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1. Einleitung

1.1. Proopiomelanocortin (POM C) und POM C-Fragmente
Proopiomelanocortin (POMC) ist ein Protein,das a's Prakursor fir eine Vielzahl von Peptiden

wie beispielsweise ACTH, (3-Endorphin oder a-, -, y-MSH dient. In grél3erer Menge wurde
POMC aus der Hypophyse isoliert, peripher konnten POM C-Fragmente beispielsweise in der
Haut, in der Milz, dem Nebennierenmark, im Gastrointestinaltrakt und in weiteren Organen
des menschlichen Korpers nachgewiesen werden.

POMC ist mit 7665 Basenpaaren auf Chromosom 2 codiert. Es besteht aus drel Exons und
zwei Introns, die als Vorlage fur das Transkript dienen. Die Translation flihrt zum Pr&POMC,
aus dem nach Abspatung eines Signalpeptides POMC mit 241 Aminosduren entsteht.
Stimulierend auf die Biosynthese wirken Hormone wie Arginin-Vasopressn (AVP) und das
Corticotropin-Rel easing-Hormon (CRH), wahrend Glucocorticoide  (negativer
Feedbackmechanismus) und Dopamin einen hemmenden Einfluss auf die Synthese haben.
Somit stellt POMC enen Bestandteil der Hypothalamus - Hypophysen-Nebennieren-Achse
dar [Bertagna et al. (1994); Hollt et a. (1993); Castro et al. (1997)].

POMC wird bei niederen Spezies in zwei verschiedenen Zelltypen in kleinere Fragmente
zerlegt. In den corticotrophen Zellen wird POMC zu dem ,, 16 K-Fragment®, zu ACTH und zu
[Lipotropin (>-LPH) gespalten. Ein geringer Teil des (3-LPH wird weiter in [>-Endorphin und
y-LPH gespalten. In den melanotrophen Zellen entstehen a-, 3, y-MSH, das so genannte
»Joining Peptide*, Corticotropin-like intermediate lobe Peptide (CLIP), sowie die acetylierten
Formen von [-Endorphin-Fragmenten (Nac-End) [Knigge et al. (1984); Mc Loughlin et al.
(1993); Young et a. (1993)].

Proopiomelanocortin

(265AS)
/ l \ Corticotrophes System
| 16 K-Fragment | |ACTH (1-39) | | R-LPH |
(39AS) /\
| y-LPH | | 3-End (1-31) |
(31AS)

Abb. 1.1-1 Struktur von POMC und seinen Spaltprodukten im corticotrophen System.

In Klammern ist die Anzahl der Aminosauren angegeben.
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Proopiomelanocortin

(265AS)
/ l \ M elanotrophes System
| 16 K-Fragment | |ACTH (1-39) | | 3-LPH |

(39AS) / \

/ l\ / \ | [e-End -3 |

v-LPH |

l (31AS)

INTEr | [ymsh | {op ] [amsH | [cup | [y-teH | [R-End |

|8-MSH | |Nac-8-End |
(18AS)

Abb. 1.1-2 Struktur von POMC und seinen Spaltprodukten im melanotrophen System.

In Klammern ist die Anzahl der Aminoséuren angegeben.

1.2. Freisetzung von POM C-Fragmenten unter Stress

Der Mensch ist verschiedenen Formen von Stress ausgesetzt. In Meyers grof¥em
Taschenlexikon (1990) findet man folgende Definition:

»Stress, von H.Selye 1936 geprégter Begriff fir ein generelles Reaktionsmuster, das Tiere
und Menschen als Antwort auf erhdhte Beanspruchung zeigen. Diese Beanspruchungen
(Stressoren) konnen z.B. physikalischer (Kélte, Hitze, L&m), chemischer (Schadstoffe,
Drogen), medizinischer (Infektion) oder psychischer Art (Isolation, Prifung, Belastung in der
Familie, Schule oder Berufswelt) sein.”

Wird der menschliche Organismus Stress oder Belastungen ausgesetzt so lassen sich
Reaktionen wie beispielsweise ein Anstieg der Herzfrequenz, des Blutdrucks und der
Atemfrequenz as , StressAntwort” beobachten. Es existiert somit ein System (, Stress-
System*), welches diese Reaktionsmuster hervorruft, um den Korper und seine Funktionen an
die neu auftretenden Belastungssituationen anzupassen (,Adaptation“), und das
»Gleichgewicht / HomGostase zwischen Belastung und Korperfunktion® wiederherzustellen
[Chrousos et a. (1998), (2002)].
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Zu einem solchen , Stress-System* gehort bekannterweise das ,, Sympathiko-Adrenerge
System*. Es hat sich aber auch gezeigt, dass auf hormonaer Ebene unter verschiedenen Arten

von Belastungen eine Aktivierung des POM C-Systems erfolgt.

POMC wird unter Stress/ Belastung exprimiert und dann in seine Fragmente gespalten. Esist
jedoch nicht zwingend gegeben, dass sowohl das corticotrophe as auch das melanotrophe
System parallel aktiviert werden. Ebenso konnen die Fragmente je nach Belastung auch
innerhalb  eines Systems in Vvollig unterschiedlichen Konzentrationsverhéltnissen
nachgewiesen werden.

Bisher sind die funktionelle Bedeutung sowie das biologische Konzept von POMC und seinen
Fragmenten im Rahmen von ,Stress’, ,Stress-System® oder |, Stress-Adaptation®
weitestgehend unbekannt.

1.3. POM C-Fragmente

In dieser Studie wurden folgende POM C-Fragmente bestimmit:
- ACTH
- [34-Endorphin-immunoreaktives Materia
- 34-Endorphin (1-31)
- N-Acetyl-3-Endorphin-immunoreaktives M aterial
- M SH-immunoreaktives M aterial

1.3.1. ACTH

Das Adrenocorticotrope Hormon (ACTH (1-39)) wird beim Menschen in der
Adenohypophyse durch Spaltung von POMC gebildet. Es wird in Sekretgranula in der
Hypophyse gespeichert und nach Bedarf Uber Exocytose ins Blut freigesetzt. Die Freisetzung
steht unter Kontrolle von CRF (Corticotropin releasing factor), welcher im Hypothalamus
gebildet wird. ACTH selbst fuhrt zu einer Freisetzung von Glucocorticoiden aus der
Nebennierenrinde [Ganong et al. (1987)]. Eine verstarkte Ausschiittung von CRF und somit
ACTH finden wir bei physischem und psychischem Stress sowie bei erniedrigten
Corticoidspiegeln. Hohe Konzentrationen an Corticosteroiden im Blutplasma fuhren Uber
einen negativen Feedbackmechanismus zur verminderten Freisetzung von ACTH und CRF.
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Die ACTH-Freisetzung in Ruhe unterliegt einem circadianen Rhythmus mit einem Peak in
den frihen M orgenstunden und einem Tief in den Nachtstunden.

Die Funktionen von ACTH sind vielféltig. Sie kdnnen zum Teil spezifischen Sequenzen des
ACTH-Molekuls zugeordnet werden. ACTH (1-13) zeigt MSH-AKktivitét, ACTH (1-24) ist
bei allen Vertebraten identisch und entfaltet seine biologische Aktivitdt an der
Nebennierenrinde und an Fettzellen. ACTH (25-39) steht fir die Speziesspezifitét. ACTH (4-
9) ist eine Aminosauresequenz, die dreima — zum Teil mit geringflgiger Variation- in dem
Protein POMC vorkommt: Es handelt sich um a-, B- und y-MSH. Dieser Sequenz werden
neuromodulatorische Effekte zugeschrieben. In Tierexperimenten konnte ein Einfluss auf
Lernprozesse nachgewiesen werden, beim Menschen scheint es Auswirkungen auf die
»Selektive Aufmerksamkeit” auszutiben [Silbernagel (2003)].

ACTH gpielt entweder Uber seine direkte Wirkung oder indirekte Wirkung uber die
Freisstzung von Corticoiden eine zentrale Rolle im Fett-, Kohlenhydrat-, oder
Eiwei3stoffwechsel. Es beeinflusst den Elektrolythaushalt und zeigt immunmodulatorische
Effekte sowie Effekte im zentralen Nervensystem.

Eine zusammenfassende Darstellung von ACTH-Rezeptoren und dessen Funktionen ist Tab.
1.3-3 zu entnehmen.

Die Rolle von ACTH im Rahmen der ,, Stressadgptation” ist weitestgehend unbekannt.

1.3.2. B4-Endor phin-immunor eaktives M aterial (3-End-IRM) /
34-Endorphin (1-31) (34-End (1-31)

1.3.2.1. Biosynthese / 3-Endorphin-Derivate

[3-Endorphin ist ein POM C-Fragment mit 31 Aminosauren und wird Uber die Spaltung von
POMC uber das Zwischenprodukt (-LPH gebildet. Es kann weiteren Bearbeitungsprozessen
wie einer Fragmentierung oder N-terminalen-Acetylierung (melanotrophes System)

unterliegen. Die folgende Abbildung zeigt mogliche (3-Endorphinderivate:
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| R-Endorphin (1-31) |
| R-Endorphin (1-27) |
| R-Endorphin (1-26) |
| R-Endorphin (1-17) |
[ R-Endorphin (1-16) |
e N-acetyl-B-Endorphin (1-31)
|

N -acetyl-R-Endorphin (1-27) |
B N -acetyl-R-Endorphin (1-26) |

I N -acetyl-R-Endorphin (1-17) |
I\ -acety|-R-Endorphin (1-16)]

Abb. 1.3-1 -Endorphin-Derivate.

Der Nachweis von authentischem 3-Endorphin (1-31) unterliegt einigen Storfaktoren. Die
gangigen Nachweisverfahren weisen nicht nur 3-Endorphin (1-31) nach, sondern auch die
verschiedenen [(¥Endorphinderivate sowie [(LPH [Cumming et al. (1987)]. Die
Kreuzreaktivitdt mit 3-LPH der verschiedenen Verfahren aus den Studien liegt zwischen 1,5
% und 100 % [Farrell et al. (1987); Rahkila et al. (1988)]. Daher spricht man korrekterweise
von [>Endorphin-immunoreaktivem Material. Einige Studien weisen ein festes molares
Verhaltnis zwischen [-Endorphin und 3-LPH nach [Elias et a. (1989); Oleshansky et al.
(1990)], wahrend andere Studien diese Aussagen widerlegen [McLouglin et a. (1993)].

Die Nachweisproblematik ist ein Grund, warum die funktionelle Bedeutung von (>-Endorphin
im ,, Stresssystem* bisher nicht geklart ist. Daher kommt in der vorliegenden Arbeit zusétzlich
zu den herkdbmmlichen Verfahren ein Assay zur Anwendung, der hochspezifisch
authentisches [3;-Endorphin (1-31) nachweist [Harbach et a. (2000); Schulz et a. (2000)].

1.3.2.2. M6gliche Funktionen im Organismus

(>Endorphin ist neben ACTH das bekanntese POMC-Fragment. Populistisch wird es als
»Gluckshormon® bezeichnet, das beispielsweise fur die , Stimmungssteigerung® beim
Schokoladeessen und beim Marathonl&ufer fir den ,,Kick* oder ,, runners high* verantwortlich
gemacht wird. Wissenschaftlich gesehen mussen diese Aussagen kritisch betrachtet werden
[Hoffmann et al. (1996)].

Erstmals wurde 3-Endorphin 1977 aus einer Kamelhypophyse isoliert [Li et a. (1977)].
Seitdem wurde 3-Endorphin-immunoreaktives M aterial unter Verwendung unterschiedlicher
Nachweistechniken in vielen verschiedenen Organen von Menschen und Tieren nachgewiesen
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[Naka et al. (1978); Aleem et al. (1986); Vuolteenaho et d. (1980); Hahn von Dorsche et al.
(1992)]

Erhdhte  3-Endorphin-Plasmakonzentrationen  kdnnen nach  sportlicher  Belastung
nachgewiesen werden. Hierzu kommt es haufig, wenn die Belastung entweder zu einer
anaeroben Stoffwechsellage im Korper fuhrt (Lactat > 4mmol/l oder VOznax>75%) [Schwarz
und Kindermann (1990); Sforzo et al. (1988)], oder eine aerobe Dauerbelastung vorliegt
[Heitkamp et a. (1993)].

Unklar bleibt aber die Funktion von 3-Endorphin in diesen Stresssituationen. Die Annahme,
dass dieses POMC-Fragment in den Glucosestoffwechsel eingreift, um ,Energien® fur die
Belastung bereitzustellen, wird kontrovers diskutiert [Goldfarb et a. (1997); Evans et al.
(1997); Jamurtas et al. (2001)]. Die Frage, inwieweit (3-Endorphin in einen Zusammenhang
mit veréandertem Schmerzempfinden bei sportlicher Belastung gebracht werden kann, wird in
der Literatur ebenfalls nicht einheitlich beantwortet [Drost et a. (1991); Stein et al. (1991)
Tseng et al. (2001)]. Es zeigt sich jedoch, dass es einen direkten Zusammenhang zwischen
einer Acidose bzw. dem , base excess‘- Wert / ph-Wert und der (3-Endorphin-Konzentration
im Blutplasma gibt [Taylor et al. (1994)].

[>Endorphin kann nicht nur im peripheren Gewebe nachgewiesen werden, sondern auch im
zentralen Nervensystem (ZNS). Hier stehen seine Funktionen in engem Zusammenhang mit
Opioidrezeptoren. Die folgende Tabelle gibt Aufschluss tber , mogliche® Funktionen von 13-
Endorphinim ZNS as Agonist an Opioidrezeptoren:

Rezeptor | Agonist Funktion Anatomie / Lokalisation

pl/p2 |[RB-Endorphin [ Reduktion von Angst/ Schmerz | Thalamus, ZNS-KernG, Rickenmark

Kardio-vaskulare Effekte ZNS-KernG, Rickenmark
Respiratorische Depression ZNS-KernG
Stimmungsmodulation Cortex, Thalamus, ZNS-KernG
Thermoregulation Hypothalamus

Essverhalten Hypothalamus, ZNS-KernG
Wasserhaushalt Hypothalamus

Endokrine Aufgaben
Immunmodulation ZNS-KernG, Thalamus
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Rezeptor | Agonist Funktion Anatomie / Lokalisation

o] 3-Endorphin | Reduktion von Angst Ruckenmark
Kardio-vaskulare Effekte ZNS-KernG
Stimmungsmodulation Cortex, Thalamus
Thermoregulation Hypothalamus
Endokrine Aufgaben
Immunmodulation ZNS-KernG, Thalamus

K (B-Endorphin) | Reduktion von Angst / Schmerz | Rickenmark
Kardio-vaskulare Effekte Hypothalamus, ZNS-KernG
Stimmungsmodulation Cortex, Thalamus, Amygdala
Essverhalten Hypothalamus, ZNS-KernG
Wasserhaushalt Hypothalamus
Endokrine Aufgaben

Tab. 1.3-2 3-Endorphin als Agonist an Opioidrezeptoren; Anatomie / Lokalisation;
»,mogliche Funktion* (ZNS-KernG: verschiedene Kerngebiete im zentralen
Nervensystem) [Hoffmann et a. (1996); Mizoguchi et al. (2002)].

Viele der in Tab. 1.3-2 dargestellten Zusammenhange zwischen 3-Endorphin und seinen
Funktionen sind bis heute nicht geklart, zum Tell sogar umstritten und Gegenstand vieler
aktudler Forschungsarbeiten, wie folgende Beispiele zeigen: ,, Die Rolle von [3Endorphin im
Energiehaushalt® [Appleyard et al. (2003); Silva et a. (2002)], (3-Endorphin bei
Schizophrenie und Depressionen [Bernstein et a. (2002); Zangen et al. (2002)], [-Endorphin
im Zusammenhang mit dem menschlichen Immunsystem [Peijie et al. (2003); Hae et al.
(2003)], oder -Endorphin und Schmerz [Matejec et d. (2003); Tseng et al. (2001)]. Die
Spatung und Freisetzung von 3-Endorphin als auch N-Acetyl--Endorphin ist nicht nur auf
die Zellen des ZNS beschrankt, sondern ist auch in den Kardiozyten, speziell in den Vorhéfen
nachgewiesen worden [Millington et al. (1999)]. Dieses Studienergebnis stérkt die These des
Einflusses von POM C-Fragmenten auf das Herz-Kreid aufsystem.

1.3.3. N-Acetyl-34-Endor phin-immunor eaktives M aterial (Nac-End-IRM)

Esist ein POMC-Derivat des melanotrophen Systems. Durch eine N-terminale Acetylierung
von [&-Endorphin entsteht N-Acetyl-[-Endorphin (Nac-End-IRM). Es existieren verschiedene
N-Acetyl-[>Endorphin Derivate (siehe Abb. 1.3-1).

Die Erkenntnisse Uber N-Acetyl--Endorphin-IRM sind begrenzt. Sie stammen aus

tierexperimentellen Studien und zeigen teilweise kontroverse Ergebnisse.
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Stress hat offenbar Einfluss auf die Nac-End-IRM-Konzentration im Plasma, jedoch scheint
die Art und Intensitdt des Stressors eine Rolle zu spielen. Kéltestress bei Karpfen fuhrt zu
einem Anstieg der Konzentration von Nac-End-IRM im Plasma [van den Burg et al. (2003)].
Stress bel Fischen durch eingeschrankten Schwimmraum fuhrt zu unterschiedlichen
Ergebnissen. In der Akutphase kommt es bei Regenbogenforellen zu einem signifikanten
Abfall der Hormonkonzentration [Balm et a. (1995)], wahrend bei Seebrassen keine
Plasmaveranderung, wohl aber ein Anstieg von Nac-End-IRM in der Hypophyse beobachtet
werden kann [Rotllant et al. (2001)]. Chronischer Stress wiederum fuhrt hierbei zu einer
Aktivierung des melanotrophen Systems mit einem Konzentrationsanstieg von Nac-End-IRM
im Plasma [Rotllant et al. (2000)].

Studien, in denen dieses POM C-Derivat im menschlichen Plasma nachgewiesen wurde, sind
nicht bekannt.

Uber Synthese und Speicherung von N-Acetyl-B-Endorphin-IRM in der Hypophyse wurde
berichtet [Stevensen et al. (1996); Evens et a. (1994)]. Offensichtlich scheint dieses Hormon
einen , modulierenden” Einfluss sowohl auf Opioidrezeptoren als auch auf den a,-Rezeptor
auszuiiben [ Sanchez-Blazquez et a. (1995), (1993), (1992)].

Die Funktionen von N-Acetyl-[-Endorphin-IRM sind unklar, einige Studien zeigen jedoch,
dass 3-Endorphin-IRM und N-Acetyl-[3-Endorphin-IRM sogar gegenseitig antagonisierende
Effekte haben kdnnen [Tsujii et al. (1989); Ellerkmann et al. (1993)].

1.3.4. B-M SH-immunor eaktives M aterial (3-MSH-IRM)

R-MSH-(1-18) ist ein POMC-Fragment des melanotrophen Systems. Uber mehrstufige
Spatungen durch Endopeptidasen entsteht aus POMC das M SH Uber 3-LPH und y-LPH
(sehe Abb. 1.1-2).

Die Funktion von [FMSH ist weitestgehend unklar. Es liegen uns zur Zeit keine Studien vor,
die im Plasma von menschlichen Probanden 3-M SH im Zusammenhang mit physischem oder
psychischem Stress nachweisen. Die meisten Informationen Uber dieses Fragment resultieren
aus Zelversuchen sowie Tierversuchen mit Ratten, denen das POM C-Fragment appliziert
wurde.

