells, and activated T cells over time.
Human CD4+ T cells from cohort 1 were activated supplemented by serum before exercise (CO) or after exercise (EX) and
activated with anti-CD3/anti-CD28. Oxygen concentration during 72 h of cell culture measured by PreSens oxygen reader
(SDR v4, PreSens Precision Sensing GmbH, Regensburg, Germany) is shown by the mean of n = 5. CO: control condition, EX:
exercise condition. Mean oxygen levels of the culture medium including serum before or after exercise (Medium) overlap
(a), while mean oxygen levels of quiescent and activated cells are higher when serum after exercise was supplemented (b).

3.5. IFN-Gamma-R1 Levels Are Increased by Exercise Condition

The results on cytokine levels at t48 for relevant T cell cytokines and IFN-y R1 are
shown in Figure 6a—m. All cytokines determined either influencing CD4+ T cell differ-
entiation or known as signature cytokines expressed by CD4+ were not affected by EX
serum. The only significant finding was higher IFN-y R1 levels in EX compared to CO.
After analysis of mRNA IFN-y R1 levels at t48 compared to t0 the difference was influenced
by culture conditions at t0 (Figure 6n).
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Figure 6. Interferon-y receptor 1 (a) and cytokine (b-m) levels in supernatants after 48 h cell culture. Human CD4+ T cells
from cohort 2 were activated supplemented by serum taken at resting conditions (CO) or after exercise (EX) and activated
with anti-CD3/anti-CD28. IFN-y R1 (a) and T cell interleukins TNF-e, IL-10, IL-13, IL-2, IL-4, IL-17A, IL-21, IL-5, IL-6, IL-23,
IL-27, and IL-1p were measured by commercial multiplex ELISA assays after 48 h cell culture for CO and EX condition.
Beyond, IFN-y R1 (n) was measured before and after 48 h of cell culture. All data are shown with mean + SEM (n =7).
Significance was determined by Student’s t-test for a-m. Significance was determined by two-way ANOVA followed by
multiple comparison tests for n. * p < 0.05, ** p <0.01, ** p < 0.001. ANOVA: analysis of the variance. CO: control group, EX:
Exercise group, IL: Interleukin, IFN-y R1: Interferon-y Receptor 1, TNF-a: tumor necrosis factor-.

3.6. Exercise Serum Does Not Influence T Cell Phenotype and Activation Markers

The analysis of T cell subsets by flow cytometry did not reveal any significant differ-
ences between CO and EX cell culture. A significant effect due to anti-CD3/anti-CD28
activation was found. The percentage of stem cell-like memory T cells (TSCM) significantly
increased (Mixed-effect analysis, p = 0.0019) at CO (Tukey’s multiple comparison, p = 0.01)
and EX (Tukey’s multiple comparison, p = 0.01). The number of naive T cells (Tn) was
significantly different (Mixed-effect analysis, p = 0.01) but Tukey’s multiple comparison
test revealed a non-significantly reduction at t48 compared to t0 (Figure 7). The increase in
TSCM cells was associated with the higher percentage of CD95+, a marker for activation

induced cell death.
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Figure 7. Percentage change in T effector memory cells, T effector cells, T central memory cells, stem cell-like memory T cells,
and naive T cells with SEM before activation, at quiescence, and after activation at control and exercise condition. Human
CD4+ T cells from cohort 2 were activated in serum before exercise (CO) or after exercise (EX) with anti-CD3/anti-CD28.
Quiescent cells remained non-activated. Data are shown with mean + SEM (Control N = 6, Exercise N = 6, Quiescence
N = 4). Significance was determined by Mixed-effect analysis and Tukey’s multiple comparisons. * p < 0.05. TEM: T effector
memory cells, TEFF: T effector cells, TCM: T central memory cells, TSCM: stem cell-like memory T cells (TSCM), Tn: naive

T cells.

4. Discussion

We had to withdraw our hypothesis that exercise serum suppresses the selected
parameters of CD4+ T cell metabolism following T cell receptor activation, although ex-
isting literature on lymphocytes has shown some evidence for a reduced function of T
cells after acute exercise interventions [18]. Meanwhile a reduced metabolism is under-
lying a suppressed proliferative capacity [12]. However, one can hardly eliminate the
side-effects of T cell redistribution in these studies as fresh CD4+ T cells are sampled
immediately after exercise. To ensure shifts in T-cell proportions after exercise did not
influence our results, subjects were well-rested at the day fresh blood for CD4+ T cell
isolation was drawn. Similar to our study, few in vitro studies incubated T cells with
exercise serum [24,25]. To our knowledge, no study has investigated the effects of exercise
serum on the immunometabolism of CD4+ T cells so far.

No significant effect of exercise serum on CD4+ T cell viability and phenotype was
found, irrespectively of the culture condition. CD4+ T cells left the GO-phase initiating
on-blast formation towards a cell diameter as described by earlier published studies [16].
Viability, cell count, T cell growth factor IL-2, and phenotype after activation were not
significantly different from resting conditions. Both glycolysis and basal oxygen consump-
tion were only marginally affected by EX serum. Glucose flux and lactate accumulation
are not significantly different in EX serum compared to CO serum when acknowledg-
ing the net change of glucose and lactate from t0 to t48. However, the trend for a lower
glucose consumption of CD4+ T cells and expression of mRNA of HK1 in EX serum indi-
cates substrate phosphorylation of CD4+ T cell was downregulated by EX post-activation.
A potential hexokinase 1 reduction, which represents the first rate-limiting enzyme of
glycolysis, might indicate a temporary suppression of T cell metabolism after exercise,
which does not reach the dimension of a real impairment of the cell function in parameters
we measured. Other in vitro studies using activated CD4+ from healthy donors found an
increased mRNA level of HK1 48 h after activation as a sign of the metabolic shift towards
Warburg metabolism [16]. Reduced HK1 mRNA may indicate a less pronounced activation,
signal transduction, or the ability for glucose uptake of CD4+ T cells triggered by EX.
Future studies may measure these parameters, e.g., the ability of CD4+ T-cell for glucose
uptake measuring the expression of glucose transporters 1 and 3 or utilizing fluorescent
analogues of 2-deoxyglucose to unravel if glucose uptake is reduced by EX [31].
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For basal oxygen consumption, we have seen a non-significant higher oxygen concen-
tration in EX serum compared to CO serum. Similarly, our PCR-analysis did not find any
significant differences in mRNA levels linked to the electron transport chain. However, the
method we have used will likely not detect the full changes in basal oxygen consumption
that might be relevant to induce exercise adaptation. New oxygen will gradually resolve
in culture media when oxygen levels fall [32]. Other methods, such as high-resolution
respirometry could be used in future studies to measure mitochondrial respiration [16].

In line with our findings for metabolic changes, we did not find any significant
differences for cytokine levels after cell incubation. Other exercise studies using a similar
exercise duration found a suppressive effect of 10% exercise serum on IL-2 and TNF-
alpha production. However, these results come from experiments using Jurkat T cells,
and not from primary isolated T cells [33]. Beyond cytokines, soluble IFN-y R1 level
was significantly higher in EX serum compared to CO serum. Increased levels of soluble
IFN-y R1 might indicate an increased T cell activation during EX conditions. T cells are
known to transiently lose IFN-y R1 after TCR engagement as the sole result of T-cell-
receptor activation [34]. However, this assumption has to be verified by the additional
measurement of cellular activation markers. Skrenta et al. proposed this mechanism to be
a self-protective strategy of CD4+ to protect themself from apoptosis and negative effects
on proliferation [34]. Studies analyzing peripheral blood or CD4+ T cells immediately after
exercise have found increased activation markers of T cells and higher signals downstream
the T cell receptor, such as increased levels of Zap70 after exercise [20,35]. These findings
may result from dissimilar levels between exercise and control media at t0.

There are some limitations of our in vitro study. First, we diluted factors released by
exercise with 50% cell culture media. We recommend future studies that supplement some
factors defining exercise microenvironment to mimic in vivo conditions better and do not
mask changes by the content of media. One of those factors could be lactate as it is known
as a metabolic signal for T cells and contributes to fatigue and acidosis in exercise [36,37].
Second, 30 min endurance exercise, despite its subjectively exhaustive properties for the
subjects, likely does not suppress the immune metabolism of CD4 cells significantly. Future
studies examining T cells in the context of exercise should investigate immunometabolism
after aerobic exercise lasting longer duration, as the effect on cytokines level, such as IL-6,
is greater when muscle glycogen levels are low [38].

5. Conclusions

Overall, the selected parameters of CD4+ metabolism are marginally affected by incu-
bation in exercise serum. We found no difference in on-blast formation, T cell phenotype,
glycolysis, and respiration. Only HK1 mRNA levels of CD4+ T cells were significantly
reduced after activation in EX serum. Differences were found only at the level of mRNA
expression, glucose uptake, and IFN-y R1 concentration. We assume the duration and
intensity of the exercise protocol were not sufficient to affect the immune metabolism
of CD4+ T cell significantly. Future studies are needed to verify whether alteration of
HK1 mRNA causes any adaptation in immunometabolism of CD4+ T cells after repetitive
exercise bouts, following re-stimulation, and longer-duration exercise interventions.
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Ergebnis: Die T-Zell-Funktion (hier das Zytokinprofil) ist nach der SARS-CoV-2 Infektion nicht verdandert
und geht nicht mit einer erhdhten Zytokinkonzentration von TNF-a und IFN-y einher. TNF-a ist in der
Zellkultur der nicht-infizierten Sportler héher als bei den Genesenen (p<0,001).
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T-cell-derived TNF-a and a cluster
of immunological parameters from
plasma allow a separation between
SARS-CoV-2 convalescent versus
vaccinated elite athletes
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Christian Puta®®®, Simon Haunhorst?, Kristina Gebhardt?,
Thomas Reichel®, Christian Keller’, Magdalena Huber?,
Hartmann Raifer?" and Karsten Kruger*'

Department of Exercise Physiology and Sports Therapy, Institute of Sports Science, Justus Liebig
University Giessen, Giessen, Germany, “Center for Tumor and Immunology, Institute for Systems
Immunology, Marburg, Germany, *Department of Cardiology and Angiology, Justus-Liebig-University
Giessen, Giessen, Germany, “Department of Sports Medicine and Health Promotion, Friedrich Schiller
University Jena, Jena, Germany, “Center for Sepsis Control and Care (CSCC), Jena University Hospital,
Friedrich-Schiller-University Jena, Jena, Germany, *Center for Interdisciplinary Prevention of Diseases
Related to Professional Activities, Jena, Germany, “Institute of Virology, Philipps University Marburg,
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Guidelines for medical clearing after SARS-CoV-2 infection in elite athletes do not
include T-cell immunity aspects despite its relevance in the course of COVID-19
disease. Therefore, we aimed to analyze T-cell-related cytokines before and after
in-vitro activation of CD4"* T-cells. We sampled professional indoor sports athletes
at medical clearing after SARS-CoV-2 infection obtaining clinical, fitness data, and
serological data including CD4* T-cell cytokines. All data were analyzed by
principal component analysis and 2 X 2 repeated measures ANOVA. CD4*
T-cells were sampled for cell culture activation with anti-CD3/anti-
CD28 tetramers. At medical clearing, CD4* T-cells from convalescent athletes
secreted increased levels of TNF-a 72 h after in-vitro activation compared to
vaccinated athletes. IL-18 levels in plasma were elevated and a cluster of
parameters differentiated convalescent from vaccinated athletes by
13 parameters at the timepoint of medical clearing. All clinical data indicate
infection is resolved, while increased TNF-a may reflect altered proportions of
peripheral T-cells as a hangover of infection.

KEYWORDS

T-lymphocyte, SARS-CoV-2, vaccination, convalescence, elite athletes

1 Introduction

Indoor team sports players have a high transmission risk for severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (Jones et al., 2021; Pauser et al., 2021) as indoor
facilities ameliorate inhalation of respiratory droplets (and thus SARS-CoV-2), which
are emitted by talking, coughing, sneezing, and breathing, contributing to viral spread
(Tang et al., 2021; Mutsch et al., 2022). Acute coronavirus disease 2019 (COVID-19)
caused by SARS-CoV-2 can be characterized by classical respiratory symptoms such as
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cough and fever in the mild course of the disease in young
patients (Leung, 2021). The severity of acute coronavirus
disease 2019 (COVID-19) caused by SARS-CoV-2 is mostly
mild in young professional athletes and physically active
adults (Sallis et al., 2021; Krzywanski et al.,, 2022). However,
the infection itself poses a risk, especially for athletes, if they
return to sport too early without the infection being completely
resolved. For instance, the incidence of cardiac complications
such as myocarditis after COVID-19 ranges internationally from
1.1%-2.3% among competitive athletes (Halle et al, 2021).
Myocarditis is difficult to diagnose as symptoms are non-
specific (Daniels et al, 2021). Moreover, dysregulation of
T-cell subsets is a key factor in myocardial inflammation
(Wang and Han, 2020). The rate itself is relatively low, but
myocarditis is one of the leading causes of sports-related
sudden cardiac arrest in Germany (Bohm et al, 2021).
Therefore, medical clearing after infection is given a special
clinical focus in competitive sports (Phelan et al., 2020). The
analysis of T-cell immunology may strengthen sufficient medical
clearing.