Bislang sind fuinf verschiedene Melanocortinrezeptoren MC1 bis MC5 bekannt, an denen mit
unterschiedlicher Affinitét und Potenz POM C-Fragmente binden kdnnen. Die Dichte der

Rezeptoren in den unterschiedlichen Organen ist Uber Tierexperimente gut erforscht.
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Rezeptor [ Agonist Expression Funktion
MC1 ACTH>R-MSH | Leukozyten, Geschlechtszellen Immunmodulation, antiinflammatorische
Astrozyten und andere zentrale Effekte, Hautpigmentierung
Angriffspunkte
MC2 ACTH Nebennierenrinde Fettstoffwechsel
MC3 ACTH=R-MSH | Hypothalamus, Placenta Kardiovaskulédre Funktion, Thermo-
Verdauungsorgane regulation, Kontrolle von Nahrungs-
aufnahme / Essverhalten
MC4 ACTH>[R-MSH | ZNS, Nebennierenmark Eingriff ins autonome Nervensystem
und in neuroendokrine Funktionen
Gewichtskontrolle+Nahrungsaufnahme
Einfluss auf Reaktionsmuster wie
Angst, Depression und Stress
MC5 ACTH=R-MSH | Haut, Nebenniere, Skelettmuskulatur | Funktion bislang unklar und
Milz, Thymus, Hoden, Ovarien, spekulativ: Fettstoffwechsel ?
Leber, Schilddriise, ZNS und Wasserhaushalt ?
andere Organe Thermoregulation ?

Tab. 1.3-3 Zusasmmenfassende Darstellung tiber die Melanocortinrezeptoren MC1 bis

MC5, ihre Agonigen, Vorkommen und ihre moglichen / vermuteten Funktionen
[Starowicz et al. (2003)].

Viele Funktionen des ACTHs und seine Wirkung an den Melanocortinrezeptoren sind

nachgewiesen. Anders verhdlt es sich jedoch mit [MSH. Die Ergebnisse der bisherigen

Studien (Tab. 1.3-3) sagen lediglich aus, an welche Melanocortinrezeptoren sich

maoglicherweise MSH in vivo binden kann. Diese Rezeptoren werden weiterhin in

Zusammenhang mit gewissen Funktionen gebracht. Es darf jedoch nicht der Umkehrschluss

folgen, dass das POM C-Fragment fur eine bestimmte Funktion, wie in der Tabelle aufgefihrt,

verantwortlich ist. Hierzu fehlt bisang auch der ,in Vivo-Nachweis’ von [FMSH im

menschlichen Plasma oder Liquor

Versuchsbedingungen.

cerebrogpinalis in

Ruhe und unter definierten
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1.4. POM C-Fragmente bel physischer Bdastung

Wird der menschliche Organismus physischen Belastungen ausgesetzt, so verbraucht der
Korper mehr Energie. Diese wird durch die Verbrennung von Glucose und Sauerstoff zur
Verfligung gestellt. Findet dieser Vorgang unter Uberschuss an O,-Angebot statt, spricht man
von einer aeroben Stoffwechsellage. Gerét der Korper auf Grund der Belastung in eine
Sauerstoffschuld, spricht man von einer anaeroben Stoffwechsellage. Hier wird Glucose nicht
im Zitratzyklus verbrannt, sondern es wird Energie (in geringerem Ausmald) durch die
Bildung von Laktat gewonnen. Somit kann zwischen einer aeroben und anaeroben
Belastungsform unterschieden werden. Der Plasmalaktatwert kann unter Vorbehdt als
Indikator flir die Belastungsintensitét verwendet werden [Heck et a. (1985)].

[>Endorphin-IRM
Bei aeroben Belastungen wird (3-Endorphin-IRM erst nach einer Belastungsdauer von ca. 60
Minuten im Blutplasma gefunden [ Schwarz und Kindermann (1990); Heitkamp et al. (1993)].

Im anaeroben Bereich kann bei einer maximalen Ausbelastung schon nach 10-30 Sekunden (3
Endorphin-IRM nachgewiesen werden [Petraglia et a. (1988); Schwarz und Kindermann
(1990)].

Maximale 3Endorphin-IRM-Plasmakonzentrationen wurden unabhangig von der
Belastungsart in den ersten funf Minuten nach Ende der Belastung gefunden [Langenfeld et
al. (1987); Schwarz und Kindermann (1990); Goldfarb et al. (1991)], wahrend nach weiteren
10 Minuten, je nach Intensitdt und Dauer der Belastung, ein signifikanter Abfall der
Peptidkonzentration zu beobachten ist [Heitkamp et al. (1993)].

Die Frage, inwieweit Training oder der Trainingszustand der Probanden Einfluss auf die
Plasmakonzentration von [-Endorphin-IRM haben, wird in der Literatur sehr widersprchlich
diskutiert. Wurden trainierte Probanden mit untrainierten Probanden verglichen, ergaben sich
kontroverse Befunde:

Im direkten Anschluss an eine Belastung zeigten sich bel trainierten Probanden sowohl
erhohte [Farrdl et al. (1987); Moughin et a. (1987)], unveranderte [Goldfarb et al. (1991);
Howlett et al. (1984)], ds auch verminderte (3-Endorphin-IRM-Konzentrationen [Kramer et
al. (1989)]. Ebenso kontrovers sind die Studienergebnisse beztiglich der Fragestellung, ob die
Ruhewerte der Fragmentkonzentrationen bel trainierten Probanden hoher [Lobstein et al.
(1989), (1991)] oder im Vergleich zu untrainierten Probanden gleich sind [Pierce et al.
(1993)].
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ACTH

Auch die ACTH-Plasmakonzentration steigt unter Belastung an. Es reichen jedoch schon
deutlich geringere Belastungsintensitdten als bel (3Endorphin aus, um eine gesteigerte
Freisetzung hervorzurufen. Es zeigt sich, dass [>-Endorphin und ACTH nach Belastung in teils
unterschiedlichen, teils aequimolaren Konzentrationen im Plasma vorliegen [Oleshansky et al.
(1990); Heitkamp et al. (1993), (1996); Elias et al. (1989)]. Ob Training einen Effekt auf die
ACTH-Konzentrationen nach der Belastung oder in Ruhe hat, wird ebenso wie be (3
Endorphin-IRM kontrovers diskutiert [Chennaoui et al. (2002); de Diego Acosta et al. (2001);
Gomez-Merino et a. (2002); Castellani et al. (2002)]. Zuckermann-Levin et al. (2001) weisen
nach, dass ACTH fir die Leistungsfahigkeit des Kdrpers eine essentielle Bedeutung hat.

N-Acetyl-[-Endorphin-IRM
Fur Nac-End-IRM liegt zur Zeit nur eine Studie vor, in der diesess POMC-Fragment unter

physischen Stressbedingungen nachgewiesen wurde [Young et al. (1993)]. In dieser Studie
wurden Ratten zum Schwimmen tber 30 Minuten gezwungen. Hierbei konnte ein Anstieg des
Nac-End-IRM im Plasma gezeigt werden.

M SH-IRM

Zur Zeit liegen keine Studien vor, die [MSH-IRM im menschlichen Plasma unter physischer

Belastung nachweisen.

1.5. POM C-Fragmente bei psychischer Belastung

Eine Vielzahl an Studien weist darauf hin, dass POMC-Fragmente auch bei einer rein
psychischen Belastung freigesetzt werden. So sind beispielswei se erhdhte 3-Endorphin-1RM-
Plasmakonzentrationen beim Bungee-Springen [Hennig et a. (1994)] oder beim Ski-Springen
vor und nach dem Sprung [Schulz et al. (2003)] gemessen worden. Ebenso konnen bei
psychischer Belastung erhéhte ACT H-Plasmakonzentrationen nachgewiesen werden. So z.B.
bei Probanden, die eine offentliche Rede halten sollen [al"Abs et al. (2000)]. Es zeigt sich
jedoch, dass der Konzentrationsanstieg im Plasma von individuellen Faktoren der Probanden
abhéngig ist [Singh et . (1999)].

Uber die Freisetzung von N-Acetyl-R-Endorphin-IRM und B-MSH-IRM unter psychischer
Belastung liegen derzeit keine Studien vor.
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1.6. Nachweisverfahren der POM C-Fragmente

1.6.1. ACTH
Der Nachweis von ACTH im Plasma der Probanden erfolgte im Zentrum fur Klinische
Chemie der Justus-Liebig-Universitdt Gie?en unter Verwendung eines Two-Site

Chemilumineszensassays (Fa. Nichols-Diagnostics, San Juan Capistrano, U.S.A).

1.6.2. B-End-IRM, Nac-End-IRM, R3-MSH-IRM, -End (1-31)

Zum Nachweis von POM C-Fragmenten standen verschiedene Radioimmunoassays (RIA) zur

Verflgung.

Fluid Phase-One Site Radioimmunoassay

Bei diesem Verfahren konkurriert eine konstante Menge an radioaktiv markiertem Antigen
mit einer variablen Menge an nicht markiertem Antigen (Probandenprobe) um eine konstante
Menge an Antikorperbindungsstellen. Je hoher die Konzentration an nicht markiertem
Antigen in den Proben desto geringer ist die Menge an markiertem Antigen, die von den
Antikorpern gebunden wird. Uber die Messung der gebundenen Radioaktivitét in den
Inkubationsanséatzen kann auf die nicht markierte Antigenmenge - in diesem Fall die Menge
der POM C-Derivate - zurtickgeschlossen werden. Dieses Verfahren ermoglicht unter anderem
den quantitativen Nachweis von (3;-Endorphin-IRM, (M SH-IRM und Nac-End-IRM.

Fluid Phase-Two Site Radioimmunoassay

In diesem Verfahren wird das zu messende Peptid durch zwei verschiedene Antikorper — ein
radioaktiv markierter und ein nicht markierter Antikdrper - an zwei definierten Epitopen
gebunden. Durch Hinzufiigen von Antiserum gegen den nicht markierten Antikdrper werden
die Antikorper-Antigen-Komplexe, d.h. die in diesem Komplex vorhandene Radioaktivitét,
prazipitiert. Die Messung der Radioaktivitdt der Prézipitate gibt Aufschluss dber die
Peptidkonzentration. Dieses Verfahren ermdglicht den quantitativen Nachweis von -
Endorphin (1-31).

Auswertung der Radioimmunoassays

In beiden Vefahren wird Radioaktivitdt gemessen. Um diesen Werten eine
Peptidkonzentration zuzuordnen, werden so genannte , Standardproben* in den Assays

mitbestimmt. Diese Standardproben enthalten definierte Konzentrationen des zu messenden
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Peptides. Uber einen Vergleich der Radioaktivitdt aus den Probandenproben mit der
Radioaktivitdt aus den Standardproben konnen somit die Konzentrationen der

Probandenproben ermittelt werden.
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2. Aufgabenstellung

Zahireiche Studien untersuchten den Einfluss physischer und psychischer Belastung auf die
Freisetzung einzelner POMC-Fragmente. Das Hauptaugenmerk galt dabei dem ACTH und
dem so genannten ,,[>Endorphin®. Weiteren POMC-Fragmenten wie dem MSH oder N-
Acetyl-[3-Endorphin wurde dabei wohl auch aufgrund fehlender Nachweisverfahren nur
geringe Beachtung geschenkt. Ein Hauptproblem der bisher durchgefihrten Studien war dabel
der Einsatz verschiedener, unspezifischer Nachweisverfahren, die insbesondere bei dem
Nachweis von ,[3-Endorphin® bis zu 10 verschiedene [>Endorphin-Derivate und weitere
POM C-Fragmente wie zum Beispiel das 3-LPH erfassen. Berichtet wurde aber in den meisten
Félen nur Uber ,, 3-Endorphin®.

Ein weiteres Problem der vorliegenden Studien bestand vor allem in der mangelhaften
Information Uber den Einflusses von intensivem Kkorperlichem Training unter
Berlicksichtigung saisonaler Einflisse auf die Freisetzung einzelner POMC-Fragmente bei
physischer Belastung.

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von intensivem korperlichem Training
auf die Freisetzung der POMC-Fragmente ACTH, 3-Endorphin-IRM, 3;-Endorphin (1-31),
N-Acetyl-[>Endorphin-IRM und MSH-IRM unter Ausschluss saisonaler Einflussfaktoren
zu erfassen. In den berets publizierten Studien von Schulz et al. (2000) waren weder N-
acetyl-f3;-Endorphin-IRM und (MSH-IRM noch der Einfluss saisonaler Faktoren am
trainierten im Vergleich zu untrainierten Versuchpersonen untersucht worden.

Mittels der in dieser Studie eingesetzten Nachweisverfahren zur Bestimmung von (3
Endorphin-IRM, (4-Endorphin (1-31), N-Acetyl-3-Endorphin-IRM und M SH-IRM sollte
weiterhin die stressspezifische Freisetzung der nachgewiesenen POM C-Fragmente infolge
Veranderung der Belastungsdauer und -intensitét sowie infolge einer psychischen
Belastungssituation bel konstantem Probandenkollektiv gepruft werden, um interindividuelle
und intraindividuelle Unterschiede in Hinblick auf die Freisetzung der einzelnen POMC-

Fragmente bei den einzelnen Stimuli aufzeigen zu kdnnen.

Ergdnzend hierzu sollten eventuelle Storfaktoren der eingesetzten Nachweissysteme,
insbesondere hinsichtlich der Auswertung der Befunde festgestellt und, soweit mdglich, eine

Probleml 6sung gefunden werden.
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3. Material

3.1. Chemikalien, Reagenzien, Testsubstanzen

Athanol, vergallt Merck, Darmstadt

Aktivkohle Merck, Darmstadt

Albumin aus Rinderserum (BSA)  Sigma, Minchen

Antikorper 3-E7 Gramsch Laboratories, M iinchen
Chloramin T Merck, Darmstadt

Essigsdure Merck, Darmstadt

Freund’sches Adjuvans, komplett  Behring, Marburg
Freund’sches Adjuvans, inkomplett Behring, Marburg

Gedatine Merck, Darmstadt
Glucose Merck, Darmstadt
Glycin Merck, Darmstadt
Goat-Anti-Rabbit-lmmungl. G Peninsula, Heidelberg
Harnstoff Merck, Darmstadt
KCL Merck, Darmstadt
KH,PO4 Merck, Darmstadt
NaCl Merck, Darmstadt
NapHPO, Merck, Darmstadt
Na 1% Amersham, Braunschweig
Normal Rabbit Serum Peninsula, Heidelberg
[>Endorphin-(1-31) nhumen Peninsula, Heidelberg
N-Acetyl-[-Endorphin-(1-31) numan  Peninsula, Heidelberg
M SH human Peninsula, Heidelberg
1-Propanol Merck, Darmstadt
Thiomersal Merck, Darmstadt
Thyreoglobulin, porcin Serva, Heidelberg

Triton X-100 Sigma, Miinchen
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3.2. Pufferldsungen

Puffer C:

Puffer D:

3.3. Gerate und Zubehor

Monovetten
Einmalkantlen
Einmal spritzen
Gammazahler
Glasmateridien
Heizplatte MR 2002

Kunstoff-Reaktionsgefalze 1,5 ml

Lyophilisator GT 02
Magnetruhrer

pH-Meter 761 Calimatic
Pipetten, verstellbar
Pipettenspitzen

Pulsuhr

Reaktionsrohrchen (Polypropylen)
Ruderergometer, Concept |1

Vortex-Ruhrer

Kuhlzentrifuge SM 24 /SS 34

Kuhlzentrifuge T 16
Tischzentrifuge EBA 3S,
Tischzentrifuge 5413

0,02 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4
0,15 M NaCl

0,1 % Gdatine

0,01 % BSA (Albumin aus Rinderserum)
0,01 % Thiomersal

Puffer C
0,01 % Triton X-100

Kabe, NUmbrecht-Elsenroth

Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

1282 Compugamma CS, LKB Wallac, Turku, Finnland
Schott, Mainz

Heidolph, Kerkheim

Eppendorf, Hamburg

Leybold Heraeus, KoIn

Janke und Kunkel, Staufen

Knick, Berlin

Abimed, Diisseldorf

Ratiolab, Dreieich

Protrainer, Fa. Polar Elektro, Grol3-Gerau, Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht

Concept 11, Hamburg

Heidolph, Kerkheim

Du Pont Company, Newton, Conneticut, USA
Hettich, Tuttlingen

Hettich, Tuttlingen

Eppendorf, Hamburg
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3.4. Software

Excel 98 und XP
Laktat 4.5

Origin 3.5und 5.0
Power-Point XP
SPSS 10

Word 98 und XP

3.5. Statistik - Beratung

Microsoft Corporation, USA

C.T. Hille Sportsoftware, Gerolstein
Microcal, Northhampton, USA
Microsoft Corporation, USA

SPSS Inc. Chicago, USA

Microsoft Corporation, USA

Ingtitut fir Medizinische Informatik des Klinikums der Justus-Liebig-Universitét, Giessen

unter Leitung von R.-H. Bodeker.
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4. M ethoden

4.1. Versuchsaufbau der Stresssituationen

4.1.1. Probanden

An der Untersuchung nahmen mannliche Probanden im Alter zwischen 16 und 33 Jahren teil.
Alle Teilnehmer, bzw. deren Eltern wurden Uber den Ablauf, das Ziel sowie die Risiken und
maoglichen Komplikationen der Studie aufgeklart. Die Teilnahme war freiwillig und erfolgte
nach schriftlicher Zustimmung. Alle Probanden waren zum Zeitpunkt der Studie gesund und
frei von jeglicher Medikation.

Ruderer

Alle sechs Probanden (Alter: 25 £ 8 Jahre; Grof3e: 186 + 9 cm; Gewicht: 78 * 4 kg (mean
sd)) waren Hochleistungsruderer der Gief3ener Rudergesellschaft von 1877, mit einem
wochentlichen Trainingsaufwand von > 20 h. Alle Ruderer nahmen zum Zeitpunkt der

Untersuchung erfolgreich an internationalen Wettkémpfen bis hin zu Weltmeisterschaften teil.

Studenten

Das Kollektiv bestand aus 11 Studenten (Alter: 24 £ 4 Jahre; Grof3e: 185 + 11 cm; Gewicht:
75 * 14 kg (mean = sd)) der Justus-Liebig-Universitét Giefien ohne regelméfdiges korperliches
Training (sportliche Aktivitéten < 3 h / Woche). Eine Mindestleistungsfahigkeit von 50 Watt
bei einem Laktatwert im Plasma von < 2 mmol/l stellte die Grundvorausetzung fir die
Teilnahme an der Untersuchung dar. Diese wurde fur jeden Probanden Uber einen
Laktatstufentest ermittelt (siehe 4.1.2.2.).

4.1.2. Belastungssituationen

Die Probanden erschienen zu den Belastungsversuchen in einem ausgeruhten Zustand. Waren
die Probanden in den vorherigen 24 h auf¥ergewohnlichen korperlichen Belastungen oder
psychischen Stresssituationen ausgesetzt, wurde die Testreihe verschoben. Zum Ausschluss
zirkadianer Einflusse auf die Freisetzung der untersuchten Parameter erfolgten die
Ergometerbelastungen der einzelnen Probanden sets zur gleichen Tageszeit. Die
Untersuchungen wurden zwischen 16:00 Uhr und 20:00 Uhr durchgeftihrt. Ausnahme war die
Untersuchung der Studenten vor und nach einer Prifungssituation, hier fanden die Abnahmen
zwischen 9:30 Uhr und 12:00 Uhr statt.
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4.1.2.1. Zeitlicher Verlauf

Die Studie erstreckte sich Uber 12 Monate, von Oktober 1998 bis September 1999, mit je
einer Belastung pro Monat. Ausnahme hierzu stellt Monat Mai mit zwei Belastungen dar. In
den Monaten Mé&z und August fanden keine Belastungen datt. Die psychische Belastung
(Semesterabschlussprifung) wurde bei 5 Studenten gesondert im Juli durchgefiihrt. (Zwei
dieser Studenten erreichten das geforderte Prifungsziel nicht und wurden erneut bei einer

mundlichen Nachprifung im September untersucht.)

Laktatstufentest Monat O: Oktober
Standardbel astung Monate 1 bis 6:
Monat 1: November
Monat 2: Dezember
Monat 3: Januar
Monat 4: Februar
Monat 5: April
Monét 6: Mai
Belastung A Monat 6: Mai
Belastung B Monat 7: Juni
Psychische Belastung Monat 8: Juli
(Nachprufung Monat 11: September)

4.1.2.2. Laktatstufentest

Als Basis der folgenden Belastungssituationen absolvierten alle Probanden im Monat O einen
Laktatstufentest, so dass die spétere Versuchsbelastung fir jeden Probanden entsprechend
dem individuellen Leistungsniveau festgelegt werden konnte. Dies ermdglichte trotz

unterschiedlicher individueller Leistungsféahigkeit den Vergleich der Probanden miteinander.

Versuchsbeschreibung des Laktatstufentestes
- Eingangsbelastung: Studenten 50 Watt / 4 min -- Ruderer 100 Watt / 4 min
- Steigerung um 50 Watt alle 4 Minuten bis zur Erschopfung
- Bestimmung der Laktatwerte und Herzfrequenzen am Ende jeder Belastungsstufe
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Aus diesen Werten wurde mit der dazugehorigen Leistung [Watt] durch ein Computer
gestitztes Laktatkinetik-Analyse-Programm  (Laktat 4.5) die
Versuchsbelastung zu erbringende Leistung ermittelt.

in der eigentlichen

4.1.2.3. Standardbelastung — Monate 1 bis 6

Die Standardbelastung (t = 32 min) stellt eine ,, moderate” Belastungsform dar.

Begleitend zu jeder Blutabnahme (BA) wurde die Herzfrequenz (HF) gemessen.

8 min warm up — Studenten bel 50 Watt, Ruderer bei 100 Watt

8 min rudern — 2 mmol/l Laktat (Plasmakonzentration)

8 min rudern — 4 mmol/l Laktat (Plasmakonzentration)

8 min rudern — 6 mmol/l Laktat (Plasmakonzentration)

4.1.2.4. Belasung A
Belastung A (t = 32 min) stellt eine maximale Ausbelastung der Probanden dar.

10 min 8 min 8min — 8min — 8min— 15min
Ruhephase warm up 2 mmol/I 4 mmol/| 6 mmol/| nach
Laktat Laktat L aktat Belastung
1. BA 2.BA 3. BA

Begleitend zu jeder Blutabnahme (BA) wurde die Herzfrequenz (HF) gemessen.

8 min warm up — Studenten bei 50 Watt, Ruderer bei 100 Waitt

8 min rudern — 2 mmol/l Laktat (Plasmakonzentration)

8 min rudern — 4 mmol/l Laktat (Plasmakonzentration)

6 min rudern — 6 mmol/l Laktat (Plasmakonzentration)

2 min Endspurt — maximale Aushelastung

10 min 8 min 8min— 8min— 6 mn— 15 min
Ruhephase | warm up 2 mmol/| 4 mmol/| 6 mmol/| nach
L aktat L aktat L aktat Belastung

1.BA 2. BA 3.BA
Der wéahrend der 2 minutigen maximalen Ausbel astung erreichte durchschnittliche Wattwert
wird im weiteren Verlauf as Py bezeichnet.
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4.1.2.5. Belastung B
Belastung B (t = 10 min) stellt eine submaximale Belastung dar.
Begleitend zu jeder Blutabnahme (BA) wurde die Herzfrequenz (HF) gemessen.

8 min warm up — Studenten bei 50 Watt, Ruderer bei 100 Watt

2 mMin Py

10 min 8 min 15 min
Ruhephase warm up nach Belastung

1. BA 2. BA 3. BA

4.1.2.6. Psychische Belastung

Bel funf Probanden aus der Gruppe der Studenten wurden vor und nach einer schriftlichen
Semesterabschlusspriifung (t = 120 min) im Monat 8 eine Blutabnahme zur Bestimmung der
POM C-Fragmente sowie eine Messung der Herzfrequenz durchgefihrt.

Zwei Studenten erreichten das vorgeschriebene Prifungsziel nicht und wurden erneut bel
einer mundlichen Nachprifung (t = 30 min) im Monat 11 untersucht.

4.2. Kontrollparameter

Kontrollparameter: 1. Leistung
2. Herzfrequenz
3. Laktat

4.2.1. Bestimmung der Leistung

Die erbrachte Leistung [Watt] auf dem Ruderergometer (Concept 11, Hamburg) wurde auf
dem Computerdisplay wiedergegeben.

4.2.2. Bestimmung der Herzfrequenz

Die Herzfrequenz [Schlége / Minute] wurde bel den Studenten palpatorisch an der Arteria
radialis und bel den Ruderern tiber eine thorakale Ableitung mit einer Pulsuhr (Protrainer, Fa

Polar Elektro, Grof3-Gerau, Deutschland) gemessen.
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4.2.3. Bestimmung von L aktat

Die Messung von Laktat aus Natrium-Fluoridplasma erfolgte im Akutlabor des Klinikums der
Justus-Liebig-Universitét Giel¥en mit Hilfe einer lonen-Exclusions-Chromatographie (Kodak
Ektachem 500, Eastman Kodak Company, Rochester / New York, USA).

Normalwert: < 1,5 mmol/l

4.3 Gewinnung / Aufbereitung der Blutproben

Die vendsen Blutentnahmen erfolgten standardisiert (Stauung re/li. Arm fir 10 sec) aus einer
Cubitalvene der Probanden in Monovetten. Zur Bestimmung der POM C-Fragmente wurden
EDTA-Monovetten eingesetzt, fur Laktat Na-Fluorid-Monovetten. Alle folgenden

Arbeitsschritte erfolgten bei einer Temperatur von 0°C bis 4°C.

Plasmagewinnung

Das entnommene Blut wurde direkt im Anschluss an die Abnahme 15 min bei 1000 g
zentrifugiert. Das so gewonnene Natrium-Fluoridplasma wurde abpipettiert und bei -20 °C
gelagert. Das EDTA-Plasma wurde mit 1-normaer HCL (100 pl/ml Plasma) angeséuert und
bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

4.4. Methoden zur Bestimmung der POM C-Derivate

POM C-Fragmente: 1. ACTH (1-39)
2. [-Endorphin-IRM
3. [34-Endorphin (1-31)
4. N-Acetyl-(>-Endorphin-IRM
5. M SH-IRM

4.4.1. Methode zur Bestimmung von ACTH (1-39)

Die Plasmakonzentration von ACTH wurde im Zentrum fur Klinischen Chemie der Justus-
Liebig-Universitét Giefen durch ein Two-Site Chemilumineszenzassay (Fa. Nichols-
Diagnostics, San Juan Capistrano, USA) aus EDTA-Plasma bestimmt.
Normawerte: 8 Uhr <11 pmol/l

17 Uhr < 4,5 pmol/l

24 Uhr < 2,2 pmol/l



4. Methoden 29

Charakteristika des Chemilumineszenzassays:

Nachweisgrenze (detection limit): 0,22 pmol/l

Prazision (intra-assay coefficient of variation): 30%-32%

Reproduzierbarkeit (inter-assay coefficient of variation): 6,8 %-7,8 %

Spezifitét (cross-reactivity): [>Endorphin < 0,001 %
-LPH < 0,001 %
-MSH < 0,001 %

4.4.2. Methoden zur Bestimmung von 34-Endorphin-IRM, 34-Endor phin (1-31),
N-Acetyl-R-Endor phin-IRM, 3-M SH-IRM

Die Bestimmung der POM C-Fragmente (3-Endorphin-IRM, (3-Endorphin (1-31), N-Acetyl-
[3-Endorphin-IRM, -MSH-IRM erfolgte tber ein mehrstufiges Verfahren:

- Plasmaextraktion

- Lyophilisation

- Immunometrisches Nachweisverfahren

- Auswertung

4.4.2.1. Plasmaextraktion

Durch diesen Arbeitsschritt sollten zum einen Storfaktoren des RIA-Verfahrens eliminiert
werden, zum anderen wird hierbel eine 10-fache Konzentrierung der gesuchten Peptide im
Plasma erreicht: Das Ausgangsvolumen von 5 ml Plasma wurde auf 500 pl Plasmaextrakt
reduziert. Vor der Extraktion wurden die mit 1-normaler HCL angesduerten Plasmaproben
aufgetaut, 10 min bei 20.000 g zentrifugiert und 5 ml dieser Plasmaiiberstdnde in die
Plasmaextraktion eingebracht.

Alle verwendeten Spul- bzw. Elutionslosungen sowie die Plasmaiibersténde wurden im
gekuhlten Zustand mit einer Temperatur von 0°C bis 4°C in die Flussigkeitsbehélter der
Extraktionsanlage pipettiert. Durch ein Vakuum, erzeugt durch eine Wasserstrahlpumpe,
wurden die Flissigkeiten mit einer Flussrate von ca 1 ml/min durch Octadecasilyl-
Kartuschen (Sep Pak) gesaugt. Diese wurden durch einen Eismantel gekuhlt und nach 9
Durchgéngen erneuert. Das peptidenthaltende Eluat wurde in Polypropylen-Reaktionsgefalen
aufgefangen [Wiedemann und Teschemacher (1986)].
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Durchfihrung der Extraktion

1. Aktivierung der Kartuschen durch Aufgabe von:
1.1. 5ml Methanol
1.2. 5 ml 6-molaren Harnstoff
1.3. 10 ml Aquabidest.

2. Aufgabe der angesduerten Plasmaiiberstande (5 ml)

3. Waschen der Kartuschen durch Aufgabe von :
3.1. 10 ml Aqua bidest.
3.2. 10 ml 4 %iger Essigsaure

Einbringen der Auffangréhrchen

4. Elution der auf den Kartuschen retinierten POM C-Derivate durch Aufgabe
von :

5 ml eines 1-Propanol / Essigsauregemisches (96/4; V/IV)
Entfernen der Auffangrohrchen

5. Spulung der Kartuschen durch Aufgabe von :
5.1. 5 ml des 1-Propanol-Essigsauregemisches
5.2. 10 ml 4 %iger Essigsaure
5.3. 10 ml Aqua bidest.

5.4. 5 ml 6-molaren Harnstoff

Zwecks Standardisierung des Verfahrens wurden nicht angeséuerte Plasmaiibersténde ohne
Verwendung saurer Losungen ebenfalls extrahiert und damit von POMC-Fragmenten
.gerenigt’; sie wurden ds ,Plasmafiltrate” bezeichnet. Diese , Plasmafiltrate“ wurden,
ebenso wie die Plasmaproben der Versuchspersonen, angesauert und ohne (Leer-Extrakte)
bzw. mit POMC-Derivaten versetzt (Standard-Extrakte), extrahiert und in die RIAs (4.4.2.4.
und 4.4.2.6.) eingeschleust.
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ADbb. 4.4-1 Darstellung der Extraktionsanlage (Langsschnitt) [ Schulz (2003)].

4.4.2.2. Lyophilisation

Die organischen Bestandteile der Eluate wurden in einer Vakuumzentrifuge (Speed-Vac-

Concentrator) evakuiert und die verbleibende wassrige Phase wurde nach Zugabe von 500 pl
Aqua bidest. lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde in 500 pl Puffer C gelost, in 100 pl

Portionen aliquotiert und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren. Das Produkt

dieser Arbeitsschritte wird im Folgenden als ,, Plasmaextrakt” bezeichnet.

4.4.2.3. Immunometrische Nachweisverfahren

Zum Nachweis der POM C-Fragmente 34-Endorphin-IRM, (3;-Endorphin (1-31), N-Acetyl-3-

Endorphin-IRM, 3MSH-IRM wurden zwei verschiedene Nachweisverfahren, die auf dem

Prinzip des Radioimmunoassay (RIA) basieren, eingesetzt.

4.4.2.4. Fluid Phase-One Site Radioimmunoassays

Der Fluid Phase-One Site Radioimmunoassay wurde zur quantitativen Bestimmung von -
Endorphin-IRM, N-Acetyl-3-Endorphin-IRM und 3-MSH-IRM eingesetzt.
Hierbei handelt es sich um einen Kompetitions-Test [Heinzmann et al. (1997)]. Der Test

basiert auf der Konkurrenz einer definierten Menge radioaktiv markierten Antigens mit einer

variablen Menge nicht markierten Antigens um die Bindungsstelle einer begrenzten Anzahl
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an Antikorpern. Je hoher die Konzentration an nicht markiertem Antigen ist, desto hoher ist
die Verdréngung des markierten Antigens vom Antikdrper und umso geringer ist die
Konzentration des Antikorper-gebundenen, markierten Antigens im Inkubationsansatz. Nach
dem Entfernen des nicht gebundenen und nicht markierten Antigens liegen die beiden
gebundenen Antigenformen in einem bestimmten Verhaltnis zueinander im Inkubat vor.

Durch die Messung der verbliebenen Radioaktivitdt im Inkubationsansatz kann die
Konzentration an markiertem Antigen und somit — nach Eichung des Verfahrens Uber Zusatz
definierter Mengen an nicht markiertem Antigen - die Konzentration des nicht markierten

Antigensin einer Probe bestimmt werden.

Assayansatz
Nicht markiertes Antigen:
Hierbel handelt es sich um das zu bestimmende POM C-Derivat in den Proben.
Radioaktiv markiertes Antigen (Tracer):
Mit J-125 (y-Strahler, Halbwertzeit 60 Tage) markiertes POMC-Derivat. Hergestellt
nach den M ethoden von Hunter et al. (1962) mit Modifikationen nach Wiedemann und
Teschemacher (1986).
Antikorper (Antiserum):
Kaninchenserum, hergestellt nach der Methode von Weber et a. (1982) mit
Modifikationen nach Wiedemann und Teschemacher (1986).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch die Gewinnung von verschiedenen Antiseren
gegen Epitope der POMC-Fragmente CLIP, 3-Endorphin (1-17) und NT-Fragment
versucht. Die Immunisierung von 12 Kaninchen tber einen Zeitraum von ca 8
Monaten erbrachte jedoch keinen ausreichenden AK-Titer, so dass kein neuer Assay

zum Nachweis der Peptide aufgebaut werden konnte.

Pufferl dsung:
Bei den Inkubationsansdtzen wurden RIA Puffer C und Puffer D nach Guillemin et al.
(1977) verwendet.

Ct-Wert (Counts total):
Doppelwertbestimmung; maximal maogliche Gesamtradioaktivitét im

Inkubationsansatz.
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Bl-Wert (Blank-Wert, Leerwert):

Doppelwertbestimmung; Der Bl-Wert weist die unspezifische Radioaktivitat im
Inkubat nach, die nicht auf eine Antigen-Antikorper-Bindungsreaktion zurtickzufuhren
ist. Sein Mittelwert wurde von allen anderen Werten abgezogen. Die BI-Werte wurden

mittels Einsatz von Leer-Extrakten erstellt.

BO-Wert (Nullstandard):

Die Hohe des BO-Wertes wurde aus dem Mittelwert von 8 (= 2) BO-Ansédtzen
bestimmt. Dieser Wert zeigt bei Abzug des Bl-Wertes die Radioaktivitét, die bel
Abwesenheit eines Verdrangers (nicht markiertes Antigen) vorliegt. Sie geht auf die
spezifische Bindung des Tracers (markiertes Antigen) an das Antiserum zurtck.

Die BO-Ansitze wurden mittels Einsatz von L eer-Extrakten erstellt.

St-Wert (Standardwert):

Probe:

Doppelwertbestimmung; Dieser Wert gibt die Radioaktivitdt an, die im Inkubat bei
dem Vorliegen abgestufter Konzentrationen an nicht markiertem Antigen in den
Standard-Extrakten messbar ist. Die Standard-Extrakte wurden aus Plasmafiltrat
gewonnen, welches mit den entsprechenden Peptidkonzentrationen (1, 3, 10, 33, 100,
333 und 1000 pmol/l) versetzt wurde.

Die Bestimmung der POMC-Derivate in einer Blutabnahme wurde durch eine

Doppelmessung von 2 x 100 pl Plasmaextrakt durchgefihrt.

Inkubationsansétze:

Ct-Wert  |Bl-Wert |BO-Wert | St-Wert | Probe
Puffer C 500 pl 150 pl 100ul 100ul 100ul
Puffer D 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl
Leer-Extrakt in Puffer C - 50 pl 50 pl - -
Standard-Extrakt in Puffer C - - - 50 pl -
Proben-Extrakt in Puffer C - - - - 50 pl
Antikorper in Puffer C - - 50 ul 50 ul 50 pl
Tracer in Puffer D 20 ul 20 ul 20 ul 20 pl 20 pl

Tab. 4.4-2 Inkubationsansétze des Fluid Phase-One Site Radioimmunoassays.
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Alle Inkubationsansétize wurden in 1,5 ml Eppendorf-Reaktonsgefél}en bel einer Temperatur
von 4°C ergellt. Nach Einpipettieren aller Komponenten wurden die Ansitze 20 sec
geschiittelt und 24 h bei 4°C inkubiert. Im Anschluss wurden 300 pl Kohlesuspension (Puffer
C mit 1 % Aktivkohle und 0,5 % BSA) auf ale Ansdtze mit Ausnahme der Ct-Werte
aufgebracht. Die Kohle bindet die freien, nicht an Antikdrper gebundenen Peptide, so dass
nach 15 minutiger Inkubation und einem Zentrifugationsprozess von 4 min bei 8000 g eine
Trennung der festen Phase von der flussigen Phase und somit auch die Trennung der freien
von den gebunden Peptiden erreicht wurde. 450 il des Uberstandes (dieser enthalt nur noch
an Antikorper gebundene POMC-Derivate) wurden abpipettiert und die darin enthaltene

Radioaktivitat wurde tber 1 min im Gammazahler gemessen.

4.4.2.5. Charakteristika der Fluid Phase-One Site Radioimmunoassays
3-Endorphin-IRM [Harbach et al. (2000)]

Nachweisgrenze (detection limit): 5,8 pmol/l

Prazision (intra-assay coefficient of variation): 6,3 %

Reproduzierbarkeit (inter-assay coefficient of variation): 6,8 %

Spezifitét (cross-reactivity): a-Endorphin < 0,01 %
[>Endorphin-(27-31) < 0,01 %
(>LPH 54 %

N-Acetyl-[&Endorphin-IRM [Schulz (2003)]

Nachweisgrenze (detection limit): 3,5 pmol/l

Prézision (intra-assay coefficient of variation): 3,6 %

Reproduzierbarkeit (inter-assay coefficient of variation): 4,3 %

Spezifitét (cross-reactivity): [>Endorphin < 0,01 %
(nur acetylierte Formen werden
erfasst)

[XMSH-IRM [Matejec (2002)]

Nachweisgrenze (detection limit): 7,94 pmol/I

Prézision (intra-assay coefficient of variation): 9,62 %

Reproduzierbarkeit (inter-assay coefficient of variation): 10,2 %

Spezifitét (cross-reactivity): XLPH 32,3 %
a-MSH 0,138 %
v2-MSH < 0,03 %
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4.4.2.6. Fluid Phase-Two Site Immunoprézipitations-Radioimmunoassay

Dieses Verfahren wurde zur quantitativen Bestimmung von authentischem (3;-Endorphin (1-
31) eingesetzt. Esist in der Publikation von Harbach et al. (2000) im Detail beschrieben.

Bei diesem Verfahren werden zwei AntikOrper von zwei verschiedenen Spezies
(Maug/Kaninchen) eingesetzt, die gegen zwei Epitope des POM C-Fragmentes gerichtet sind.
Die Antikorper greifen coaxial am C-Terminus und am N-Terminus von (3-Endorphin (1-31)
an. Am C-Terminus greifen die Antikorper eines polyklonalen Kaninchenserums an, am N-
Terminus ein monoklonaler Mausantikorper [Gramsch et al. (1983)], welcher radioaktiv
markiert ist. Somit handelt es sich bel diesem Assay um ein nicht-kompetitives Verfahren. Bei
Vorhandensein des Antigens ([3-Endorphin (1-31)) bilden sich , Antikorper-Antigen-
Antikorper“-Komplexe. Diese werden durch Hinzufigen eines gegen das Fc-Stiick der
Kaninchenantikdrper gerichteten Ziegenantiserums (GARGG) zur Préazipitation (Ausfallung)
gebracht.

Monoklonaler Antikorper Polyklonale Antikorper

Fc
* N rEnd a3y | X
 — HN | mEn a3 | > Fe

GARGG

Abb. 4.4-3 Bindungsstellen der verschiedenen Antikdrper bel einem Fluid Phase-Two
Site Immunoprazipitations-Radioimmunoassay zum Nachweis von authentischem 13-
Endorphin (1-31) (* radioaktive Markierung mit *)

Nach dem Trennen der festen Phase (Antigen-Antikorper-Komplexe) von der fliissigen Phase
kann nun die Menge des Antigens durch Messung der Radioaktivitét im Immunoprazipitat

bestimmt werden.
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Assayansatz

Antigen:
Hierbel handelt es sich um das zu bestimmende POMC-Derivat in den Proben
(Doppelwertbestimmung).