Mild courses of disease in young elite athletes are influenced by
CD4* T-cell type 1 (Th1l) immune response protecting the infected
from developing severe COVID-19 disease (Chen et al, 2022;
Krzywanski et al, 2022; Moss, 2022). Thl differentiation is
associated with the secretion of the signature cytokines, such as
Interferon-gamma (IFN-y) and tumor necrosis factor-alpha (TNE-
a) (Raphael et al, 2015). SARS-CoV-2-specific T-cells of
previously  infected  patients  predominantly  produce
Thl cytokines (Weiskopf et al., 2020). Higher polyfunctional
TNF-a+ IEN-y+ T-cell frequency was also found after
vaccination, but it is transient decreasing significantly after
6 months (Guerrera et al., 2021).

While expert guidelines for medical clearing after SARS-
CoV-2 infection have been established based on subjective
psychological and cardio-pulmonary examinations, objective
immunological aspects other than typical clinical blood
markers have not yet been considered as parameters for
medical clearance and are currently unknown (Elliott et al,
2020; Wilson et al., 2020). The relevance of T-cell immunity
implies the need for analyzing the athletes for T-cell-related
cytokines in plasma and T-cell-activation cytokines within the
context of other common clinical parameters. Therefore, the aim
of our study was to analyze T-cell-related cytokines before and
after in-vitro activation of CD4* T-cells sampled from
convalescent and vaccinated indoor sports athletes at medical
clearing.

2 Methods
2.1 Participants

All professional athletes are part of the cross-sectional,
single-center pilot study obtaining clinical and fitness data
from athletes in the handball and ice-hockey pre-seasons
(Bauer et al, 2022). Inclusion criteria were participation in
professional indoor sports, no chronic diseases, age between
18 and 30 years, and full physical fitness at the immunological
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testing. All participants were part of the mentioned single-center
pilot study and gave additional consent to their participation in
this study. Either COVID-19 convalescent athletes (Con) at the
time of medical clearing or non-infected controls (Vac) at the
time of medical clearing pre-season were included. Due to the
high vaccination rates in professional sports, all non-infected
athletes were fully vaccinated. Participating athletes were 28.2 +
6 years with a height of 189.4 + 5.4 cm and a weight of 95.1 +
9.3 kg. Their body mass index was 26.5 + 1.8 kg/m*. Subjects
were experienced professional athletes with a mean training time
of 1,152 min per week.

2.2 Study-design

We used an experimental study design performing cell culture
analysis to obtain immunological data. This study arm was
integrated into an observational controlled single-center pilot
study design obtaining a broad panel of hematological and
cardiovascular parameters as part of pre-season medical clearing
(Bauer et al, 2022). This data was integrated into our systemic
analysis of the immunological study arm. This additional study arm
was approved by the Institutional Review Board of the Justus-Liebig-
University Giessen (AZ183/20, 16 March 21) following the ethical
guidelines of the declaration of Helsinki. Written informed consent
was provided by all participants. Convalescent athletes were invited
to the laboratory 14 days after the positive polymerase chain
reaction (PCR) test result following the German quarantine
regulations and available guidelines for medical clearing
(Schellhorn et al, 2020). Control athletes were investigated
following the same procedure after their off-season to not
interfere with exercise-related immune disruption by high-
intensive exercise training. For an overview of our workflow see
Figure 1A.

2.3 Immunological data

For immunological analysis, CD4* T-cells, serum, and plasma
were obtained from seven convalescent and eight non-infected
fully vaccinated men. Fully vaccinated refers to the German
definition at the time from May to August 2022; meaning two
doses for BNTI162b2 (Pfizer-BioNTech),
ChAdOx1-S (Oxford-AstraZeneca), and one dose for
Ad26.COV2.S COVID-19 (Johnson and Johnson/Janssen).
T-cells were isolated from peripheral blood via density
gradient centrifugation and subsequent negative selection
using EasySep™ magnetic particles (Stemcell Technologies,
Vancouver, BC, Canada) as described by our group before
(Palmowski et al, 2021). Isolated CD4* were activated with
anti-CD3/anti-CD28  stimulating  tetramers  (Stemcell
Technologies, Vancouver, BC, Canada) or remained non-
stimulated as controls. Cultures were maintained in IL-2
(Stemcell Technologies, Vancouver, BC, Canada) containing
medium supplemented by 10% human AB-serum (Pan-
Biotech, Aidenbach, Germany) for 72h until harvest. Cell
number, viability, and cell diameter were measured by CASY”
Cell Counter (OLSOmni Life Science, Bremen, Germany).

two doses for
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Workflow of this Study (A). Concentrations of IgG antibodies against Spike were measured in plasma (B). Total nucleocapsid protein-specific
antibodies (NCP) were measured in plasma. One athlete belonging to Con did not show NCP antibodies. C.O.l. stands for cut-off-index which was set at
on for this test. The dashed line indicates the detection limit (C). PCA were calculated including all immunological and clinical parameters (D) as well as
excluding all parameters, which show a statistical difference of p < 0.1 (E). For all parts of the figure, Con means cells wereisolated from convalescent
athletes. Vac means T-cells were isolated from non-infected, COVID-19-vaccinated athletes (Con N = 7, Vac N = 8). Significance was determined by the
Mann-Whitney test (p < 0.05, ***p < 0.001). Data are shown as mean + SEM.

Frozen plasma was thawed, labeled using LEGENDplex Multi-
Analyte Flow Assay kit “Human Inflammation Panel 1” (BioLegend,
San Diego, CA), and measured by flow cytometry (BD FACSAria™
111 flow cytometer). Raw data were analyzed by LEGENDplex™ data
analysis software (BioLegend, San Diego, CA). Antibody titers were
analyzed using the Elecsys anti-SARS-CoV-2 assay on the cobas 601
(Roche, Rotkreuz, Switzerland). Frozen supernatants were thawed
and labeled for IEN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13. IL-17A,
and TNF-a using a Luminex assay (Bio-Techne Ltd., Abingdon,
Oxon, United Kingdom) and following the manufacturer’s
instructions. Plasma was analyzed by the Luminex MAGPIX
system (Luminex Corporation, Austin, TX, United States).
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2.4 Clinical and fitness data

All athletes completed the pre-participation questionnaire of the
European Federation of Sports Medicine Associations including
questions related to health, medication, supplementation, exercise
history, and exercise volume. Clinical and fitness data was sampled
during the pre-season of handball and ice hockey, and return-to-
sport as described before (Bauer et al., 2022). As athletes completed
electrocardiographic examinations including a stress test on the bike
until subjective exhaustion as part of the medical dearing.
Performance was calculated as the participants’ wattage at
exhaustion in relation to their body weight. As part of the
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at the time point of immunological analysis. Plasma was measured using LEGENDplex Multi-Analyte Flow Assay kit

“Human Inflammation Panel 1” (BioLegend, San Diego, CA) and flow cytometry (BD FACSAria™ Il flow cytometer). Wilcoxon signed-rank tests were conducted. (p <
0.05). Data are shown as mean + SD. Significant findings are highlighted in bold letters.