Antikorper gegen den C-Terminus:
Kaninchenserum (Code 11P), gewonnen nach der Methode von Weber et al. (1982)
mit Modifikationen nach Wiedemann und Teschemacher (1986), Uber eine PAS-Saule
gereinigt.

Radioaktiv markierte Antikorper gegen den N-Terminus (Tracer):
Es fand ein (***1) markierter monoclonaler Mausantikérper (Code 3E7) Verwendung.
Die Jodierung erfolgte nach der Chloramin T-Methode [Hunter et al. (1962)] mit
Modifikationen nach Wiedemann und Teschemacher (1986).

Ziegenantiserum gegen das F¢-Stiick des Kaninchenantikorpers:
GARGG (Goat-Anti-Rabbit-lmmunglobulin G)

Ct-Wert, St-Wert, Pufferlosung:
(sehed.4.2.4)

Z0-Wert (Nullstandard):
Dieser Wert entspricht dem BO-Wert (s.0.) jedoch ohne Abzug eines Bl-Wertes (dieser
existiert beim Two-Site RIA nicht).

Inkubationsansétze:

Ct-Wert | Z0-Wert | St-Wert | Probe

Puffer C 500 pl 50 pl 50 pl 50 pl
Puffer D 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl
Leer-Extrakt in Puffer C - 100 pl - -
Standard-Extrakt in Puffer C - - 100 pl -
Proben-Extrakt in Puffer C - - - 100 pl
C-terminaler Antikorper (10ug)in Puffer C - 50 50 pul 50 pl
N-terminaler Antikorper 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl
((**1)3E7 30000cpm) in Puffer D

Maus IgG (Verdinnung 1:5) in Puffer C - 10 10 10 ul
Thyreoglobulin (10ug) in Puffer C - 20 pl 20 pl 20 pl
Inkubation 20-24 h bei 4°C
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Ct-Wert | Z0-Wert | St-Wert | Probe
GARGG (1mg) in Puffer C - 100 pl 100 pl 100 pl
NRS (400ug) in Puffer C - 100 pl 100 pl 100 pl
Inkubation 2 h bel 22-24°C
Puffer C - 500 pl 500 pl 500 pl

Tab. 4.4-4 Inkubationsansétze des Fluid Phase-Two Site Immunopréazipitations RIA

zum Nachweis von authentischem (3-Endorphin (1-31).

Durchfiihrung
Die komplette Pipettierung fand auf Eis datt. Die quantitative Zusammensetzung der

Inkubationsansétze und die Reihenfolge des Pipettierschemas sind in Tab. 4.4-4 dargestellt.
Dem entsprechend erfolgten zunéchst die Aufgabe von Puffer C und Puffer D, sowie die
Aufgabe von jeweils 100ul der Leer-, Standard-, und Proben-Extrakte fur die
Inkubationsansitze des Z0-Wertes, der Standardwerte und der Probenwerte. Durch die nun
erfolgte Zugabe von zwei verschiedenen Antikorpern, die jeweils Epitope einerseits am N-
terminus, andererseits am C-Terminus von [3;-Endorphin (1-31) aufwiesen, wurde verhindert,
dass weitre (3-Endorphin-Derivate erfasst wurden; nachgewiesen wurde nur authentisches 13-
Endorphin. Der 1.Antikorper (Epitop: C-Terminus) wurde in einer Konzentration von 10ugin
50pl Puffer C aufgegeben. Der am N-Terminus ansetzende monoclonale Mausantikorper
(2.Antikdrper) war zuvor nach der Chloramin T-Methode mit *#°| radioaktiv markiert worden
und mit Puffer D so verdinnt worden, dass 20ul dieser Lésung 30000cpm enthielten
(Gammazéhler). Thyreoglobulin und Maus 1gG wurden zwecks Senkung der Basawerte

eingesetzt. Die unspezifische Prézipitation des %

Jod-markiertem Mausantikorper lief3 sich
dadurch stark verringern. Nach Zugabe aler Komponenten wurden die Ansétze fur 20-24h bei
4°C inkubiert. Es folgte die Aufgabe - mit der Ausnahme des Inkubationsansatzes fur die
Bestimmung des CT-Wertes - von jeweils 100pl GARG (Goat-Anti-Rabbit-1gG / 1mg) und
NRS (Normal Rabbit Serum / 400ug). Durch Inkubation (2h bei 4°C) mit dem dritten
Antiképer (GARG) prazipitierten die 1.Antikoper-Peptid—2.Antikorper (*°I-markiert) —
Komplexe. Im Anschluss wurden die Proben nach der Zugabe von 500 pl Puffer C fur 10 min
bei 8000 g zentrifugiert, wodurch die feste Phase (Immunprézipitate) von der fliissigen Phase
getrennt wurde. Im Anschluss wurden die Uberstande abpipettiert und die Radioaktivitét des
Prézipitates im Gammazahler gemessen. Die ,, Ct-Kontrolle” wurde ohne Immunprazipitation

direkt im Counter gemessen.
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Dabei der Untersuchung der 3;-Endorphin (1-31)-Plasmakonzentrationen bei verschiedenen
Assayansdtzen Probleme der Auswertung auftraten, werden diese hier im Einzelnen
aufgefihrt. Auf Grund der grofen Probenanzahl wurden die (3-Endorphin (1-31)-

Plasmakonzentrationen in drei Assays aufgeteilt:

Assay 1. Studenten - Monat 1-3
Ruderer - Monat 1-2

Assay 2: Studenten - Monat 4-6
Ruderer - Monat 3-6

Assay 3: Studenten - Belastung A + B/ Psychische Belastung
Ruderer - Belastung A + B

4.4.2.7 Charakteristika des Fluid Phase-Two Site Immunoprazi pitations-Radioimmunoassays

[Harbach et al. (2000)]

Nachweisgrenze (detection limit): 5,5 pmol/l

Prazision (intra-assay coefficient of variation): 3,72 %

Reproduzierbarkeit (inter-assay coefficient of variation): 3,81 %

Spezifitét (cross-reactivity): [>Endorphin-(1-27) < 0,01 %
[>Endorphin-(1-26) < 0,01 %
[>Endorphin-(1-17) < 0,01 %
[>Endorphin-(1-16) < 0,01 %
N-terminal-acetylierte-[3-Endorphin-
Derivate < 0,01 %
3LPH < 0,01 %

4.4.2.8. Auswertung der Radioimmunoassays

Die St-Werte stellen die Basis der Auswertung dar. Uber sieist es moglich, eine Funktion zu
erselen, die dem radioaktiven Signal der Proben eine Konzentration [pmol/l] zuordnet. Der
Kurvenverlauf der Funktion ist sigmoidal, ihr Nullpunkt wird durch den Mittelwert der 8 (z 2)
BO bzw. Z0-Werte bestimmt. Die erste Standardabweichung der Nullstandard-Werte gibt die
Grenze vor, ab der sich ein Wert signifikant von Null unterscheidet (Nachweisgrenze). Pro

Blutabnahme wurde eine Doppelmessung (2 Proben) vorgenommen. Jede Probe wurde zuerst
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Uber die Funktion einer Konzentration zugeordnet. Lagen beide Werte oberhalb der
Nachweisgrenze, wurde ein Mittelwert + Standardabweichung gebildet. Lag ein Wert (oder
beide Werte) der Doppelmessung unterhalb der Nachweisgrenze, wurde der Wert dieser
Messung gleich Null gesetzt.

4.5. Statistik

Die statistische Auswertung der Befunde wurde nach Prifung der Normalverteilung und unter

Berticksichtigung des Freiheitsgrades mit dem T-Test nach Student durchgefuihrt.

Dabei kamen folgende Verfahren zur Anwendung:

1. Vergleichende Betrachtung zweier Datenreihen einer Gruppe: T-Test nach Student fir
verbundene Stichproben mit zweiseitiger Fragestellung.

2. Vergleichende Betrachtung zweier Datenreihen verschiedener Gruppen: T-Test nach

Student fur unverbundene Stichproben mit zweiseitiger Fragestellung.

Die Signifikanzniveaubestimmung unterlag folgenden Irrtumswahrscheinlichkeiten:
p<0,05a Irrtumswahrscheinlichkeit <5 %
p<0,01a Irrtumswahrscheinlichkeit < 1 %
p<0,001 & Irrtumswahrscheinlichkeit <0,1 %
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5. Ergebnisse

Die erhobenen Kontrollparameter und die Plasmakonzentrationen der POMC-Derivate

werden im weiteren Verlauf einzeln dargestellt.

Kontrollparameter: - Leistung
- Herzfrequenz
- Laktat

POM C-Fragmente: - ACTH

- [34-Endorphin-IRM

- 3-Endorphin (1-31)

- N-Acetyl-3-Endorphin-IRM
- MSH-IRM

Alle Parameter, mit Ausnahme der Leistung, wurden jeweils vor, unmittelbar nach der
Belastungssituation sowie 15 Minuten nach der Belastung erfasst.

5.1. Physische Belastung

5.1.1. Physische Belastungssituationen: Kontrollparameter

5.1.1.1. Leistung
Die von den einzelnen Probanden erbrachten Leistungen, die auf dem Display des

Ruderergometers angezeigt wurden, sind in den Abbildungen 5.1-1 bis 5.1-3 dargestellt.

Standardbel astung — Monate 1 bis 6

Die Probanden hielten die vorgegebene Leistung [Watt] mit einer Abweichung von + 8 Waitt
ein. Die Nummerierung der Probanden erfolgte nach ihrer erbrachten Leistung (bei 6 mmol/|
Laktat) in aufsteigender Reihenfolge. Diese Anordnung wird in allen weiteren Darstellungen
beibehalten.
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Standardbelastung

550 [ Leistung - 2 mmol/l Laktat
I Leistung - 4 mmol/l Laktat
[ Leistung - 6 mmol/l Laktat

500
450
400
350
300
250

200

Leistung [Watt]

150 +
100 —

50

=
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 R1 R2 R3 R4 R5 R6

Probanden

Abb. 5.1-1 Erbrachte Leistung [Watt] der Probanden bel Standardbelastung - Monate
1 bis 6.

Belastung A —Monat 6
Beim Endspurt lagen die Maximalleistungen (Pma) der Studenten zwischen 245 und 379
Watt, die der Ruderer zwischen 325 und 530 Watt. Vier Studenten (S3, S6, S8, S9) erbrachten

eine hohere Leistung as der schwéachste Ruderer (R5). Dieser war nicht in der Lage, beim

Endspurt seine Leistung im Vergleich zur Standardbelastung zu steigern. Student (S11)
erbrachte die Hochstleistung in der Gruppe der Studenten mit Prnax = 379 Watt. Ruderer (R3)
absolvierte seine  Maximabelasung eine  Woche nach seiner  errungenen
Vizeweltme sterschaft. Die hdchste Le stung erbrachte Ruderer (R6) mit Prax = 530 Waitt.

Belastung A [ Leistung - 2 mmol/l Laktat

I Leistung - 4 mmol/l Laktat

550 [ Leistung - 6 mmol/l Laktat
500 =,

450
400
350
300
250
200
150
100

50

Leistung [Watt]

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 R1 R2 R3 R4 R5 R6
Probanden

Abb. 5.1-2 Erbrachte Leistung [Watt] der Probanden bei maximaler Ausbelastung
(Belastung A).
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Belastung B — Monat 7

Die Aufwarmphase erstreckte sich tiber 8 Minuten und wurde von den Studenten mit 50 Watt
+ 15 Watt und von den Ruderern mit 100 Waitt + 2 Watt absolviert.

Belastung B [ warm up

550 I .

500

Leistung [Watt]

erkrankt

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 R1 R2 R3 R4 R5 R6

Probanden

Abb. 5.1-3 Erbrachte Leistung [Waitt] der Probanden bel Belastung B; 2 min Pna; (R6
wegen Krankheit ausgefallen).

5.1.1.2. Herzfrequenz

Die mittlere Herzfrequenz stieg in beiden Gruppen nach der Standardbelastung im Vergleich
zu den Werten vor der Belastung an (p=0,001). Ebenso fiel sie wieder 15 Minuten nach Ende
der Belastung ab (p=0,001).

Bei den Studenten lag die durchschnittliche Herzfrequenz nach den Belastungen A + B mit
177 = 17 /min hoher als bei den Standardbelastungen der Monate 1 bis 6 mit 149 + 17 /min.

Bei den Ruderern lag nach der Standardbelastung die Herzfrequenz bei 179 + 15 /min (mean
+ ).
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Vor Unmittelbar nach | 15 min nach
Studenten Belastung Belastung Belastung
Standardbelastung (Monate 1-6) 74 +14 149 +19 87 11
Belastung A 78+9 183 +16 109 +13
Belastung B 78 5 170 +18 98 +15
Vor Unmittelbar nach | 15 min nach
Ruderer Belastung Belastung Belastung
Standardbelastung (Monate 1-6) 64 £8 179 +£15 84 £6
Belastung A 68 +7 199 +19 109 +17
Belastung B 67 +£13 174 +23 84 +13

Tab. 5.1-4 Mittelwerte (£sd) der Herzfrequenzen [Schldge/min] der Studenten und der
Ruderer bei Standardbelastung, Belastung A und Belastung B.

5.1.1.3. Laktat

Die Laktatkonzentration (meantsd) im Plasma stieg in beiden Gruppen (unabhéngig von der
Art der Belastung) nach der Belastung an (p=0,001). 15 Minuten nach Ende der Belastung fiel

die Plasmakonzentration ab (p=0,001).

Vor Unmittelbar 15 min nach

Studenten Belastung | nach Belastung Belastung
Standardbelastung (Monate 1-6) 1,7 +0,6 57 +1,4 2,3 £0,6
Belastung A 15+0,5 19,6 +3,6 13,3 £4;3
Belastung B 1,6 £0,2 15,8 +3,6 96 29

Vor Unmittelbar 15 min nach

Ruderer Belastung | nach Belastung Belastung
Standardbelastung (Monate 1-6) 15 +0,2 6,4 £2 26 £1,1
Belastung A 1,2 £0,2 17 +6,8 99 =51
Belastung B 1,2 £0,2 11,7 £5,1 51 2,7

Tab. 5.1-5 Mittelwerte (+sd) der Laktatwerte [mmol/l] der Studenten und der Ruderer
bei Standardbelastung, Belastung A und Belastung B.
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5.1.2. Physische Belastungssituationen: POM C-Derivate

5.1.2.1. ACTH (1-39)

Beim intraindividuellen Vergleich in den Monaten 1 bis 6 (Standardbelastung) blieben die
ACTH-Plasmakonzentrationen bei gleich bleibender Belastung bei alen Probanden in ihrer
Hohe in einem geringen Schwankungsbereich konstant. Der interindividuelle Vergleich
zwischen den Probanden zeigte, dass einige hthere ACTH-Plasmakonzentration aufwiesen
als andere Probanden mit vergleichbaren Leistungen. Steigerte man die Belastung auf ein
maximales (Belastung A) oder submaximales (Belastung B) Niveau, kam es zu einer
Zunahme der ACTH-Freisetzung nach der Belastung. Auch hier waren Unterschiede

zwischen den einzelnen Probanden zu beobachten.

Studenten
120 4 [ Vor Belastung
1 Il Unmittelbar nach Belastung
100 [1] 15 min nach Belastung

80

60

ACTH [pmol/l]

L ol e o e ot fae ol o

Standardbelastungen (1-6), Belastungen A und B

Abb. 5.1-6 Darstellung der ACTH-Plasmakonzentrationen [pmol/l] der Studenten vor

sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung (meanzsd).
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Ruderer
120 4 [ Vor Belastung
E I Unmittelbar nach Belastung
100 [ 15 min nach Belastung
S 80+
5]
I
R
T 60 —
'_
O
< 40 4
20 —
0_
1 2 3 4 5 6 A B

Standardbelastungen (1-6), Belastungen A und B

Abb. 5.1-7 Darstellung der ACTH-Plasmakonzentrationen [pmol/I] der Ruderer vor

sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung (meanzsd).

Zusammenfassung der ACTH-Konzentrationen bei Standardbelastung (Monate 1 bis 6)

Vor der Belastung betrug die ACTH-Konzentration der Studenten 5,6 = 2,6 pmol/l. Nach der
Belastung stieg die Peptidkonzentration signifikant auf 7,2 + 5,3 pmol/l an (p=0,05) und fiel
15 min nach Belastung signifikant auf 4,3 = 2,7 pmol/l ab (p=0,001). Vergleicht man den
Wert vor der Belastung mit dem Wert 15 min nach Ende der Belastung, so zeigt sich, dassdie
ACTH-Konzentration unter den Ruhewert im Vorfeld der Belastung gefallen ist (p=0,01). Die
Ruderer zeigten vergleichbare Ruhewerte von 6,9 £ 3,0 pmol/l. Unmittelbar nach der
Belastung lag die ACTH-Plasmakonzentration bei 17,1 + 11,8 pmol/I. 15 min nach Ende der
Belastung war die ACTH-Konzentration auf 10,0 £ 6,0 pmol/l abgefallen. Der An- und Abfall
ist mit p=0,001 signifikant (mean+sd).

Vergleich Studenten vs. Ruderer:
Abb. 5.1-8 Darstellung der ACTH-

Standardbelastung
120- Plasmakonzentrationen  [pmol/l]  der
= Studenten Studenten vs. Ruderer vor sowie
1001 Ruderer _
= g unmittelbar  bzw. 15 min nach der
% 60 Standardbelastung (meantsd). (n.B.:nach
E - Belastung)
O 401
< ik Signifikante Unterschiede Studenten vs.
20- *
Ruderer - *: p=0,05; ***: p=0,001
- Hﬁ —ry P P

Vorher  Unmittelbar n.B. 15minn. B.
Abnahmezeitpunkt
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ACTH-Konzentrationen bei Belastung A und B

Die hochsten ACTH-Konzentrationen im Plasma konnten nach der maximalen Ausbelastung
(Belastung A) nachgewiesen werden. Bei den Studenten lag die htchste Peptidkonzentration
bei 116,5 pmol/l (S8), bei den Ruderern bei 85,9 pmol/l (R1).

Vergleich Studenten vs. Ruderer:
Es lagen keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen vor.

Belastung A Belastung B
120- [ ] Studenten 120-
Ruderer =] Studenten
100+ 100+ Ruderer
3 80 S %
S S
S o 2 ol
I I
3 3
< O <
O'_‘i‘ﬁ h
Vorher  Unmittelbar n. B. 15minn. B. Vorher  Unmittelbar n. B. 15minn.B.

Abnahmezeitpunkt Abnahmezeitpunkt

Abb. 5.1-9 Darstellung der ACTH-Plasmakonzentrationen [pmol/l] der Studenten vs.
Ruderer vor sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung A / B (meantsd).
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5.1.2.2. 34-Endorphin-IRM
Waéhrend der Standardbelastung (Monate 1 bis 6) konnte nur in Ausnahmeféllen bei den

Studenten 3-Endorphin-IRM im Plasma nachgewiesen werden. Bei den Ruderern lief3 sich

regelméldig vor und unmittelbar nach der Belastung sowie 15 min nach Belastung [3-

Endorphin-IRM im Plasma nachweisen.

120
100—-
80
60

40

B, -Endorphin-IRM [pmol/l]

20

Studenten
[ Vor Belastung
Il Unmittelbar nach Belastung
[1 15 min nach Belastung
1 2 3 4 5 6 A B

Standardbelastungen (1-6), Belastungen A und B

Abb. 5.1-10 Darstellung der 3;-Endorphin-IRM-Plasmakonzentrationen [pmol/I] der

Studenten vor sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung (meantsd).