Con
Mean [pg/ml] SD [pg/m]
IL-1p 12557 5.54
IFN-a2 ' 18.42 V 1237
IEN-y 707 543
TNF-a 2539 2371
MCP-1 2023 17.63
IL-6 8.87 3.87
IL-8 38.70 1195
IL-10 10.09 7.65
IL-12p70 7.22 413
IL-17A 298 193
IL-18 244.70 64.58
IL-23 9.66 8.05
IL-33 190.34 166.67

clinical examination laboratory blood parameters, such as blood
sugar, HbAlc, electrolyte, iron metabolism, coagulation, liver,
kidney, muscular enzyme, lipid, and thyroid hormone status were
collected. All participants were attested with full physical fitness at
the immunological testing.

2.5 Statistical analysis

Bioinformatics analysis was performed using RStudio
running R software (4.1.2). All data are presented as mean +
standard deviation (SD). Data were tested for normal distribution
by the Shapiro-Wilk test. To determine the effect of SARS-CoV-
2 infection at the time of immunological testing, Wilcoxon
signed-rank tests were conducted with all pre- and post-
clinical, immunological, and fitness data of all 15 athletes after
infection or vaccination. To visualize the differences between the
SARS-CoV-2 infected and SARS-CoV-2 vaccinated group we
performed a PCA (package factoextra) with 59 clinical and
immunological parameters and one with clinical and
immunological parameters that had a statistical difference of
p < 0.1. R-based graphs were created with packages ggplot2
3.4.1 and ggpubr 0.6.0.

Cell culture results were analyzed by a 2-by-2 repeated-measures
ANOVA with activation status as the within factor (control cells vs.
activated cells) and group (Con vs. Vac) as the between factor.
Bonferroni post-hoc test was used. For analysis and visualization we
used GraphPad Prism version 5 (San Diego, CA, United States).
Data were shown as mean # standard deviation. The same statistics
were also applied for the comparison between baseline and follow-
up clinical parameters changing the within factor to time. The
significance level was set at p < 0.05.
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Mean [pg/ml] SD [pg/ml]
13.62 444 0.424
2125 ' 1747 0.897
630 a7 1000
34.75 3408 0523
24.11 2328 0.698
1115 ' 745 0.436
‘ 60.39 ‘ 3522 0.369
13.50 | 904 0513
6.64 1.84 0.887
287 ' 141 0.796
368.75 ‘ 10038 0.030
2026 2559 0.887
160.58 105.87 0.898
3 Results

3.1 Immunological parameters

Analysis of SARS-CoV-2 specific antibodies show no significant
differences between Con and Vac in spike-specific plasma IgG
antibody titers (Figure 1B). However, in contrast to Con, Vac are
non-reactive against the nucleocapsid protein (NCP) (Figure 1C).
One athlete belonging to Con did not show NCP antibodies. At the
time point of our immunological analysis, there was no significant
difference in pro-inflammatory plasma cytokines except for IL-18
(Table 1). IL-18 plasma level was increased in Vac compared to Con.

3.2 Principal component analysis

Principal component analysis revealed that all immunological and
clinical parameters allow a slight separation between Con and Vac by
systemic analysis at the time of immunological testing, while
13 parameters separated infected from vaccinated samples
significantly (Figures 1D, E). These were: Creatinine, glomerular
filtration rate (GFR), glutamic oxaloacetic transaminase, potassium,
creatine kinase, glycated hemoglobin (HbAlc), triiodothyronine,
ferritin, myoglobin, cardiovascular parameters (diastolic aortic
pressure, mean aortic pressure, and diastolic brachial blood
pressure), and TNF-a derived from activated T-cell culture (Table 2).

3.3 Activated cell culture

A significant activation-driven effect was detectable for total cell
count and cell diameter of the in vitro experiments, but not for
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TABLE 2 Selected parameters at the time point of immunological testing that were identified by PCA. All parameters are
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TNF-a that

3 e sal d

was measured in cell culture supernatants. Data are shown as mean * SD. Significant findings are highlighted in bold letters.

7443 8.89

Diastolic aortic pressure
Mean aortic pressure 85.86 7.66
Creatinine | 0.90 0.08
Glomerular filtration rate » 105.81 9.24
Ferritin 206.14 5227
Triiodothyronine 353 0.20
Creatine kinase 117.29 41.05
Myoglobin 65.29 92.10
TNF-alpha 6083.75 12294
Diastolic brachial blood pressure 72.86 925
Glycated hemoglobin 543 027
Potassium 4.16 0.26
Glutamic oxaloacetic transaminase 19.00 5.00

viability and survival. We calculated cell survival via the formula:
Viability = (100%- viability before culture) + viability after cell
culture. Con and Vac measurements were comparable 72-h post-
activation (Figures 2A-D; Supplementary Table S1). Likewise, a
significant effect for all measured T-cell signature cytokines was
found after activation, namely, for IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10, IL-13, IL-17A, and TNF-a (Supplementary Table S1). However,
only thelevels for TNF-a significantly differed between Vac vs. Con.
Supernatants from Con CD4" T-cells showed increased TNF-alevels
compared to the Vac after the Bonferroni posttest with p > 0.001
(Figure 2E).

3.4 Clinical parameters

All laboratory parameters were within the physiologic range.
Two-way ANOVA showed a significant effect for time for aortic
diastolic and systolic aortic blood pressure for all athletes, Vac and
Con, at return-to-sport. Blood pressure was higher at
immunological sampling. An effect for time was also found for
lactate dehydrogenase with significantly lower mean values both at
immunological sampling. A significant effect for the condition was
found on HbAlc and free triiodothyronine and a significant
interaction of time and condition was shown for potassium,
magnesium, and creatinine (Supplementary Table S2).

3.5 Fitness parameters
Exercise testing revealed a lower performance/weight ratio for

Con compared to Vac. Of note, the individual performance does not
fall below pre-season performance after quarantine (Figure 2F).