120

100

80

60 -

40

B, -Endorphin-IRM [pmol/]

20

Ruderer

[ Vor Belastung
Il Unmittelbar nach Belastung
[ 15 min nach Belastung

OQ_E_LEE_EIE_;IE_EIIEE

1 2 3 4 5 6 A B
Standardbelastungen (1-6), Belastungen A und B

Abb. 5.1-11 Darstellung der 3-Endorphin-IRM-Plasmakonzentrationen [pmol/l] der

Ruderer vor sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung (mean+sd).
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Zusammenfassung der 34-Endorphin-1RM -Konzentrationen bei Standardbelastung

In der Gruppe der Studenten lief3 sich keine konstante (3-Endorphin-IRM-Freisetzung in das
Plasma beobachten. Der durchschnittliche Ruhewert der Ruderer lag bei 2,6 £ 3,5 pmol/l.
Nach der Belastung stieg die Konzentration auf 3,8 £ 4,9 pmol/l und fiel 15 min nach Ende
der Belastung auf 2,3 + 3,8 pmol/l (p=0,05) (mean+sd).

Vergleich Studenten vs. Ruderer:

Standardbelast
0. "o Abb. 51-12 Darstelung der R
=) 2] Studenten Endorphin-IRM-Plasmakonzentrationen
£ 100 Ruderer
=" &0 [pmol/l] der Studenten vs. Ruderer vor
S 80
x sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der
£ 60
< Standardbelastung (mean+sd).
fu 40_
3 . . . (n.B.: nach Belastung)
W 20 N .
F Signifikante Unterschiede Studenten vs.
Vorher  Unmittelbar n.B.  15minn.B. Ruderer - *: p=0,05; **: p=0,001
Abnahmezeitpunkt

34-Endorphin-IRM-Konzentrationen bel Belastung A und B

Belastung A

1209 [ vor Belastung

I Unmittelbar nach Belastung
100 [1 15 min nach Belastung

80
60

40

B3, -Endorphin-IRM [pmol/l]

20

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 R1 R2 R3 R4 R5 R6
Probanden

Abb. 5.1-13 Darstellung der 3-Endorphin-IRM-Plasmakonzentrationen [pmol/l] der
Studenten (S) und Ruderer(R) vor sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung
A (meanzsd).
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Belastung B

120 5 [ Vor Belastung

4 Il Unmittelbar nach Belastung

= 100 A 1 15 min nach Belastung

IS

£ T -

2 3504
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S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 R1 R2 R3 R4 R5 R6
Probanden

Abb. 5.1-14 Darstellung der 3;-Endorphin-IRM-Plasmakonzentrationen [pmol/l] der
Studenten (S) und Ruderer(R) vor sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung
B (meantsd).

5.1.2.3. 34-Endorphin (1-31)

Die maximale Plasmakonzentration der Studenten in den Monaten 1 bis 3 betrug 20,4 pmol/l,
wéhrend der Monate 4 bis 6 fanden sich zu alen Abnahmezeitpunkten deutlich hdhere
Plasmakonzentrationen. Diese Auffélligkeit zeigte sich auch bei den Ruderern entsprechend
den Assayansitzen (siehe 4.4.2.6.).

Studenten
120 —
[ Vor Belastung
_ Il Unmittelbar nach Belastung
3 100 [ 15 min nach Belastung
E 4
="
— 80 —
—
@
—
~ 60 —
£
=
o
o 40
o
fe
w
(ﬁI 20_
0_
1 2 3 4 5 6 A B

Standardbelastungen (1-6), Belastungen A und B

Abb. 5.1-15 Darstel lung der [3-Endorphin (1-31)-Plasmakonzentrationen [pmol/l] der
Studenten sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung (meantsd). (Darstellung
Belastung B ohne Wert von Student S7 mit 1710 pmol/l)



5. Ergebnisse 50

Ruderer

120
[ Vor Belastung

Il Unmittelbar nach Belastung
100 + [] 15 min nach Belastung

T FTY

Standardbelastungen (1-6), Belastungen A und B

B, -Endorphin (1-31) [pmol/l]
B (=] ©
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1 1 1

N
o
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Abb. 5.1-16 Darstellung der [3;-Endorphin (1-31)-Plasmakonzentrationen [pmol/I] der

Ruderer vor sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung (mean+sd).

Einzeldarstellung der [3-Endorphin (1-31)-Konzentrationen bei Belastung A und B
Waéhrend der Belastung A und B wurden sowohl bei den Ruderern als auch bei den Studenten

hochste Konzentrationen an 3-Endorphin (1-31) im Plasma sowohl vor und nach der
Belastung, als auch 15 min nach Ende der Belastung. Eine einheitliche Peptidfreisetzung in
Abhangigkeit zur Belastung A / B konnte weder in der Gruppe der Studenten, noch in der
Gruppe der Ruderer beobachtet werden. Abb. 5.1-17 / 18 zeigen die Werte der einzelnen
Versuchspersonen, diein Abb. 5.1-15 /16 as Mittelwerte £ sd zusammengefasst waren.

Belastung A

120 5 [ vor Belastung
E Il Unmittelbar nach Belastung
100 [] 15 min nach Belastung

©
o
|

B, -Endorphin (1-31) [pmol/l]
B (o2}
o o
| |

fi i flln

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 R1 R2 R3 R4 R5 R6

Probanden

Abb. 5.1-17 Darstellung der [34-Endorphin (1-31)-Plasmakonzentrationen [pmol/I] der
Studenten (S) und Ruderer(R) vor sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung
A (meanzsd).
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Belastung B

120 [ Vor Belastung
1 I Unmittelbar nach Belastung

100 [ 15 min nach Belastung
80
60

40

B, -Endorphin (1-31) [pmol/l]

20

ausgefallen

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 R1 R2 R3 R4 R5
Probanden

Pl
o

Abb. 5.1-18 Darstellung der (3-Endorphin (1-31)-Plasmakonzentrationen [pmol/l] der
Studenten (S) und Ruderer(R) vor sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung
B (meantsd).

5.1.2.4. N-Acetyl-[34-Endorphin-IRM

Im Plasma der Studenten wurden im Vergleich zu den Ruderern héaufiger Nac-End-IRM-
Plasmakonzentrationen oberhalb der Nachweisgrenze von 3,5 pmol/l gefunden. Die hochsten
Peptidkonzentrationen konnten vor der Belastung gemessen werden. Unmittelbar nach der
Belastung kam es bei den Probanden zum Abfall der Nac-End-IRM-Plasmakonzentration,
wéhrend 15 Minuten nach Ende der Belastung ein Anstieg beobachtet werden konnte.

Schaut man sich die Peptidkonzentrationen der Probanden einzeln an, zeigt sich eine hohe
intraindividuelle Streuung. Beispielsweise lagen im Monat 2 vor der Belastung die
Peptidkonzentrationen von 6 Studenten (S1,2,4,5,7,11) zwischen 4,3 und 11,6 pmol/l,
wahrend die dbrigen 5 Studenten , Nullwerte” aufwiesen. Im Monat 3 vor der Belastung
zeigten 5 Studenten (S1,4,6,8,9) Nac-End-IRM-Konzentrationen im Bereich zwischen 6 und
10 pmol/I, wahrend sich bel den Ubrigen 6 Studenten keine nachweisbaren Konzentrationen
fanden. Von den 6 Studenten im Monat 2 zeigten nur zwei Studenten (S1,$4) auch im Monat
3 nachweisbare Nac-End-1RM -Plasmakonzentrationen. Die hochsten Plasmakonzentrationen
an Nac-End-IRM wurden bei Student S7 in Monat 2 gemessen (vor der Belastung 11,6
pmol/l; nach der Belastung 6,8 pmol/I; 15 min nach Belastung 11,6 pmol/l), jedoch konnte bei
diesem Probanden in den anderen Monaten mit Standardbelastung keine Peptidkonzentration
oberhalb der Nachweisgrenze beobachtet werden.

Zur Vergleichbarkeit mit den Konzentrationen der anderen POM C-Fragmente wird zunéchst

eine identische Skalierung (0 bis 120pmol/l) der Graphiken gewahlt.
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Standardbelastungen (1-6), Belastungen A und B

Abb. 51-19 Darstellung der Nac-End-IRM-Plasmakonzentrationen [pmol/l] der
Studenten vor sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung (meantsd).

Ruderer
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Standardbelastungen (1-6), Belastungen A und B

Abb. 51-20 Darstellung der Nac-End-IRM-Plasmakonzentrationen [pmol/l] der
Ruderer vor sowie unmittelbar bzw. 15min nach der Belastung (meantsd).

Zur besseren Ubersicht folgt die Darstellung derselben Nac-End-1RM -Plasmakonzentrationen

mit einer Skalierung von 0 bis 10 pmol/I:
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Abb. 51-21 Darstellung der Nac-End-IRM-Plasmakonzentrationen [pmol/l] der
Studenten vor sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung (meantsd /

Skalierung der Konzentration von 0 bis 10 pmol/l).

Ruderer
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Standardbelastungen (1-6), Belastungen A und B

Abb. 51-22 Darstellung der Nac-End-IRM-Plasmakonzentrationen [pmol/l] der
Ruderer vor sowie unmittelbar bzw. 15min nach der Belastung (meanzsd / Skalierung

der Konzentration von 0 bis 10 pmol/l).

Zusammenfassung der N-Acetyl-34-Endorphin-IRM-Konzentrationen bei Standardbelastung

Vergleicht man die Nac-End-IRM-Plasmakonzentrationen der Studenten, so zeigt sich ein
Abfall nach der Belastung (p=0,01). Der Anstieg der Nac-End-IRM-Plasmakonzentrationen
15 min nach Ende der Belastung ist ebenfalls signifikant (p=0,01).
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Vergleich Studenten vs. Ruderer:

Standardbelastung

120
= [ ] Studenten
E 100 Ruderer
2 g
=
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©
c
w40
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m *k
Z 201

O =T T - - —r T
Vorher  Unmittelbar n.B. 15 minn.B.
Abnahmezeitpunkt

Abb. 5.1-23 Darstellung der NAC-
End-IRM -Plasmakonzentrationen
[pmol/l] der Studenten vs. Ruderer
vor sowie unmittelbar bzw. 15 min
nach der Standardbelastung
(meanzsd).

(n.B.: nach Belastung)

Signifikante Unterschiede Studenten
vs. Ruderer - **: p=0,001

N-Acetyl-[3-Endorphin-IRM-Konzentrationen bel Belastung A und B

Die Peptidkonzentrationen vor und nach der Belastung sowie 15 min nach Ende der

Belastung entsprachen den Befunden aus den Monaten 1 bis 6 (Standardbelastung). Bei der

maximalen Ausbelastung (Belastung A) wurde im Gegensatz zu Beastung B nur in

Ausnahmeféllen Nac-End-IRM nachgewiesen.

Vergleich Studenten vs. Ruderer:

Belastung A
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= 1001 Ruderer
)
5 ®;
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Abnahmezeitpunkt

Nac-End-IRM [pmol/l]

Belastung B
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1004 Ruderer
80_
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201
Vorher  Unmittelbar n.B. 15minn.B.
Abnahmezeitpunkt

Abb. 5.1-24 Darstellung der NAC-End-IRM-Plasmakonzentrationen [pmol/l] der Studenten
vs. Ruderer vor sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung A / B (meantsd). (n.B.:
nach Belastung) Signifikante Unterschiede Studenten vs. Ruderer - *: p=0,05
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5.1.25. MSH-IRM

Waéhrend der Standardbelastung (Monate 1 bis 6) konnte sowohl bei den Studenten als auch
bei den Ruderern nur in seltenen Fallen -MSH-IRM im Plasma nachgewiesen werden. Im
Gegensaiz hierzu zeigte sich nach Belastung A (maximale Ausbelastung) bei nahezu allen
Probanden ein Anstieg der Peptidkonzentration. Diese wiederum fiel 15 min nach Ende der
Belastung ab. Nach Belastung B lief3 sich nur noch bei wenigen Studenten 3-MSH-IRM im
Plasma beobachten.

Studenten

120 4 [ Vor Belastung
1 I Unmittelbar nach Belastung

100 [1 15 min nach Belastung
= ]
o _
= 80
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= .
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5
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& ]
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1 2 3 4 5 6 A B

Standardbelastungen (1-6), Belastungen A und B

Abb. 5.1-25 Darstellung der RMSH-IRM-Plasmakonzentrationen [pmol/l] der
Studenten vor sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung (meantsd).
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Abb. 5.1-26 Dargellung der MSH-IRM-Plasmakonzentrationen [pmol/l] der
Ruderer vor sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung (mean+sd).
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Im Vergleich der Plasmakonzentrationen von M SH-IRM zeigte sich ein Anstieg nach der
Belastung A (p=0,001) und ein Abfall 15 min nach Ende der Belastung (p=0,01).

Unterschiede zwischen den Studenten und Ruderern lagen nicht vor.

Belastung A
120
[ 1 VorBelastung
I Unmittelbar nach Belastung

100 [ ] 15 min nach Belastung

80
60 -

40

3-MSH-IRM [pmol/l]

20

Ir

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 R1 R2 R3 R4 R5 R6
Proband

Abb. 5.1-27 Darstellung der (3-M SH-IRM -Plasmakonzentrationen [pmol/I] der
Studenten (S) und Ruderer (R) vor sowie unmittelbar bzw. 15 min nach der Belastung
A (meanzsd).

5.2 Psychische Belastungsstuation

Im Rahmen einer schriftlichen Semesterabschlusspriifung und einer mindlichen Nachprifung
wurden Herzfreguenzen zwischen 68 und 90 Schldge/min gemessen. Es liefen sich erhdhte
Plasmakonzentrationen einzelner POMC-Derivate wie ACTH, (-Endorphin-IRM, [3;-
Endorphin (1-31) und N-Acetyl-[34-Endorphin-IRM vor der Prifung nachweisen. Zu einem
sgnifikanten Abfall der Plasmakonzentrationen nach der Prifungssituation kam esbel ACTH
(p=0,05), [y-Endorphin-IRM und f3-Endorphin (1-31) (p=0,001). Hierbel wiesen zwei
Studenten (S6 und S8) sowohl bel (3-Endorphin-IRM als auch bel 3-Endorphin (1-31)
Plasmakonzentrationen von tber 500 pmol/l auf. Die Ursache hierfir bleibt unklar. Bel Nac-
End-IRM konnten keine Konzentrationsunterschiede vor und nach der Prifung beobachtet
werden. Ebenso konnte bel keinem Probanden 3-MSH-IRM oberhalb der Nachweisgrenze

gemessen werden.
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Proband | ACTH Ry-End-IRM Ry-End (1-31) [Nac-End-IRM R-MSH-IRM
Vor Nach |Vor Nach |Vor Nach |Vor Nach |Vor Nach
S4 7,2 2,2 0,0 0,0 9,8 11,2 |5,3 49 0,0 0,0
S6 15 4 514,2 0,0 1180,3 9,5 51 47 0,0 0,0
S8 29,2 19,7 597,8 20,7 [900,4 4,3 5,6 42 0,0 0,0
S9 429 2,7 20,0 0,0 30,8 21,9 |0,0 0,0 0,0 0,0
Si11 17,3 52 0,0 0,0 25,0 19,4 1,8 0,0 0,0 0,0

Tab. 5.2-1 POMC-Derivatkonzentrationen [pmol/l] vor und nach einer psychischen

Belastungssituation (schriftliche Semesterabschlussprifung / t=120 min).

Proband | ACTH Ru-End-IRM Ry-End (1-31) | Nac-End-IRM R-MSH-IRM
Vor Nach |Vor Nach Vor Nach | Vor Nach Vor Nach

S4 8,8 3,8 0,0 0,0 281 14 0,0 2,1 0,0 0,0

S9 15,3 3,3 0,0 0,0 16,8 13,1 0,0 2,6 0,0 0,0

Tab. 5.2-2 POMC-Derivatkonzentrationen [pmol/l] vor und nach einer psychischen

Belastungssituation (mundliche Nachprifung / t=30 min).
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6. Diskussion

In zahlreichen Studien wurde der Einfluld physischer und psychischer Belastung auf die

Freisetzung einzelner POM C-Fragmente untersucht. Das Hauptaugenmerk gat dabei dem

ACTH und dem so genannten ,3Endorphin“. Dem [FMSH oder N-Acetyl-3-Endorphin

wurden dabei wohl auch aufgrund fehlender Nachweisverfahren allenfalls geringe Beachtung

geschenkt. Ein Hauptproblem der bisher durchgefiinrten Studien war dabei der Einsatz

verschiedener, unspezifischer Nachweisverfahren, die insbesondere bei dem Nachweis von

»[Endorphin® bis zu 10 verschiedene 3-Endorphin-Derivate und ebenfalls weitere POMC

Fragmente wie zum Beispiel das 3-LPH erfasst haben [Harbach et a. (2000); Schulz et al.

(2000)]. Berichtet wurde aber in den meisten Falen Uber ,(3-Endorphin® [Farrell et al.

(2002); Schwarz u. Kindermann (1990); Heitkamp et al. (1993); Schedlowski et al. (1995);

Goldfarb et a. (1991)]. In der vorliegenden Arbeit wurde durch den Einsatz verschiedener

Nachweisverfahren zwischen (3-Endorphin-IRM und [3;-Endorphin (1-31) differenziert.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von intensivem korperlichem Training auf die
Freisetzung der POMC-Fragmente ACTH, R-Endorphin-IRM, R-Endorphin (1-31), N-
Acetyl-3-Endorphin-IRM und FMSH-IRM unter Ausschluss saisonaler Einflussfaktoren zu
erfassen.

Als Grundlage fur diese Studie dienen die Ergebnisse der Arbeiten von Harbach et al. (2000)
und Schulz et al. (2000), (2003). Doch wahrend in diesen Arbeiten Einzeluntersuchungen an
verschiednen Probandenkollektiven durchgefiihrt wurden, wird in der vorliegenden Studie,
neben den erweiterten Untersuchungen an N-Acetyl-3;-Endorphin-IRM und (M SH-IRM, an
zwei konstanten Probandenkollektiven vergleichend tiber einen Zeitraum von einem Jahr, in
Form einer erstmals durchgefuhrten Langzeitstudie, sich einerseits identisch wiederholende,
andererseits auch verschiedenartige physische Belastungen getestet. Zusétzlich werden bei
einem konstanten Probandenkollektiv psychische Belastungssituationen in Form einer
Semesterabschlussprifung und in Form einer miindlichen Nachpriifung untersucht.

Somit sollte eine mogliche stressspezifische Freisetzung der verschiedenen POM C-Fragmente

erfasst werden.
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6.1.Diskussion der M ethoden

6.1.1. Nachweisverfahren

Von der Blutabnahme bis zum eigentlichen Studienergebnis wird eine Vielzahl von
Arbeitsschritten durchlaufen. Jeder Arbeitsschritt beinhaltet mogliche Storfaktoren oder

Problematiken, die im weiteren Verlauf angesprochen werden.

6.1.1.1. Extraktion

Die Extraktion wird bei der Bestimmung der POM C-Derivate im Plasma eingesetzt, um eine

Konzentrierung der Proben um das 10-fache zu erreichen. Hierbei kodnnen folgende

Storfaktoren fir eine Beeinflussung der Ergebnisse verantwortlich sein:

- Extraktionsrecovery < 100 %
Die Recovery von [(Endorphin-IRM liegt be ca 80 % [Wiedemann und
Teschemacher (1983)]. Die Extraktionsrecovery von Nac-End-IRM und M SH-IRM st
bisher nicht bestimmt worden. Es ist jedoch davon auszugehen, dass sie ebenfalls
unter 100 % liegt.

- Bindungsfaktoren
Hildebrand et al. (1989) wiesen nach, dass im menschlichen Plasma Faktoren
vorliegen konnen, die POMC-Fragmente binden. In einer solch gebundenen Form
kann das Peptid von den Kartuschen nicht absorbiert und anschlief?end extrahiert
werden. Hierdurch besteht eine mogliche Beeinflussung in Hinsicht auf den
interindividuellen Vergleich.
Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass auch der intraindividuelle Vergleich, also der
Vergleich der Ergebnisse aus den verschiedenen Abnahmemonaten von nur ener
Person negativ beeinflusst wird. Es kann nicht vorausgesetzt werden, dass die
Konzentration der Peptidbindungsfaktoren bei einer Person innerhalb dieses
Versuchszeitraumes von 11 Monaten konstant bleibt.