Frontiers in Physiology

64.63 6.65 0.036
7733 6.26 0.028
1.03 0.07 0.015
94.49 8.64 0.049
126.25 92.03 0.032
321 0.31 0.040
37113 305.08 0.013
50.00 . 27.09 0.042
5845.88 127.15 0.007
64.13 5.84 0.064
5.13 0.35 0.071
385 033 0.080
28.13 1224 0.091

4 Discussion

The present work evaluated T-cell-related cytokines before and
after in-vitro activation of CD4* T-cells sampled from convalescent
and vaccinated indoor sports athletes to assess signatures of
clinical and immunological parameters in elite athletes who
have passed a SARS-CoV-2 infection. There were no elevated
levels of inflammatory cytokines in the plasma of Con
compared to Vac. Also, no immune disturbance in Con T-cells
in terms of activation with anti-CD3/anti-CD28 tetrameres was
found. In vitro cultivated CD4" T-cells showed the expected signs
of T-cell activation such as increased cell number, cell diameter,
and increased production of T-cell signature cytokines. However,
there are indications that can be interpreted as residual infection
indicators, such as an increased TNF-a production in activated
T-cells and reduced performance.

4.1 Increased TNF-a production of CD4*
T-cells in Con athletes after activation

After T-cell activation, TNF-a production was significantly
increased by cells of Con compared to Vac, whereby overall T-cell
number, mean cell viability, total cell count, and cell diameter in
the in vitro experiments were comparable between both groups.
Mobilization of peripheral T-cells may have influenced our
in vitro cell culture results. Increased TNF-a level in Con after
activation may be biased by a type 1 differentiation as TNF-a is a
classical type 1 cytokine and indicates a higher pro-inflammatory
response (Mahnke et al., 2013). TNF-a is produced by type
1 cells, which are possibly still present in greater numbers in
peripheral blood after an effective immune response and release
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T-cell count (A), mean diameter (B), viability (C), and survival (D) after activation of 1 million CD4* T-cells using anti-CD3/anti-CD28 tetrameres. T
cell-derived TNF-alevels were measured after 72 h post activation of 1 million CD4* T-cells with anti-CD3/anti-CD28 tetramers (Stemcell Technologies,
Vancouver, BC, Canada) or after 72 h in non-activated controls (E). Performance was calculated from the ECG stress test as the participants’ wattage at
exhaustion in relation to their body weight (F). Cell culture supernatants such as TNF-a were analyzed using a commercially available human
Magnetic Luminex Assay (Bio-Techne, Abingdon, United Kingdom) by Magpix Luminex Instrument (Luminex Corp, Austin, TX, United States). Significance
was determined by a repeated-measures 2 X 2 ANOVA and Bonferroni posttest. TNF-a levels were significant for activation status, group, and interaction,
with a significant difference between Con and Vac for post-activation TNF-a levels showed by Bonferroni posttest (*p < 0.05, ***p < 0.001). Con refers to
T-cells that were isolated from convalescent athletes, and Vac refers to T-cells that were isolated from vaccinated athletes (Con N =7, Vac N = 8). Dataare

shown as mean + SEM

TNEF-a after activation (Rosendahl Huber et al., 2014). In line
with that, it was shown for other convalescent patients that
SARS-CoV-2-specific ~ T-cells  predominantly  produce
Th1 cytokines (Weiskopf et al., 2020). At the same time, the
difference in TNF-a level could also be caused by metabolic
disturbance of T-cell glycolysis in Vac. In vitro studies with
isolated CD4" have shown, glycolytic inhibitor 2-deoxy-
glucose reduces TNF-a production (Renner et al, 2015).
Overall, the function of CD4* T-cells after activation is not
reduced after SARS-CoV-2 infection in athletes. Their
peripheral cells react to tetramere activation more sensitively
than Vac CD4" T-cells.
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4.2 Increased pro-inflammatory IL-18 in Vac

An elevated level of pro-inflammatory plasma cytokine was
found for IL-18 in Vac participants compared to Con. IL-18 is
secreted by various cell types such as macrophages, B cells, dendritic
cells, keratinocytes, and even type 2 muscle fiber (Mee et al., 2000;
Plomgaard et al., 2005; Dinarello et al, 2013). The cytokine is known
for its pro-inflammatory properties. It is activated in an
NLPR3 inflammasome-dependent manner and enhances Thl cell
activation (Mantovani et al., 2019). We measured similar IL-18
levels for Con athletes compared to other studies that measured IL-
18 in healthy young men (Leick et al., 2007; Khakroo Abkenar et al,,
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2019). So, we conclude, Con are fully recovered in terms of
inflammatory mediators available in plasma. The elevated plasma
IL-18 level in Vac could be exercise-related because this cytokine is
highly sensitive to resistance exercise training and detraining
(Nikseresht et al.,, 2016; Khakroo Abkenar et al, 2019). Young
men showed significantly higher plasma IL-18 accompanied by
higher IL-18 levels immediately after acute high-intensity exercise
and after 12 weeks of high-intensity exercise training (Khakroo
Abkenar et al.,, 2019). As we found no increase in IL-188 plasma
levels and Vac were included after the off-season, an effect of high-
intensity exercise training on IL-18 level is unlikely. There may be an
effect of detraining on Vac that were included after their full off-
season and not merely 14 days post-quarantine. Type 2 muscle fiber
number can be maintained within the first initial weeks of
detraining. However, a shift to more oxidative fibers in strength
athletes is found after 8 weeks of detraining (Bruton, 2002).
Potentially this loss of type-2 muscle fiber is attributed to higher
IL-18 levels in Vac (Nikseresht et al., 2016). Of note, IL-18 levels
were also increased in mRNA-vaccinated patients that acquired
myopericarditis and psychiatric disorders such as major depression
and panic disorder (Kokai et al., 2002; Won et al., 2022).

4.3 Residual infection markers within normal
range differentiate Con and Vac athletes

While systemic inflammation of Con athletes based on pro-
inflammatory cytokines was resolved, there may still be other
residual signs of infection, as indicated by the systemic analysis at
medical dearing for ferritin, GFR, and blood pressure. Increased ferritin
is common for viral infections (Slaats et al., 2016). Ferritin represents an
acute phase protein that is elevated both generally in viral infections and
specifically in COVID-19 (Vlahakos et al., 2021). Most likely, residual
ferritin may be caused by the physiological apoptosis of iron-depleted
immune cells (Arigony et al, 2013). GFR might be attributed to
increased blood pressure. In context, the other study arm including
professional athletes has found an increased heart rate-corrected
augmentation index for Con reflecting lower arterial stiffness (Bauer
et al, 2022). Interpreting blood pressure results, one should include
emotional adrenergic-related distress caused by quarantine (di Cagno
et al, 2020) and its influence on T-cells. Immunologically, sympathetic
stress also regulates T-cell function via the beta2-adrenergic receptor
(B2AR) with a potential to alter T-cell activation (Fan and Wang, 2009).
Under psychological stressors, humans mobilize particularly peripheral
T-cells expressing CXCR3 and CCR5 that sensitively react to
chemotactic signals of inflamed endothelial cells (Bosch et al., 2003).
However, this mobilization likely is not able to solely explain differences
in T-cell activation as blood pressure of Con and Vac both increased
across time as indicated by the 2-by-2 ANOVA resuilts.

4.4 Lower cardiovascular fitness level in Con

Our data shows the Con’s cardiopulmonary performance in
watt/kg was lower compared to Vac, though still higher than at pre-
season. The COVID-19 detraining effect was not below baseline
levels at pre-season. Lower performance levels come as no surprise,
as  performance-limiting factors, for instance, muscular
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capillarization, are known to decrease in only 2weeks of
detraining even in healthy athletes (Bruton, 2002). Performance
decline has been mainly attributed to changes in hemodynamics and
neuromuscular adaptations, such as maximal oxygen consumption
or muscle strength at maintained muscle mass (Chen et al,, 2022). In
line, a recent COVID-19 study including soccer players also found a
decline in high-intensity acceleration performance indicating a
lower anaerobic threshold (Savicevic et al., 2021).

4.5 Limitations

Current vaccines use the spike protein as a target antigen structure,
consequently, a spike-specific immunity is induced. After the infection,
the immune response is directed against all viral proteins and not only
against the spike protein. Thus, only people who were infected with the
virus should have NCP-specific antibodies (Jalkanen et al,, 2021). We
assumed no unknown infection in the vaccinated control
group. However, one Con was non-reactive against NCP, therefore
it cannot be ruled out there may be also Vac who had an infection with
COVID-19 earlier without building NCP. Further, we cannot exclude,
that differences between Con and Vac result from a selection bias.
Athletes for this study were selected from the same teams indicating that
naturally infected athletes (Con) may have lower immune competence
compared to non-infected athletes playing on the same team (Vac).

Unfortunately, our study lacks a control group of non-
vaccinated elite athletes and the sample size is low due to the
laborious experimental design. This suggests caution when
interpreting the findings. Due to the high vaccnation rate over
the course of the study and a high number of early infected athletes
in indoor sports, non-vaccinated elite athletes were not available at
the time of sampling in 2021. Although all athletes participating had
a reduced physical activity level before the immunological study
part, groups may differ by activity level at least 14 days before
measurement as convalescent athletes are more limited to
physical activity due to quarantine regulations. Interpreting our
result, one should take caution of the different training phases the
athletes were at before their time off practice. This may have
influenced the differences in IL-18 plasma levels. In vivo,
activation of T-cells would likely be influenced by higher IL-18
levels, while our in vitro cell culture was supplemented by non-
autologous human AB-serum causing cytokine-wise equal cell
culture conditions. IL-18 would likely induce Thl T-cells after
activation (Robinson and O’Garra, 2002).

5 Conclusion

T-cell-related immunological aspects other than typical clinical
blood markers have not been investigated at medical clearance in
Con after COVID-19 yet. Overall, caution is needed in interpreting
our results given the small sample size. Our data shows expert-
guided medical dearing after COVID-19 is sufficient to bring
immunological parameters back to baseline. Con even have a
higher inflammatory response to T-cell activation compared to
Vac, indicated by higher TNF-a levels. If this is caused by
Th1 response and a transient residual sign of infection, should be
investigated in future studies. Despite the resolution of
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inflammation, athletes and coaches should take into account that
athletes” T-cells may act more sensitive to immune activation after
SARS-CoV-2 infection up to medical clearance.
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5. Diskussion und Ausblick

5.1. Kein Einfluss des Nachbelastungsserum auf CD4+ T-Zellen in
vitro

Im Rahmen dieser kumulativen Dissertation stellte sich erstens die Frage, ob es ein echtes ,Open
Window” der CD4+ T-Zellen, beeinflusst durch Serumfaktoren nach einer akuten Laufbelastung, gibt.
Die Ergebnisse von Palmowski et al. (2019) zeigen, dass Nachbelastungsserum der gewahlten 30-
minUtigen Belastung den T-Zell-immunmetabolismus nicht herabsetzt. Der Imnmunmetabolismus zeigte
sich weder in Bezug auf die Glykolyserate, noch den Sauerstoffverbrauch signifikant vermindert.
Hinsichtlich mitochondrialen Respiration ergaben sich keine Unterschiede der mRNA-Level, die mit der
Elektronentransportkette assoziiert sind. Erhohte Kapazitdten der Elektronentransportkette von CD4+
T-Zellen durch das Belastungsserum sind unwahrscheinlich, da die erhobenen mRNA-Level von CD4+ T-
Zellen keine Unterschiede der ATPase-codierenden mRNA zeigen. Auch Viabilitdt, Wachstum und T-
Zellmemory-Subtypen, die mit Stoffwechselveranderungen assoziiert sind, waren nach der Aktivierung
im Belastungsserum vergleichbar [3].

Durch die gewahlte Studienmethodik sind diese Zellkulturergebnisse nicht durch die Mobilisierung von
T-Zellen beeinflusst. Innerhalb der Studiendiskussion stellte sich allerdings die Frage, ob die verwendete
Methodik der Sauerstoffmessung nicht sensitiv genug ist und eine hochauflésende Respirometrie zu
signifikanten Ergebnissen fiihren wirde [3]. Die neuere Studienlage zu einer 30-minUtigen
Ausdauerbelastung bei PMBC zeigt allerdings ebenfalls keine erhohte OXPHOS auf der Zellebene [107].
Somit ist wahrscheinlich anzunehmen, dass eine intensive Laufbelastung von 30-Minuten tatsachlich
keinen Einfluss auf die OXPHOS der CD4+ T-Zellen hat. Es konnte klrzlich fir ldngere intensive
Belastungen gezeigt werden, dass bei PMBC die OXPHOS ansteigt. Bei einer maximal-intensiven
Schwimmbelastung von einer Stunde Dauer erhdhte sich die OXPHOS von PMBC auf Zellebene, wobei
die Kapazitdten der Elektronentransportkette nicht beeinflusst wurden. Jedoch wurde die OXPHOS von
T-Zell-Subtypen, wie CD4+, nach 60-minitigen Belastungen bis heute nicht mittels hochauflésender
Respirometrie untersucht. Dies kdnnte ein Ansatz flr zukinftige Studien zum Immunmetabolismus im
Ausdauersport sein [99].