- pH-Wert
Nach der Zentrifugation der gewonnen Blutprobe wird das Plasma mit 1-normaler
HCL angesiuert. Dies kann zu einer Konformationsanderung der POMC-
Derivatmolekile fuhren, die sich dadurch ebenso der Extraktion entziehen [Bolten et
al. (1984)].
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6.1.1.2. Aliquotieren

Nach der Extraktion wird das Plasma gefriergetrocknet (Lyophilisation) und im Anschluss
mit 500 ml Puffer C restituiert. Hierzu werden die Proben 4 Stunden bei 4°C maschinell
geschiittelt. Trotz des langen Zeitraums bleiben feste, flottierende Bestandteile in den Proben.
Diese konnen einen Teil der POMC-Derivate beinhalten oder binden, die dann durch die

Zentrifugation aus der Probe diminiert werden.

6.1.1.3. Radioimmunometrische Nachweisverfahren

Eine zentrale Rolle in diesen Nachweisverfahren spielen die verwendeten Antikorper / Seren,
die gegen einzelne Epitope, meist bestehend aus 3-4 Aminosauren des entsprechenden
POM C-Fragmentes, gerichtet sind.

Fluid Phase-One Site Radioimmunoassay

Im Rahmen des Fluid Phase-One Site RIA werden polyklonale Antiseren eingesetzt. Sie
zeichnen sich durch eine hohe Bindungsaffinitét gegentiber dem Antigen aus. Ihre Schwéche
liegt in ihrer geringen Epitopspezifitét. Das bedeutet, dass gleichzeitig verschiedene

Antikorper an verschiedene Epitope eines Fragmentes binden konnen.

Polyklonale Antikdrper

1 A 2 A 5
H,.N [B-End. @) >
H.-Nn LB-End. (1-27) |
Hi-N [B-End. 1-26)]
H,-N [R-End. § (1-17)]
H,-N
Ac-N (1-31)'
Ac-N (1-27) |
Ac-N 1-26)|
Ac-N
Ac-N

Abb. 6.1-1 Beispiele von moglichen Bindungsstellen (1,11,111) polyklonaler Antiseren
(1,2,3) an [34-Endorphin-Derivaten.
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Unter ausschliefdicher Verwendung von polyklonalen Antiseren kann 3-Endorphin nicht
spezifisch nachgewiesen werden. Die Abbildung zeigt, dass die Epitope Bestandteile der
Fragmente (3-Endorphin (1-31), (1-27), (1-26), (1-17), (1-16) sowie derer acetylierten
Formen sein konnen. Somit kann der Fluid Phase-One Site RIA diese 10 oder mehr
verschiedene Fragmente erfassen. Aber auch andere Peptide, die ebenfalls die entsprechenden
Epitope aufweisen, werden erfasst wie z.B. 3-LPH mit einer Kreuzreaktivitét von 54 % (sehe
4.4.2.5.). Diesfuhrt zu falsch-hohen Werten.

Man kann also nicht von authentischem (3-Endorphin (1-31) sprechen, sondern muss hier den
Begriff ,, [34-Endorphin-immunorektives Material“ (IRM) verwenden. Fir den Nachweis von
N-Acetyl-[>Endorphin und -MSH wurde ebenfalls dieses Verfahren eingesetzt, auch hier
spricht man korrekterweise von N-Acetyl-3-Endorphin-IRM und 3-MSH-IRM.

Fluid Phase-Two Site Radioimmunoassay

Fur den spezifischen Nachweis von (3-Endorphin (1-31) wurde ein Fluid Phase-Two Site
RIA verwendet [Harbach et al. (2000); Schulz et a. (2000)]. Bei diesem Nachweisverfahren

werden monoklonale und polyklonale Antikorper verwendet.

M onoklonaler Antikorper Polyklonale Antikdrper
< H,-N LR-End. (1_31)' >
H,-N LB-End. (1-27) |

H,-N [RB-End. (1-26)]
H,-N [R-End. (1-17)]

H,-N [R-End. (I-16)]

Ac-N [R-End. ' (1-31)'
Ac-N [R-End. (1-27)]
Ac-N [R-End (1-26)|
Ac-N [R-End. (1-17)]

Ac-N - (1-16)

[R-End. 2 |

Abb. 6.1-2 Bindungsstellen der Antikorper auf (33-Endorphin (1-31) bel einem Fluid
Phase-Two Site RIA.
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Durch die coaxiale Bindung der Antikorer an C- und N-Terminus des POMC-Fragmentes
wird eine hohe Spezifitét erreicht; die tbrigen [3-Endorphin-Derivate werden nicht erfasst.
Ein Nachteil der monoklonalen Antikorper ist die geringere Affinitét gegenuber ihren

Epitopen. Somit sinkt die Empfindlichkeit dieses Nachweisverfahrens.

Weitere Storfaktoren der immunometrischen Nachwel sverfahren:

- Antikorperbindungsfaktoren
Kreuzreagierende Peptide kdnnen zur Bindung von Antikorpern fuhren. Kommt es
dabel zur Antikorperséttigung, kénnen weitere POM C-Fragmente nicht mehr erfasst
werden. Solche Peptide konnen bel bis zu 40 % der Testpersonen im Plasma
nachgewiesen werden [Boscato et al. (1986)]. Eine ausreichende Zufuhr von
Antiserum kann diesen Storfaktor reduzieren.

- Antikorperséttigung durch POM C-Fragmente
Eine Antikorperséttigung kann auch durch eine hohe Konzentration von POMC-
Fragmenten selbst hervorgerufen werden. Diesem Effekt begegnet man mit einer
Verdunnung der Probe und einer Erhdhung der Antikdrpermenge (,, high-dose-hock-
Effekt") [Rayll et al. (1982); Chard et a. (1990)].

- Interferenzfaktoren
Eine Hyperlipidamie und auch Komplementfaktoren stellen Einflussfaktoren beim
RIA dar [K&pyhaho et al. (1989)].

- Substanzen
Es ist denkbar, dass beispielsweise falsch temperierte Pufferldsungen oder ein ater

Tracer zu verfal schten Ergebnissen fiihren konnen.

Aus diesen Grinden wurden bisherige ,schlechte® Erfahrungen beziglich dieser
Problematiken im Rahmen der vorliegenden Arbeit beachtet, um diese Fehlerquellen

maoglichst zu reduzieren.

6.1.1.4. Statistische Auswertung

Uber die immunometrischen Nachweisverfahren erhalten wir Signale in Form von Gamma-
Strahlen, die als Counts quantifiziert werden. Zur Auswertung dieser Radioaktivitét werden
so genannte Standardkurven erstellt. Die hierzu bendtigten Standardproben werden aus
Plasmaproben gewonnen. Das Plasma wird hier jedoch von allen eventuell enthaltenen
POMC-Fragmenten befreit (Plasmafiltrat) und anschlief?end mit definierten Mengen des zu

bestimmenden  Peptides versetzt. Alle weiteren  Schritte  (Immunometrische
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Nachweisverfahren) sind identisch mit denen, die die Probandenproben durchlaufen. Da die
Konzentrationen der Standards in den Standardproben bekannt sind, kdnnen die zugehérigen
Radioaktivitaten herangezogen werden, um im Vergleich die POM C-Derivat-K onzentrationen
der Probandenproben zu berechnen. Hieraus folgt, dass bei fehlerhafter Standardkurve die
berechneten Konzentrationen [pmol/l] falsch sein kdnnen. Um dieses zu vermeiden, wurden
grundsétzlich 3 oder mehr Standardkurven fir einen RIA erstellt, auf die gegebenenfalls

zurtickgegriffen werden konnte.

, BO-Problematik"

Anhand der BO-Proben wird die Nulllinie der Standardkurven bestimmt. Diese wird durch

eine Anzahl von n = 8+2 Proben ermittelt. Aus diesen 82 Werten wird ein Mittelwert £
Standardabweichung (cpm) berechnet. Theoretisch sollten nun die cpom-Werte der Probanden
kleiner oder gleich dem BO sein. cpm-Werte oberhab von BO wirden negative
Peptidkonzentrationen anzeigen, was , physiologischer Unsinn® wére (Eigenschaften des
Fluid Phase-One Site Radioimmunoassays als Kompetitionstest 4.4.2.4.). Nun |&sst sich der
BO-Wert experimentell nicht als Punkt festlegen, sondern er lasst sich nur as
Wahrscheinlichkeitsbereich zwischen den Werten BO — 1.Standardabweichung bis BO +
1.Standardabweichung bestimmen. Somit sollten die cpm-Werte der Proben ohne
nachweisbare  Peptidkonzentrationen innerhalb des Bereichs BO-Wert = 1.
Standardabweichung liegen. Beispiel der Werteverteilung eines Radioimmunoassays:

500
480
460 -
440 +
420
400
380
360
340
320
300 [ B

BO+1.sd

BO

cpm-Werte

BO-1.sd

Probanden

Abb. 6.1-3 cpm-Werte von Probandenproben aus einem RIA (Beispiel: M SH-IRM)
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In Abb. 6.1-3 streuen die einzelnen cpm-Werte der Probanden nicht um BO (384 cpm), den
theoretischen Nullwert, sondern um 403 cpm (BO + 1.Standardabweichung). Ca 35 % dler
cpm-Werte sind also groer als der BO-Wert. Rechnerisch liegen also negative
Peptidkonzentrationen in hoher Anzahl vor, die jedoch nicht existieren kdnnen. Somit muss
die Schlussfolgerung gezogen werden, dass der experimentell ermittelte BO-Wert zu niedrig
liegt. Diese Problematik der Standardkurven ist kein Einzelfall, sondern ein bekanntes
Problem.

Ursache hierfir konnen Storfaktoren wie die Peptid- oder Antikdrperbindungsfaktoren sein,
die von Proband zu Proband in unterschiedlicher Hohe im Plasma vorkommen konnen.
Ebenso bestent die Moglichkeit, dass auf Grund von Unterschieden in der sterischen
Konfiguration der Peptide oder auf Grund von anderen unbekannten Einflussgroéfien das
Plasmafiltrat fur die Standardproben zuvor nicht vollstandig von allen POMC-Derivaten
befreit wurde.

Hieraus wirde sich die Schlussfolgerung ergeben, dass idealerweise fir jeden einzelnen
Probanden aus seinem eigenen Plasma eine ,eigene” Plasmastandardkurve zur Auswertung
ergelt werden sollte. Hierzu misste jedem Probanden pro Peptid 300 ml Blut entnommen
werden. Abgesehen von der Belastung der einzelnen Versuchspersonen, ist dieses bei 17

Probanden und dem daraus folgenden Probenumfang nicht realisierbar.

Anhand der ,,BO-Problematik” zeigt sich, dass ein grof3er Teil an Daten sich der Auswertung
entzieht, da, wie beschrieben, bei cpm-Werten > BO — 1.Standardabweichung die Werte auf
Null gesetzt werden. Ebenso wird der Mittelwert auf Null gesetzt, wenn nur ein Wert der
Doppelmessung gréler BO - 1.Standardabweichung betrégt. Nur wenn beide cpm-Werte
signifikant # BO sind (<BO — 1sd), liegt ein Peptidnachweis vor. Somit wurden cpm-
Anderungen vor / nach Belastung, die unter dem festgelegten Nullniveau lagen, nicht
dargestellt. Mdogliche (wahrscheinlich geringere!l) Konzentrationsanderungen der Peptide

kdnnten somit nicht erfasst worden sein.

Um eventuelle Abhangigkeiten des BO-Wertes von der Plasmagewinnung bzw. Aufbereitung
und Waeiterverarbeitung nachzuweisen, wurde eine separate Versuchsreihe durchgefihrt.
Hierzu wurden aus Blutproben nur BO-Werte bestimmt. Dabei wurde die Plasmagewinnung
und Verarbeitung auf verschiedene Art und Weise variiert. Es kamen verschiedene
Abnahmerohrchen mit unterschiedlichen Durchmessern zum Einsatz. Hierdurch wurde das
Blut unterschiedlich schnell auf 4°C heruntergekihlt. Zusétzlich eingefugte Filtrationsschritte
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sollten eventuelle Storfaktoren beseitigen. Verschieden lange Aufbewahrungszeiten der
Blutproben auf Eis sollten Abhangigkeiten von Verarbeitungsgeschwindigkeiten nachweisen.
Alle Variationen der Blut- und Plasmaverarbeitung zeigten jedoch in ihren Resultaten keine

signifikanten Unterschiede zu der herkdmmlichen Vorgehensweise.

Alternative gatistische Auswertung

Der teilweise hohe Verlust an Datenmenge fihrte zur Entwicklung eigener Auswertverfahren
mit mathematischen ,, Klimmzugen* wie beispielsweise einer Taylerreithe 1. und 2. Ordnung.
Weiterhin wurden die Ergebnisse unabhangig von den Standardkurven statistisch ausgewertet.
Hierzu wurden die reinen cpm-Werte einer multifaktoriellen Varianzanal yse unterzogen. Ein

Ranking mit Hilfe des Friedmanntestes wurde ebenso in Betracht gezogen.

Das folgende Beispiel zeigt die Ergebnisse einer Multifaktoriellen Varianzanalyse zur
Auswertung von ACTH:

ACTH - Multifaktorielle Varianzanal yse

Faktoren: Gruppe: Studenten zu Ruderer

Zeit: Monat zu Monat

Belastung: Vorher (1) zu Nachher (2) zu 15 min Pause (3)
Signifikanzniveau:
p > 0,05: nein p <0,05: ja p <0,01: 2ja p < 0,001: 3ja
Die nicht genannten Faktoren werden gemittelt und nicht bertcksichtigt.

Monat M1/3 (M1/4 [M1/A(M1/B|M4/6 |[IM4/A|M4/B|M6/A|M6/B[M7/B

Gruppe nein ja nein nein nein nein nein nein nein nein
Zeit nein nein 3ja nein nein 2ja nein 2ja nein 3ja
Belastung | 3ja ja 3ja ja ja 3ja ja 3ja ja 3ja

Tab. 6.1-6 Multifaktorielle Varianzanalyse von ACTH.

Weder experimentell noch durch Verwendung alternativer Vorgehensweisen der statistischen
Auswertung konnte die ,, BO-Problematik” geltst werden. Eine Darstellung der Rohdaten ohne
Abzug der Leerwerte und Verwendung der Standardkurven wirde einerseits die ,Bo-
Problematik“ umgehen, andererseits wére ein direkter Vergleich der Assays und somit der

Plasmakonzentrationen miteinander nicht moglich. Eine Angabe gatistischer Signifikanzen
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beziglich der Anstiege oder Abfdle von Plasmakonzentrationen wére zwar mdglich,
Unterschiede im Ausmald der Anstiege oder Abfélle lieflen sich jedoch nicht zeigen.
Quantitative Aussagen Uber saisonale Effekte oder Trainingsbedingte Effekte wéren somit
nicht moglich.

Auch im Hinblick auf die Vergleichbarkeit der Ergebnissen dieser Arbeit mit den Ergebnissen
der bisher verdffentlichten Studien beschrénkt sich die Auswertung auf die des etablierten
Verfahren mit Standardkurven und Darstellung der Ergebnisse mit dem Student T-Test.

6.1.2. Physische Belastungssituationen

Die Probanden absolvierten drei verschiedene physische Belastungssituationen auf einem
Concept-11-Ruderergometer. Im  Vergleich zu den in den Studien eingesetzten
Fahrradergometern oder Laufbandern erfordert der Bewegungsablauf auf einem
Ruderergometer den dynamischen Einsatz einer hoheren Anzahl an Muskelgruppen (70-80 %
der Skelettmuskulatur) [Steinacker et a. (1997)].

Die Standardbelastung wahrend der Monate 1 bis 6 kann als moderate anaerobe Belastung
eingestuft werden und soll, unter Berticksichtigung der Ergebnisse bisheriger Studien, zu
einer Freisetzung von ACTH und 3-Endorphin-IRM fuhren [Heitkamp et d. (1993), (1996);
Schwarz und Kindermann (1992); Schulz et al. (2000), (2003)]. Die zu erbringende Leistung
wurde, baserend auf dem Laktatstufentest, fir jeden Probanden individuell festgelegt. Dies
ermoglicht trotz unterschiedlicher Leistungsféhigkeiten den Vergleich der einzelnen
Probanden untereinander. Weiterhin ist ein Vergleich zwischen dem Kollektiv der trainierten
und untrainierten Probanden moglich. Die Laktatkonzentration aller Probanden nach der
Standardbel astung lag bei 5,9+1,6 mmol/l (meantsd).

Diese Belastung wurde Uber 6 Monate beibehaten, sodass eine saisonale Beobachtung
maoglich war. Veranderungen in der POM C-Fragmentzusammensetzung tber diesen Zeitraum
bei den Ruderern konnten somit als Trainingseffekt gewertet werden. Liegen gleichzeitig
solche Veranderung bei den nicht trainierenden Studenten vor, muss ein saisonaler Effekt in
Betracht gezogen werden.

Wird die Belastung durch einen 2-minttigen Endspurt zu einer maximalen Ausbelastung
(Belastung A) gesteigert, sollte es ebenso zu einer gesteigerten POM C-Fragmentfreisetzung
kommen [Farell et al. (1987)]. Somit sollte der Effekt einer additiven Ausbelastung dargestel It
werden. Petraglia et al. (1988) zeigen, dass eine isolierte Maximalbelastung mit einer Dauer

von 10 bis 30 Sekunden ausreichen, um einen Angtieg an 3-Endorphin-IRM im Plasma
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hervorzurufen. Die Intensitét der Belastung B entspricht der Leistung der abschliel®enden 2
mindtigen Ausbelastung der Belastung A, die hier isoliert, d.h. ohne vorausgegangene
Versuchsbelastung absolviert wurde. Dabei nimmt Belastung B eine Mittelstellung zwischen
Standardbelastung und Belastung A ein und kann als submaximale Belastung betrachtet
werden. Der Vergleich der drei verschiedenen Belastungsintensitéten sollte eine mdgliche

stressspezifische Freisetzung der unterschiedlichen POM C-Fragmente nachweisen.

6.1.3. Psychische Belastung

In den letzten 15 Jahren weisen zahlreiche Studien den Einfluss von psychischem Stress auf
die Freisetzung von POMC-Fragmenten nach [Al’Absi et al. (2000); Miller et al. (1993);
Sheps et d. (1995); Schedlowski et al. (1995); Leino et a. (1995); Schulz (2003)]. Im
Rahmen dieser Arbeit war es moglich, 5 Studenten wahrend einer psychischen Stressituation
(Semesterabschlussprifung) auf eine mogliche POM C-Fragmentfreisetzung zu untersuchen.
Somit sollten auch maogliche psychische Einflussfaktoren im Vorfeld der physischen
Belastungssituationen bei der Ergebnisbetrachtung dieser Arbeit berticksichtigt werden.

6.2. Diskussion der Ergebnisse

6.2.1. Kontrollparameter

Die Herzfrequenz und die Laktatplasmakonzentrationen dienen as Anhaltspunkte fur die
Belastungsintensitét [Jacobs et al. (1986); Marriott et al. (1996)].

Die wéahrend der Standardbelastung (Monate 1 bis 6) gemessenen Herzfrequenzen und
Laktatkonzentrationen bleiben Uber diesen Zeitraum konstant. Dies konnte zu der
Schlussfolgerung fuhren, dass nicht nur die geforderte Leistung, sondern auch die korperliche
Beanspruchung fir jeden einzelnen Probanden konstant geblieben ist. Betrachtet man die
Laktatkonzentrationen der Standardbelastung (5,916 mmol/l), so liegt die
Belastungsintensitét im anaeroben Bereich, jedoch miissen interindividuelle Unterschiede des
anaeroben Schwellenbereichs berlickschtigt werden [Urhausen et a. (1993)]. Die
Laktatkonzentrationen der einzelnen Personen blieben Uber den Zeitraum von 6 Monaten
(Standardbelastung) mit einer geringen Streuung konstant. Trainingseffekte oder saisonale

Einflussfaktoren konnen nicht beobachtet werden.
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Bei der additiven 2-mindtigen Ausbelastung (Belastung A) steigen signifikant die
Herzfrequenzen auf Uber 200 Schldge/min und die zugehtrigen Laktatwerte auf bis zu 24
mmol/l, so dass eine maximale Ausbelastung vorliegt. Nach Belastung B liegt die mittlere
Herzfrequenz bei den Ruderern und den Studenten 20 Schldge/min tiefer als nach Belastung
A, die Laktatwerte liegen im Mittel bel den Studenten 4 mmol/l, bei den Ruderern 5 mmol/I|
tiefer. Ahnliche Laktatkonzentrationen sowie vergleichbare Herzfrequenzen wurden bei der
Untersuchung submaximaler Belastungsintensitdten in Arbeiten von Urhausen et al. (1993)
und Beneke (1995) gefunden.

6.2.2. ACTH (1-39)

ACTH wurde in vielen Studien in Zusammenhang mit physischen Belastungssituationen
nachgewiesen. Dabel wurden die Belastungsart, Intensitét und Dauer variiert.

Einen Ausschnitt aus den vorliegenden Studien zeigt die folgende Tabelle. Die Studien sind
nach den Belastungsintensitdten - moderate, submaximale, maximale Belastung und
Ausdauerbelastung — und in zweiter Linie nach den ACTH-Plasmakonzentrationen unterteilt.

Die grau unterlegten Studien stellen die drei Belastungsformen dieser Arbeit dar.

Studie Prob. Belastung HF Laktat | Dauer/ Intensitdt | ACTH
[S./min]| [mmol/l] [pmol/l]

Studien mit moderater Belastung

Luger et al. (1987) 21M Laufband 2,5 30 min 50 VOyax <10
5 30 min 70 VOzmax <20
11 30 min 90 VO, | 50+14
Kraemer et al. (1989) |23M/F Lauf 153 30 min Belastung <10
bei 80 % HF
Standardbelastung 17M Ruderergo. 164+17( 5,9+1,6 30 min 15+12,4

Studien mit submaximaler Belastung

Schwarz u. Kindermann | 12M Fahrradergo. 12+2 1 min 915
(1990) Ausbelastung

Belastung B 17M Ruderergo. 172+20( 13,8+4,3 2 min 19+14
Schulz et al. (2000) 23M Ruderergo. 185 [16,6 £2,7 10 min/ 1 min |[41,7+28,9

Ausbelastung
Farrel et al. (1987) 14M Laufband 2 min 110 VO,a¢ | 61,5%7,2
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Studie Prob. Belastung HF Laktat | Dauer/Intensitat | ACTH
[S./min]| [mmol/l] [pmol/l]

Studien mit maximaler Aushelastung

Oleshansky 17M Laufband 181 Steig. bis Ausb. [ 15,54+3,5

et al. (1990) 13 bis 16,5 min

Schwarz u. Kindermann | 12M Fahrradergo. 187+9 | 10+1,6 Steig. bis Ausb. 19+10

(1990) 20 min

Rahkila et al. (1988) 10M Laufband 185+4 [ 10,1+0,9 | Steig. bis Ausb. ]21,8+1,51
10 min

Heitkamp et al. (1993) 16M Laufband 185 9,6 Steig. bis Ausbe. 28+11

bis 60 min

Inder et al. (1998) 6M Fahrradergo. Steig. bis Ausb. 4046
60 min

Heitkamp et al. (1996) 14F Laufband 185 6,7 Steig. bis Ausb. 45136

Belastung A 17M Ruderergo. 191+17(18,3+5,2 | Steig. bis Ausb. |51,9+25,7
30 min

de Diego Acosta 19M Laufband Steig. bis Ausb. 63+30

et al. (2001) 1 bis 60 min

Studien mit Ausdauerbelastung

Heitkamp et al. (1993) 16M Marathon bis 158 3,5 176 min 27+11

Heitkamp et al. (1996) 14F Marathon 169 3,8 3 h 21 min 39+22

Petraglia et al. (1988) 27M (100-10000 m Lauf (keine Angaben) 40+6

Tab. 6.2-1 Dargdlung der  ACTH-Plasmakonzentrationen  [pmol/l],

Laktatkonzentrationen [mmol/l] und Herzfrequenzen [S./min] nach der jeweiligen

Belastung (meanzsd).

(Abkurzungen — S: Herzaktionen, Steig. bis Aush.: Steigerung bis zur Aushelastung)

Standardbel astung

Diein Tab. 6.2-1 dargestellten Studien weisen alle nach der Belastungssituation einen Anstieg

und nach einer folgenden Ruhepause einen Abfall der ACTH-Plasmakonzentrationen auf. Die

Hohe der Konzentrationen zu den verschiedenen Zeitpunkten nach der Belastung ist abhéngig

von der Intensitét, Dauer und Art der Belastung.
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Betrachtet man die ACTH-Plasmakonzentrationen der Studenten und der Ruderer, so zeigen
sich im Vergleich zu den Ergebnissen der dargestellten Studien keine wesentlichen
Unterschiede. In beiden Gruppen kommt es nach der Belastung zu einem signifikanten
Anstieg der ACTH-Plasmakonzentration und 15 min nach der Belastung wieder zu einem
signifikanten Abfall.

Die Betrachtung einzelner Studenten im zeitlichen Verlauf der sich wiederholenden
Standardbelastungen  zeigt, trotz konstanter Belastungsintensitét, vergleichbaren
Herzfrequenzen und vergleichbaren Laktatplasmakonzentrationen Unterschiede der ACTH-
Plasmakonzentrationen vor und nach der sich wiederholenden Belastungen. Bei einigen
Probanden steigt die ACTH-Plasmakonzentration nach der Belastung nicht an, sondern bleibt
konstant oder féllt ab. Bei den Ruderern lassen sich diese ACTH-Konzentrationsinderungen
nicht beobachten. Der interindividuelle Vergleich zwischen den Probanden zeigt, dass einige
hohere ACTH-Plasmakonzentrationen aufweisen as andere Probanden mit vergleichbaren
Leistungen. Dennoch bleiben die Unterschiede innerhalb einer Gruppe zu jedem
Abnahmezeitpunkt (vor, unmittelbar nach der Belastung, 15 min nach Belastung) in einem
gewissen Schwankungsbereich konstant. Signifikante Konzentrationsunterschiede lassen sich
beim interindividuellen Vergleich weder bei den Studenten noch bel den Ruderern
nachweisen. Eine Ausnahme bilden die ACTH-Plasmakonzentrationen der Studenten

unmittelbar bzw. 15 min nach der 1. Standardbelastung.

Student S1 Student S6
Standard- | Leistung [Watt] Leistung [Watt]
Belastung 50 90 120 60 100 130
Vorher Unmittelbar n.B. 15 min n.B. | Vorher Unmittelbar n.B. 15 min n.B.
Laktat [mmol/l] Laktat [mmol/l]
1 1,9 57 3.3 1,9 3,3 1,8
2 1,3 5,2 2,2 15 2,8 1,3
3 1,4 7.7 2,3 -- -- --
4 1,2 4,6 2,7 1,3 6 24
5 2 53 2,7 15 4,3 2,1
6 1,4 5,8 1,7 1,6 3,8 2
Herzfrequenz [Schlage/min] Herzfrequenz [Schlage/min]
1 86 132 84 72 140 96
2 80 124 88 80 140 92
3 76 148 72 -- -- --
4 68 136 84 88 172 104
5 80 144 92 88 160 96
6 88 124 80 72 160 88
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ACTH [pmol/l] ACTH [pmol/1]
1 5,6 21,7 14,6 8,2 4,1 2,8
2 7,0 5,2 3,2 7,6 3,8 3.3
3 4,1 7.9 5,2 - - -
4 6,9 49 3.8 10,1 5,1 3.8
5 45 8,7 51 6,7 4,5 2,8
6 3,5 3,7 3,5 7,3 3,9 2,5

Tab. 6.2-2 Inter- und intraindividueller Vergleich von ACTH [pmol/l] am Beispiel der
Studenten S1 und S6 unter Beriicksichtigung der Herzfrequenz [Schlége/min], der
Laktatplasmakonzentration [mmol/l] und der Leistung [Waitt].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde darauf geachtet, dul3ere Einflussfaktoren wie zum Beispiel
die Umgebungstemperatur bei den Versuchsbelastungen konstant zu halten [Castellani et al.
(2002); Williams et al. (2002)], so dass eventuelle Konzentrationsénderungen von ACTH bei
Standardbel astung wahrend der Monate 1 bis 6 gegebenenfalls auf saisonale Einflussfaktoren
oder, in der Gruppe der Ruderer, auf Trainingseffekte zurtickgeftihrt werden konnen.

Doch weder in der Gruppe der Studenten noch in der Gruppe der Ruderer werden in diesem
Zeitraum von 6 Monaten sSignifikante Konzentrationsverénderungen bei  den
Peptidkonzentrationen vor der Belastung, unmittelbar nach der Belastung oder 15 min nach
Ende der Belastung beobachtet. Somit konnten in dieser Arbeit weder saisonale
Einflussfaktoren noch Trainingseffekte auf die Freisetzung von ACTH nachgewiesen werden.
Ahnliche Befunde erhoben Malarkey et al. (1995).

Die ACTH-Plasmakonzentrationen vor der Belastung betragen bel den Studenten 5,6+2,6
pmol/l, bei den Ruderern 6,9+3,0 pmol/l (meantsd) und sind somit vergleichbar mit den
Ergebnissen aus den Studien von Kraemer RR et al. (1989), Oleshansky et al. (1990) und
Schulz et al. (2000). Diese Plasmakonzentrationen sind im Verhaltnis zu den Normwerten in
den frihen Abendstunden (1,1 bis 4,5 pmol/l) erhoht. Der Korper scheint somit im Vorfeld
der Belastung mit einer Peptidfreisetzung zu reagieren. Mdglicherweise konnte dies as eine
Art , Bereitschaftsreaktion® des Organismus in Erwartung einer Stresssituation gewertet
werden. Ahnliche Ergebnisse zeigt die Studie von Schulz (2003), in der Skispringer auf
Grund der auf¥ergewdhnlichen Stresssituation vor dem Flug erhdhte ACTH-Konzentrationen
im Plasma aufweisen. Schedlowski et a. (1995) weisen bei Fallschirmspringern vor dem

Sprung ebenso erhdhte ACT H-Plasmakonzentrationen nach.
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Nach der Beastung sind die Plasmakonzentrationen der Studenten und der Ruderer
vergleichbar mit den Ergebnissen einer Studie von Luger et al. (1987). Anderungen der
ACTH-Plasmakonzentrationen werden wahrend der Monate 1 bis 6 nicht beobachtet.
Lediglich in Monat 1 zeigt sich bei den Studenten eine hthere ACTH-Plasmakonzentration
im Vergleich zu den Folgemonaten. Die Belastung scheint trotz identischer Leistung und
zugehorigen konstanten Laktatplasmakonzentrationen im ersten Monat hoher zu sein as in
den Ubrigen Monaten. Eine Erklarung hierfir konnte in der fur die Studenten vollig neuen
Belastungssituation, zum einen auf einem unbekannten Ruderergometer zum anderen unter
erstmal's bestehenden Versuchsbedingungen gefunden werden.

Die Ruderer sind solche , Testsituationen® durch ihr tagliches Training und durch ihre
Teilnahme an u.a internationalen Ergometerwettkdmpfen und Studien gewohnt. Sie weisen

im ersten Monat keine hoheren Werte im Vergleich zu den anderen M onaten auf.

Belastung A / Belastung B

Die Ergebnisse der Studenten und Ruderer unter beiden Belastungen begtétigen die
Ergebnisse vergleichbarer Studien von Farrel et al. (1987), Schwarz u. Kindermann (1990),
Heitkamp et al. (1996), Schulz et al. (2000), siehe Tab. 6.2-1.

Eine Ergénzung der Standardbelastung durch einen 2-minitigen Endspurt bis zur maximalen
Ausbelastung und korperlichen Erschopfung (Belastung A) fuhrt zur Erhdhung der ACTH-
Plasmakonzentrationen der Studenten auf 52+26,8 pmol/l und der Ruderer auf 51+25 pmol/l
(p=0,001). Wird ein isolierter 2-minitiger Endspurt mit gleicher Leistung (Prax) Wie unter
Belastung A aus einem kdrperlich ausgeruhten Zustand absolviert (Belastung B), konnen
Konzentrationsanstiege bei den Studenten auf 19,8+16,2 pmol/l und bei den Ruderern auf
17,3+8,9 pmol/l beobachtet werden. Be dem Vergleich dieser Befunde mit den ACTH-
Konzentrationen nach Standardbelastung (Studenten: 7,2+5,5 pmol/l; Ruderer: 17,1+11,8
pmol/l) zeigt sich, dass bel den hohen Belastungsintensitdien vergleichbare ACTH-
Plasmakonzentrationen bei den Studenten und Ruderern vorliegen, wéhrend bel der im
unteren anaeroben Belastungsbereich liegenden Standardbelastung ein deutlicher Unterschied
der ACTH-Plasmakonzentrationen gefunden wird. Somit fuhrt intensives korperliches
Training langfristig zu einer erhdhten ACTH-Freisetzung im unteren anaeroben
Belastungsbereich.

Nach der Belastung zeigen sich sowohl bel den Studenten als auch bei den Ruderern

vergleichbare Abféle der ACTH-Plasmakonzentrationen.
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Trainingseffekte / Vergleich Studenten vs. Ruderer

Um den Einfluss von intensivem korperlichen Training auf die Freisetzung von POMC-
Fragmenten unter sportlicher Belastung zu beurteilen, kann einerseits ein konstantes
Probandenkollektiv. vor und nach enem Trainingsprogramm auf die POMC-
Fragmentfreisetzung getestet werden [Heitkamp et al. (1998); Gomez-Merino et al. (2002)],
anderersaits konnen ein trainiertes und ein untrainiertes Probandenkollektiv bei einer
Belastungssituation miteinander verglichen werden [Luger et al. (1987); Kraemer et al.
(1989); Heitkamp et al. (1998)].

Die Befunde der vorliegenden Arbeit schlief3en einen Einfluss von intensivem korperlichen
Training Uber einen Zeitraum von 6 Monaten bei konstanter Versuchsbelastung auf die
ACTH-Plasmakonzentrationen vor, unmittelbar nach und 15 Minuten nach der Belastung aus.
Bisherige Ergebnisse der vorliegenden Studien zeigen unterschiedliche Einflisse von
korperlichem Training auf die Freisetzung von ACTH. Gomez-Merino et a. (2002), sowie
Engfred et al. (1994) kénnen ebenso keinen Einfluss von dreiwdchigem bzw. flinfwdchigem
Training auf die ACTH-Freisetzung feststellen. Der initiale Trainingszustand der Probanden
in diesen Studien wird as , durchschnittlich® beschrieben. Im Gegensatz hierzu zeigt die
Studie von Tabata et a. (1990) nach einem siebenwtchigen Training verminderte ACTH-
Plasmakonzentrationen nach der Belastungssituation, wéhrend eine Studie von Heitkamp et
al. (1998) nach einem achtwochigen Training erhohte ACTH-Plasmakonzentrationen vor der
Belastungssituation nachweist. Maoglicherweise ist der unterschiedliche ,Ausgangs-
Trainingszustand“ der Probanden zu Beginn der Untersuchung eine Ursache fur diese
widerspriichlichen Ergebnisse. So waren die von Heitkamp untersuchten Probanden in einem
durchschnittlichen ~ Trainingszustand, = wahrend in  der  vorliegenden  Arbeit
Hochleistungssportler mit einem Trainingsaufwand von mehr als 20h pro Woche tber Jahre
hinweg untersucht wurden.

Vor den Standardbelastungen wurden in dieser Arbeit ACTH-Plasmakonzentrationen Uber
dem circadianen Normwert beobachtet. Dabei zeigen die Ruderer in den Monaten 2 bis 6 vor
der Belastung héhere ACTH-Plasmakonzentrationen als die Studenten (p=0,05). Ahnliches
wurde von Luger et a. (1987) und Petraglia et al. (1988) gefunden. Da sich in den Monaten 1
bis 6 der Standardbelastung kein Einfluss von intensivem koérperlichem Training in dieser Zeit
auf die ACTH-Plasmakonzentration in Ruhe findet, misste die Ursache der erhthten ACTH-
Plasmakonzentration bel den hochtrainierten Ruderern in einem deutlich langeren
Trainingsprozess begriindet sein. Zieht man hierbei die Befunde von Luger et a. (1987) und
Petraglia et al. (1988) in Betracht, die in ihren Arbeiten den Einfluss von korperlichem
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Training auf untrainierte / mafdig trainierte Probanden untersuchten, so scheint im Gegensatz
zu den in dieser Arbeit untersuchten Hochleistungssportlern bei einem schlechteren
Trainingsausgangszustand auch eine kirzere Trainingsperiode zur gesteigerten ACTH-
Plasmakonzentration im Vorfeld einer Belastung zu fuhren.

Im Gegensatz hierzu fanden Krémer et al. (1989) keinen Unterschied der ACTH-
Konzentrationen vor einer Belastung zwischen trainierten und untrainierten Probanden; Diego
Acosta et al. (2001) fanden sogar hohere ACTH-Plasmakonzentrationen bei untrainierten im
Vergleich zu trainierten Probanden. (Genaue Angaben Uber den wdchentlichen
Trainingsaufwand / Trainingszustand der Probanden werden in diesen Arbeiten nicht
gemacht.)

Waéhrend der Standardbelastung liegen die ACTH-Konzentrationen der Ruderer nicht nur vor
der Belastung, sondern auch unmittelbar nach der Belastung und nach 15 min Pause
signifikant Uber denen der Studenten. Bei den Studenten liegt sogar die mittlere ACTH-
Plasmakonzentration 15 min Pause nach der Belastung unter der Plasmakonzentration vor der
Belastung (p=0,01). Zieht man die Ergebnisse der Studie von Petraglia et al. (1988) mit in
Betracht, in der zwei Tage vor einer Belastung keine erhthten oder unterschiedlichen ACTH-
Konzentrationen im Plasma bel den trainierten und untrainierten Probanden nachgewiesen
werden, so kdnnten diese Ergebnisse die sogenannte ,, Bereitschaftsreaktion* im Vorfeld einer
Belastung bestétigen.

Wird die Beastungsintensitdt gesteigert (Belastung A und B), snd die ACTH-
Plasmakonzentrationen nach der Belastung bei den Studenten und den Ruderern identisch.
Studien von Oleshansky et al. (1990) und de Diego Acosta et a. (2001) zeigen dhnliche
Ergebnisse, wahrend Farell et al. (1987) bel untrainierten Probanden im Vergleich zu
trainierten Probanden nach der Belastung geringere ACTH-Konzentrationen im Plasma
nachwiesen.

Unter Belastung A zeigt Student 8 unmittelbar nach einer Maximalleistung von 343,9 Watt
die hochste ACTH-Plasmakonzentration von 116,5 pmol/l, nach 15 min Pause 107,2 pmol/l.
Damit lagen diese beiden Werte deutlich Gber den gemessenen ACTH-Plasmakonzentrationen
aller Ruderer. Auffallend war, dass der Proband im Anschluss an die Belastung nicht in der
Lage war, aus eigener Kraft vom Ruderergometer aufzustehen. Zusétzlich zeigte der Proband
vagale Reaktionen wie Ubelkeit und Schwindelgefuhl, die fur 30 min anhielten. Ahnlich hohe
ACTH-Plasmakonzentrationen mit vagalen Reaktionen nach maximaler Ausbelastung wurden
in einer Studie von Kraemer RR et al. (1989) gefunden.
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Oleshansky et al. (1990) wiesen nach, dass die Geschwindigkeit des Konzentrationsabfalls
von ACTH nach der Belastung vom Trainingsstatus der Probanden abhangig ist. Die ACTH-
Plasmakonzentration féllt in der Erholungsphase bei trainierten Probanden schneller als bei
untrainierten Probanden ab. Unter Belastung A kdnnen &hnliche Ergebnisse beim Vergleich
der Ruderer mit den Studenten beobachtet werden.

6.2.3. By-Endor phin

Der Einfluss physischer Belastung auf die Freisetzung von ,[3;-Endorphin® wird in vielen
Arbeiten zum Teil kontrovers diskutiert. Ein Grund hierfir kdnnte sein, dass nicht
authentisches [3-Endorphin  (1-31), sondern durch den Einsatz vieler verschiedener
Nachweisverfahren sogenanntes [(34-Endorphin-IRM, eine Zusammensetzung aus einer
Vielzahl an Endorphin-Derivaten (siehe Abb. 1.3-1), seinen N-acetylierte Formen sowie (3
Lipotropin nachgewiesen wurde [HOllt et al. (1986); Cumming et al. (1987); Chan et al.
(1992); McLoughlin et al. (1993); Gibson et al. (1993); Oleshansky et a. (1990); Viru et al.
(1994)]. In dieser Arbeit wird durch den Einsatz von zwei verschiedenen Nachweisverfahren
zwischen 3-Endorphin-IRM und 34-Endorphin (1-31) differenziert.