5.2. Spuren einer erhohten T-Zellaktivierung im
Belastungsserum

Es wurde vermutet, dass veranderte Zytokin-, Glukose- oder Laktatkonzentrationen im Belastungsserum
zu veranderter Polarisierung der CD4+ nach der Aktivierung fihren, was mit veranderten
Konzentrationen von Effektor-Zytokinen nach der Aktivierung einhergeht [108]. Es ergaben sich
bezlglich der gemessenen Effektor-Zytokine (TNF-a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, 1L-13, IL-17A, IL-21 und
IL-23) keine Unterschiede nach der Aktivierung zwischen den Ansatzen mit Belastungs- und Ruheserum.
Im Rahmen der Studie konnten jedoch nicht alle Effektor-Zytokine gemessen werden. TGF-B wurde
sowohl im ersten als auch im zweiten Studienabschnitt nicht gemessen, da Inkompatibilitdt mit den
anderen Zytokinen des Multiplex-Panels bestand [2,3]. Dabei ist TGF-B im Kontext Sport ein wichtiger
Wachstumsfaktor, da er durch eine akute Belastung als Myokin ausgeschittet wird und so die Subtypen
Thiz und T induzieren kann [24,88]. Epigenetisch wird Foxp3, der Transkriptionsfaktor von Treg
hauptsdchlich in einem Milieu mit hoher Laktat- und geringer Glukosekonzentration von CD4+
exprimiert, sodass bei hoher Laktat- und hoher Glukosekonzentration, wie im ersten Studienabschnitt
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gemessen, eine Differenzierung in Richtung Treg unwahrscheinlich ist [3,109]. Das Zytokin IFN-y ist ein
weiterer wichtiger Indikator flir die funktionelle TCR-Aktivierung. Die hochsten Konzentrationen in
Zellkulturdberstanden wurden flr CD4+ T-Zellen 48 Stunden nach der Aktivierung gemessen. Dagegen
bleibt die IFN-y -Produktion nach der TCR-Aktivierung robust gegeniber einem Glukose- oder
Glutaminmangel. Sie wird somit offenbar nicht vom Stoffwechsel beeinflusst [36]. Zuklnftige Studien
mit verdndertem Belastungsprofil sollten daher insbesondere TGF-B-Konzentrationen nach Aktivierung
von CD4+ T-Zellen messen. Auffélligkeiten ergaben sich in den Konzentrationen des I6slichen IFN-y-R1,
derim Belastungsserum unabhangig von Ruhe oder Aktivierung erhéht war. Diese kdnnten Spuren einer
erhdhten T-Zellaktivierung der Immunzellen durch das Belastungsserum sein. Geht man von einer
héheren Aktivierung der CD4+ im Nachbelastungsserum aus, musste dies allerdings einen Einfluss auf
die Zytokinausschittung haben. Es lasst sich lediglich spekulieren, dass mit der hoheren Aktivierung eine
geringere Zytokinausschittung kompensiert wird, worlber zukilnftig Einzelzellanalysen Aufschluss
geben konnten. Zum Messzeitpunkt 72h nach der Aktivierung selbst, konnten dartber hinaus keine
Unterschiede hinsichtlich des Aktivierungsmarkers CD95 festgestellt werden [3].

5.3. Veranderte HK1 mRNA Expression nach CD4+-Aktivierung
durch eine akute Laufbelastung

Durch die Verdinnung der Seren mit 50 % T-Zellkulturmedium war der Einfluss aller Serumfaktoren, wie
von Glukose, Laktat oder Zytokinen, im Belastungsserum reduziert. Von allen gemessenen Parametern
war einzig die Expression der mRNA von Hexokinase 1 (HK1) durch das Belastungsserum signifikant
reduziert (p=0,033). Sie transliert das limitierende Enzym HK1 der Substratphosphorylierung [3]. Eine
Erhdhung von HK1 ist mit dem Switch in Richtung des Warburg Stoffwechsel bei der Aktivierung
assoziiert, sodass davon auszugehen ist, dass dieser Shift der CD4+ im Ruheserum verstarkt wird.
Zusammen mit dem Trend flr eine geringere Glukoseaufnahme der CD4+ im Belastungsserum
(p=0,053) und dem Trend zu einer erhéhten Laktatkonzentration (p=0,061), welche HK1 ebenfalls
herunterregulieren kann, ist dies wahrscheinlich [3,76]. Zukinftige Studien sollten besser Glukose und
Laktat in physiologischen Konzentrationen entsprechend der gewéhlten sportlichen Belastung dem
Zellkulturmedium zusetzen, um den Effekt auf die CD4+ T-Zellen bestatigen oder ausschliefen zu
kdnnen. Weiterhin kann die Messung oder Blockierung von Zellmembrantransportern, mittels
Durchflusszytometrie oder Glukosetransporter 2-Deoxyglukose, Klarheit Gber die Veranderung der
GLYC von CD4+ durch akute und regelmalige Laufbelastungen bringen [3].

5.4. Keine Dysregulation der CD4+ nach einer SARS-CoV-2-Infektion

Zweitens stellte sich die Frage, ob regelmédRiges Training die Immunkompetenz von Sportlern so
moduliert, sodass nach einer SARS-CoV-2-Infektion keine Dysregulation der T-Zellaktivierung
zurlckbleibt. Dazu wurden T-Zell-Zytokine in der Zellkultur vor und nach der Aktivierung von CD4+ T-
Zellen bei SARS-CoV-2-genesenen und -geimpften Profisportlern gemessen [2]. Die basal gemessenen
Zytokinwerte deuten darauf hin, dass zwischen den Probandengruppen kein signifikanter Unterschied
der pro-inflammatorischen und anti-inflammatorischen Zytokine mit direktem Bezug zu CD4+ T-Zellen
besteht. Diese waren IL-2, IL-4, IL-5, IL-1B, IFN-a, IFN-y, MCP-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-12p70, IL17A,
IL-23 und IL-33 [2]. Nachwirkungen einer COVID-19-Erkrankung, wie beim Long-COVID-Syndrom
scheinen bei den eingeschlossenen Probanden nicht vorzuliegen, da dies mit erniedrigten IL-6 und
erhdhten IL-10-Konzentrationen im Serum einhergehen musste. Junge Méanner mit Long-COVID, d.h.
persistierenden COVID-Symptomen bis zu 3 Monaten, haben zudem eine geringere Konzentration
peripherer Treg Und CD4+ T-Zellen mit hoherer CD279-Exprimierung im Vergleich zur Kontrollgruppe
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ohne bleibende Symptome und sind eher weniger koérperlich aktiv [110]. Die gemessenen
Schlisselzytokine von Treg, Wie IL-10, waren in den beiden Gruppen sowohl vor als auch nach Aktivierung
nicht statistisch signifikant unterschiedlich. Daten fur TGF-B wurden aufgrund der Inkompatibilitat mit
den anderen Zytokinen des Multiplex-Panels ebenfalls nicht erhoben [2].

Das einzige signifikant auffallige Zytokin war IL-18, das allein nur in der geimpften Kontrollgruppe
unphysiologisch erhéht war [2]. Als proinflammatorisches, pleiotropes Zytokin wirkt IL-18 in
Kombination mit IL-12 auf aktivierte CD4+ T-Zellen erstens in Richtung einer Polarisation von Th;-
Subtypen [87]. Die IL-12 Konzentrationen unterschieden sich in den Ergebnissen von Palmowski et al.
2023 jedoch nicht [2]. Zweitens kann IL-18 und eine Aktivierung des TCR Uber den Transkriptionsfaktor
STAT6, die IL-4 Ausschittung von CD4+ in vitro steigern. IL-18 wirkt somit auf die Hohe der Igk-
Ausschittung und kann Ausloser fir Allergien sein [111]. In einer retroperspektiven Studie mit 460
Sportlern wurde Uber allergische Reaktionen im zeitlichen Zusammenhang nach der Impfung aber nichts
berichtet [112]. AuRerdem unterschieden sich die IL-4 Konzentrationen zwischen den
Probandengruppen nicht [2]. Eine plausible Schlussfolgerung war daher, dass die reduzierten IL-18-
Werte durch einen Verlust von schnell-kontrahierenden Muskelfasern entstehen, der durch die
Saisonpause der nicht-infizierten Sportler im Vergleich zur 14-tdgigen Quarantane bedingt ist [2]. Nicht
auszuschlielen ist ein Zusammenhang mit den neuartigen SARS-CoV-2-Impfungen durch Spikeprotein-
mRNA, da nach impfassoziierter Myokarditis und Myoperikarditis bereits erhohte [L-18-
Konzentrationen als kardiotoxisch diskutiert worden sind [113].

5.5. Erhohte TNF-a  Zytokinkonzentrationen nach CD4+
Aktivierung bei genesenen Sportlern

TNF-q, als Schlisselzytokin von Th1-Zellen, war in der Zellkultur 72 Stunden nach der Aktivierung bei
den genesenen Sportlern im Vergleich zu Nicht-Infizierten signifikant erhoht [2]. Nach der T-Zell-
Aktivierung mit anti-CD3/CD28-Tetrameren, wird die TNF-a-Produktion gewohnlich hochreguliert [36].
Bei Long-COVID-Probanden, konnte dennoch eine geringere IL-6, IFN-y, und TNF-a Produktion von
PMBC nach der Stimulation mit PMA und LPS aufgezeigt werden, die als vorlbergehende
Immunsuppression gedeutet wurden [110]. Die erhobenen Daten deuten darauf hin, dass die
genesenen Probanden der Studie Palmowski et al. 2023 keine voribergehende Immunsuppression
aufweisen, denn die TNF-a-Level der Genesenen sind sogar signifikant erhdht [2]. Ein Zusammenhang
mit dem T-Zellstoffwechsel ist moglich, denn CD4+ T-Zellen reduzieren in vitro ihre TNF-a-Ausschiittung,
wenn die GLYC inhibitorisch herunterreguliert wird [36]. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die
CD4+ der genesenen Sportler auf der Stoffwechselebene zurlckbleibende Verdnderungen aufweisen.
Ein Anstieg der Glykolyse mit erhohte Exprimierung von Glutl durch den viralen Infekt kénnte bei den
Genesen zu erhohter TNF-a-Ausschittung gefihrt haben, jedoch wurden diese Stoffwechselparameter
im zweiten Studienabschnitt nicht untersucht [2]. Die Interpretation der physiologischen Bedeutung
einer erhdohten TNF-a Ausschittung ldsst sich schwer bewerten, da Normwerte nach einer in vitro
Aktivierung mit anti-CD3/CD28 von CD4+ T-Zellen bei Sportlern nicht bekannt sind. TNF-a ist ein
wichtiger Regulator des Stoffwechsels, z. B. Gber die Inhibition des Fettstoffwechsels und die Regulation
des Cholesterolstoffwechsels [114]. Zudem ist die Wirkung von TNF-a ist pleiotrop und beispielsweise
abhangig davon, an welchen Rezeptor TNF-a gebunden wird. So ist neben einer pro-inflammatorischen
Wirkung auf CD4+ lber NF- kB und MAPK mit folgender Apoptose eine anti-inflammatorische Wirkung
Uber CD4+ T-Zellen moglich, bei der TNF-a die Proliferation von T auslost [115]. WeiterfUhrende
Studien kénnten die TNF- a-Rezeptoren und die Stoffwechselebene starker in den Fokus ricken.
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FAZIT

6. Fazit

Korperliche Aktivitat als Prdventivmedizin zur Starkung des Immunsystems ist eine allgemein
anerkannte Intervention [4]. Nach einer SARS-CoV-2 Infektion zeigte sich, dass bei den in unserer Studie
untersuchten mannlichen Mannschafts-Sportlern keine immunologische Dysregulation der CD4+ T-
Zellen zurlckbleibt [2]. Unklar bleibt, ob dies ebenfalls fir CD4+ von weiblichen Sportlern gilt, da
Geschlechtsunterschiede der Immunfunktion besonders fir CD4+ bekannt sind [116]. Die genauen
adaptiven molekularen Mechanismen, die das Immunsystem durch Sport stdrken, sind bis heute
ungeklart. CD4+ Subtypen wurden vorher nicht im Kontext einer akuten Laufbelastung auf den
Immunmetabolismus untersucht [99]. Ein ,Open Window”, das einer Adaptation vorhergehen konnte,
konnte in dieser kumulativen Dissertation, in Bezug auf den oxidativen Stoffwechsel nach einer 30-
mindtigen Ausdauerbelastung, nicht aufgezeigt werden [3]. Moglicherweise kdnnen langer dauernde
Belastungen, welche die Glykogenspeicher leeren, darauf Einfluss nehmen, was zuklnftige Studien
zeigen missen. Falls es einen adaptiven Mechanismus der CD4+ nach 30-minUtiger Laufbelastung gibt,
kdnnte dieser auf Ebene der Epigenetik zu finden sein. Die Reduktion der HK1 mRNA gibt in der
durchgefihrten Studie erste Hinweise darauf [3]. MicroRNAs oder Exosomen sind ebenfalls
vielversprechende epigenetische Modulatoren von CD4+, die in zukinftigen Studien untersucht werden
kdnnten [117,118]. Die Forschungsliicke zwischen den Erkenntnissen gilt es in zukiinftigen Studien zu
schlieBen. Dabei wird immer eine Problematik bleiben, dass die Diversitat und Plastizitat von CD4+ T-
Zellen hinsichtlich Phdanotyp und Funktion grofs ist und die grundlegenden Mechanismen der Plastizitat
in der Grundlagenforschung kaum verstanden sind [15].
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