6.2.3.1. 34-Endorphin-IRM

Standardbel astung
Waéahrend der Standardbelastungen wurde bei den Studenten nur in Ausnahmeféllen (3-

Endorphin-IRM vor, unmittelbar nach oder 15 min nach der Belastung nachgewiesen. Somit
kann ein moglicher saisonaler Einfluss nicht erfasst werden.

Dieser Befund steht im Widerspruch zu den Arbeiten von Goldfarb et al. (1991) und Kraemer
RR et a. (1989), die sowohl vor as auch nach einer 30-minitgen Belastung mit
vergleichbarer Intensitét (34-Endorphin-IRM in einer Grofenordnung zwischen 4 und 15
pmol/l nachweisen. Eine mdgliche Ursache kdnnen die in diesen Arbeiten eingesetzten
unterschiedlichen Nachweisverfahren sein.

Im Gegensatz zu den Studenten lassen sich bei den Ruderern unter Standardbelastung in 2/3
aller Messungen vor, unmittelbar bzw. 15 min nach Ende der Belastung (3-Endorphin-IRM
im Plasma nachweisen. Betrachtet man die Durchschnittswerte der Befunde, so liegen diese in
der gleichen Grofenordnung wie die Studienergebnisse von Goldfarb et al. (1991) und
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Kraemer RR et a. (1989), die wie bei den Ergebnissen der Ruderer nach der Belastung einen
Konzentrationsanstieg von [3-Endorphin-IRM nachweisen.

Schaut man sich die Ergebnisse der Ruderer im Einzelnen an, so zeigen sich einige
Auffalligkeiten. Man findet sowohl eine hohe interindividuelle als auch intraindividuelle
Varianz. Dabel betragen die Peptidkonzentrationen O bis 13 pmol/l unabhéngig vom
Abnahmemonat oder dem Zeitpunkt der Blutabnahme (vor / nach der Belastung / nach 15 min
Pause). Wie die Arbeit von Viru et al. (1994) vergleichbar zeigt, l&sst sich bei einigen
Probanden eine erhthte Peptidkonzentration vor der Belastung und ein Konzentrationsabfall
nach der Belastung beobachten. Dies wiirde éhnlich wie bei ACTH auch bei 34-Endorphin-
IRM fir eine,, Bereitschaftsreaktion® im Vorfeld einer physischen Belastung sprechen.

Belastung A / Belastung B

Die Ergebnisse der Studenten und Ruderer unter Belastung A zeigen vergleichbare Befunde
mit den Studien von Petraglia et al. (1988), Oleshansky et al. (1990) und Heitkamp et al.
(1993).

Eine Ausweitung der Standardbelastung durch einen 2-minltigen Endspurt bis zur
Ausbelastung fuhrt zu einer Erhdhung der [34-Endorphin-IRM-Plasmakonzentration bei den
Studenten auf 25+25 pmol/l und bei den Ruderern auf 8,7+5,2 pmol/l (p=0,01). Doch nicht
bei allen Probanden kommt es bei maximaler Ausbelastung zu einer Freisetzung von -
Endorphin-IRM.

Wird ein 2-minttiger Endspurt mit gleicher Leistung (Pmax) Wie unter Belastung A aus einem
korperlich ausgeruhten Zustand absolviert (Belastung B), findet sich nur noch bei der Halfte
der Probanden 3-Endorphin-IRM im Plasma. Fur die Studenten scheint Belastung B in der
Hohe der Intensitdt und Peptidfreisetzung eine Zwischenstellung zwischen Standardbelastung
und Belastung A darzustellen.

Werden die Ergebnisse der drei Belastungsintensitéten gegeniibergestellt, so zeigt sich, dass
ers bei Uberschreiten einer individuell unterschiedlichen ,Schwelle eine Ry-Endorphin-
IRM-Freisetzung beobachtet werden kann. Ahnliche Ergebnisse zeigen die Arbeiten von
Farre et al. (1987), Rahkila et al. (1988), Schwarz u. Kindermann (1990), Goldfarb et al.
(1991) und Viru et al. (1995). Hierbei liegen deutliche interindividuelle und intraindividuelle
Unterschiede bezuglich der Konzentration und des Zeitpunktes der Peptidfreisetzung in das
Plasma vor. Kommt es zur Ausbelastung (Belastung A), kann bei den meisten Probanden ein
signifikanter Angtieg der Peptidkonzentrationen nach der Belastung und ein
Konzentrationsabfall 15 min nach Ende der Belastung beobachtet werden. Diese Befunde
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werden in den Arbeiten von Petraglia et al. (1988), Farrel et al. (1987), Schwarz u.
Kindermann (1990) und Schulz (2003) bestétigt.

Trainingseffekt / Vergleich Studenten vs. Ruderer

Wie die Ergebnisse der Ruderer unter Standardbelastung zeigen, wird in dieser Arbeit kein
Einfluss von intensivem Training Uber einen Zeitraum von 6 Monaten auf die 3-Endorphin-
IRM-Freisetzung nachgewiesen. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit den Studien von Colt et
al. (1981), Howlett et al. (1984), Corck et al. (1985), Kraemer et a. (1989) und steht im
Widerspruch zu den Studien von Carr et d. (1981) und Heitkamp et a. (1998).

Sehr wohl findet man Unterschiede zwischen den Hochleistungsruderern und den Studenten.
Die Ruderer zeigen sowohl vor, unmittelbar nach und 15 min nach der Belastung hthere 3;-
Endorphin-IRM-Plasmakonzentrationen als die Studenten. Ahnliche Befunde wurden in den
Arbeiten von Kraemer RR et al. (1989) und Viru et a. (1994) nachgewiesen, bei denen
trainierte Probanden hohere Peptidkonzentrationen aufweisen as untrainierte Probanden,
wahrend Farrell et d. (1987) und Goldfarb et al. (1991) in ihren Arbeiten keine Unterschiede
aufzeigen konnten.

Im Rahmen der Ausbelastung weisen die Studenten nach der Belastung hohere (3;-Endorphin-
IRM-Plasmakonzentrationen auf as die Ruderer (p = 0,01). Diese Ergebnisse sind
vergleichbar mit der Studie von Farrell et al. (1987). Ahnlich wie bei ACTH lasst sich die
hochste (3-Endorphin-IRM-Konzentration bei Student 8 (Pmax = 343,9 Watt) mit 69,8 pmol/I
beobachten, wahrend der leistungsstérkste Ruderer 6(Prax = 530,5 Watt) nur 6,5 pmol/l
aufweist. Da sowohl bei den Ruderern als auch bei einzelnen Studenten unter Belastung A
Peptidkonzentrationen < 10 pmol/l gefunden werden, scheint die Hohe der Endorphin-IRM-
Plasmakonzentrationen kein Mal3 fur die erbrachte Leistung zu sein.

Diese Arbeit zeigt, dass Training bzw. der Trainingsstatus die Freisetzung von (3-Endorphin-
IRM zu beeinflussen scheint.

6.2.3.2. [34-Endorphin (1-31)

In dieser Arbeit wurde ein Two-Site-Radioimmunoassay zum spezifischen Nachweis von
authentischem [34-Endorphin (1-31) unter physischer Belastung eingesetzt. Sowohl bel den
Studenten als auch bei den Ruderern lief3 sich regelméfdig vor, unmittelbar nach und 15 min
nach der Belastung bei den verschiedenen Belastungsformen authentisches (34-Endorphin (1-

31) im Pasma nachweisen. Beigpielsweise liegt die mittlere (3-Endorphin (1-31)-
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Plasmakonzentration bei den Studenten in den Monaten mit Standardbelastung bei 23 pmol/l,
wahrend 3-Endorphin-IRM nur in seltenen Féllen im Plasma gefunden wird (mittlere 3-
Endorphin-IRM -Plasmakonzentration der Studenten bei Standardbelastung 1 pmol/l). Diese
Befunde stehen im Widerspruch zu den Arbeiten von Harbach et al. (2000) und Schulz et al.
(2003). Hier wurde bei nachweisbaren (3;-Endorphin-IRM-Plasmakonzentrationen nur in
Ausnahmeféllen und zum Teil mit deutlich geringeren Konzentrationen authentisches (3-
Endorphin (1-31) im Plasma gefunden. Da (%-Endorphin (1-31) nur einen von vielen
Bestandteilen des immunorektiven Materials darstellt, sind die Befunde dieser Studien
plausibel.

Eine mdgliche Erklarung fur diese scheinbar ,,unmdglichen” Befunde in der vorliegenden
Arbeit konnte in den verschiedenen Nachweisverfahren begriindet sein. Beide Verfahren
beruhen auf Antigen-Antikorper-Bindungsreaktionen mit Bildung von Immunkomplexen. Es
wére moglich, dass unterschiedliche sterische Konfigurationen von [3;-Endorphin-IRM und
[3-Endorphin (1-31) im Bereich der Antikorperbindungsstellen dazu fihren, dass (-
Endorphin (1-31) im Fluid Phase-Two Site RIA erfasst wird und im Fluid Phase-One Site
RIA (Nachweisverfahren des immunoresktiven Materials) die Bindungsstellen , blockiert*
sind und somit [3-Endorphin-IRM nicht nachgewiesen werden kann.

Eine weitere Erklarung fur diesen Widerspruch kdnnte im Zusammenhang mit den Problemen
der Standardkurven, Nachweisgrenzen sowie der ,, BO-Problematik” (siehe 6.1.1.4.) stehen, so
dass die Konzentrationen an [3-Endorphin (1-31) as falsch hoch angesehen werden miissten.

Auf  Grund dieser unbekannten Faktoren ist en Vergleich der absoluten
Peptidkonzentrationen nur bedingt zuldssig. Die Auswertung an Hand der
Konzentrationsverhaltnisse bleibt jedoch gultig. Somit lassen sich qualitative Aussagen wie
zB. en Ansieg oder en Abfal von (y-Endorphin (1-31) sowie die
Konzentrationsverhéltnisse zwischen den Gruppen innerhalb eines Assayansatzes (siehe
4.4.2.6.) beurteilen. Quantitative Konzentrationsvergleiche zwischen den Ergebnissen der drel
verschiedenen Assayansiize sowie zwischen (3-Endorphin (1-31) und 3;-Endorphin-IRM
werden auf Grund der genannten Unklarheiten und der Mdoglichkeit eines systematischen

Auswertfehlers nicht durchgeftihrt.

Standardbel astung

Sowohl bei den Ruderern als auch bei den Studenten wurde nach der Belastung ein Abfall der
-Endorphin  (1-31)-Plasmakonzentrationen beobachtet. Bei der Betrachtung einzelner

Probanden zeigt sich eine hohe inter- und intraindividuelle Streuung. So finden sich bei
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einzelnen Probanden Angtiege und Abféle der [3-Endorphin (1-31)-Plasmakonzentrationen
nach der Belastung.

Vergleicht man die Peptidkonzentrationen der einzelnen Monate (1 bis 6) miteinander, so
zeigt sich bei den Studenten, dass die Durchschnittswerte in den Monaten 1 bis 3 um 15
pmol/l niedriger liegen als in den Monaten 4 bis 6. Bel den Ruderern liegt eine dhnlich hohe
Differenz zwischen den Durchschnittswerten der Monate 1 und 2 und denen der Monate 3 bis
6 vor. Da diese beiden , Ergebnisgruppen‘ durch zwei verschiedene Assayansitze mit
verschiedenen Standardkurven ausgewertet wurden, dirfte die Ursache der Differenz eher in
der ,BO-Problematik® oder in einem anderen unbekannten systemischen Fehler begriindet
sein als in einem moglichen saisonalen Effekt oder einem Trainingseffekt bei den Ruderern.
Retrospektiv stellt sich bei einer durchgefuhrten Fehleranalyse heraus, dass auf Grund des
hohen Probenaufkommens verschiedene Chargen an Mausantikorper bei den Assayansétzen
verwendet wurden. Dies sollte keinen Einfluss haben, wére aber ein mdglicher Faktor fur die
Diskrepanz zwischen den einzelnen Assays unterei nander.

Ahnlich wie bei ACTH und R4-Endorphin-IRM konnen im ersten Monat bei den Studenten
im Vergleich zu den folgenden Monaten erhéhte (34-Endorphin (1-31)-Konzentrationen im
Plasma festgestellt werden. Dies wiirde fir eine gesteigerte [3-Endorphin (1-31)-Freisetzung
durch psychischen Stress (unbekannte Testsituation / unbekanntes Belastungsgerét) sprechen.

Belastung A / Belastung B

Bei der Betrachtung der Mittelwerte kommt es sowohl bei den Studenten als auch bei den
Ruderern nach der Belastung A zu einem Anstieg der Plasmakonzentrationen und einem
Konzentrationsabfall 15 min nach der Belastung. Die Einzelbetrachtung zeigt zum einen eine
hohe interindividuelle Streuung mit Werten zwischen O und 46 pmol/l, zum anderen zeigt sie,
dass bei einigen Probanden die hdchsten Konzentrationen von (3-Endorphin (1-31) vor der
oder 15 min nach der Belastung gemessen wurden.

Ahnliche Befunde kénnen unter Belastung B beobachtet werden. Die Ergebnisse zeigen, dass
Belastung B eine Zwischenstellung zwischen Belastung A und der Standardbelastung
einnimmt. Zwischen den Ruderern und Studenten bestehen keine Unterschiede.

Vergleicht man die Peptidkonzentrationen der Studenten vor der Belastung A mit den
Konzentrationen vor der Belastung B, so zeigt sich, dass vor Belastung B vermehrt -
Endorphin (1-31) in durchschnittlich hdheren Konzentrationen nachgewiesen werden kann.

Maoglicherweise stellte Belastung A im Vorfeld keine wesentliche Stresssituation fur die
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Probanden dar. Mit der Erfahrung der maximalen Ausbeastung (Belastung A) konnte der
Stressfaktor vor Belastung B gestiegen sein, sodass eine erhdhte préparative Peptidfreisetzung
hervorgerufen wurde. Bei den Ruderern, die eine mehrjéhrige Wettkampferfahrung
aufweisen, liegt dieser Unterschied nicht vor. Man kann davon ausgehen, dass weder
Belastung A noch Belastung B fur die Ruderer eine besondere Stresssituation darstellt.

Trainingseffekt / Vergleich Studenten vs. Ruderer

Zwischen den Studenten und den Ruderern kbnnen weder bei der Standardbelastung noch bei
den Belastungen A oder B signifikante Unterschiede beziiglich der Freisetzung von (3;-
Endorphin (1-31) nachgewiesen werden. Es scheint, dass intensives korperliches Training
Uber mehrere Jahre die Freisetzung von [3-Endorphin (1-31) nicht beeinflusst. Diese Aussage
sollte jedoch kritisch betrachtet werden, da auf Grund der Schwierigkeiten beim Nachweis
von [3-Endorphin (1-31) moglicherweise signifikante Unterschiede nicht aufgedeckt werden

konnten.

Aus den oben genannten Griinden steht fest, dass nur begrenzt mit entsprechenden
Vorbehalten Schlussfolgerungen und Zusammenhange zwischen (3;-Endorphin (1-31), [3-
Endorphin-IRM und physischer als auch psychischer Belastung gezogen werden dirfen. Auf
Grund des begrenzten Probenmaterials ist eine erforderliche experimentelle Neuauswertung
ebenfalls nicht moglich. Dennoch stellen die Ergebnisse eine interessante Grundlage fir neue

weiterfihrende Studien dar.

6.2.3.3 N-Acetyl-13-Endorphin-IRM

In dieser Arbeit wurde Nac-End-IRM unter verschiedenen Stresssituationen im Plasma von

Probanden nachgewiesen. Vergleichbare Studien liegen uns zurzeit nicht vor.

Standardbel astung

Betrachtet man die Studenten vor und nach der Standardbelastung, so zeigt sich nach der
Belastung ein Abfall der Nac-End-1RM-Plasmakonzentrationen (p=0,001) und 15 min nach
Ende der Belastung ein Anstieg (p=0,01). Bei den Ruderern kommt es nur vereinzelt zu einer
Peptidfreisetzung. Die nachgewiesenen Konzentrationen sind bis auf wenige Ausnahmen vor

der Belastung oder 15 min nach Ende der Belastung mit denen der Studenten vergleichbar.
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Trainingseffekte werden nicht beobachtet. Betrachtet man die Nac-End-IRM-
Plasmakonzentrationen der Probanden im Einzelnen, so zeigen sich einige Besonderheiten,
auf die im Folgenden eingegangen wird:

os2
HR2

NAC-IRM [pmol/l]
2

Probanden

"R2

Abnahme 4

Abb. 6.2-3 Nac-End-IRM-Plasmakonzentrationen [pmol/l] von Student S2 und
Ruderer R2. Darstellung der Konzentrationen vor (V) und unmittelbar nach (N) der
Belastung sowie 15 Minuten nach Ende der Belastung (P), in den Monaten 1 bis 4
(Standardbelastung).

T
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NAC-IRM [pmol/l]
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Abb. 6.2-4 Nac-End-IRM-Plasmakonzentrationen [pmol/l] von Student S2 und
Ruderer R2. Darstellung der Konzentrationen vor (V) und unmittelbar nach (N) der
Belastung sowie 15 Minuten nach Ende der Belastung (P), in den Monaten 5 bis 6
(Standardbelastung), sowie Belastungen A und B.
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Unabhéngig von der Belastungsart kommt es bei keinem Probanden zu einem Peptidanstieg
nach der Belastung. Zwischen den Probanden liegt eine hohe interindividuelle Streuung vor,
doch wie das Beispiel von Student S2 zeigt, kann auch eine hohe intraindividuelle Streuung
im zeitlichen Verlauf beobachtet werden. Einige Studenten weisen in den Monaten mit
Standardbel astung héufiger, andere weniger oft eine Nac-End-1RM-Freisetzung auf, aber bel
keinem Studenten kann in allen 6 Monaten eine Freisetzung beobachtet werden.

Betrachtet man die Mittelwerte der Standardbelastung im Verlauf, so zeigt sich bei den
Studenten, dass in den Wintermonaten (Dezember, Januar, Februar) im Vergleich zu den
Frahjahrsmonaten (April, Mai) signifikant hohere Konzentrationen gemessen wurden
(p=0,05). Hier ist kein Zusammenhang mit der Auswertung nachvollziehbar. Mdglicherweise
liegt ein saisonaler Einfluss auf die Nac-End-IRM-Freisetzung vor, jedoch muss ein
Gewdhnungseffekt an die Testsituation oder an das Belastungsgerét ebenfalls mit in Betracht

gezogen werden.

Belastung A / Belastung B

Unter additiver maximaler Ausbelastung (Belastung A) werden bei den Studenten nur in
seltenen Fallen vor der Belastung oder 15 min nach Ende der Belastung Nac-End-IRM-
Plasmakonzentrationen oberhab der Nachweisgrenze gefunden, wahrend bei der isolierten
Ausbelastung Uber 2 Minuten (Belastung B) erstmals bel allen 11 Studenten Konzentrationen
bis maximal 5,6 pmol/l im Plasma gemessen werden. Wie bei den Standardbelastungen
zeigen die Peptidkonzentrationen das gleiche Muster mit Konzentrationsabfall nach der
Belastung und Konzentrationsanstieg 15 min Pause nach Ende der Belastung.

Es scheint, dass es schon im Vorfeld einer zu erwartenden Belastung mit unterschiedlichen
Leistungsanforderungen und somit auch unterschiedlich hohem Stressfaktor zu einer Nac-
End-IRM-Freisetzung kommt. In den ersen Monaten konnte die neue , Testsituation* einen
Stressfaktor darstellen, der zu einer Freisetzung von Nac-End-IRM fuhrt. Im weiteren Verlauf
gewohnten sich die Probanden an die Belastungssituation und die préparative Freisetzung
nahm ab. Belastung A unterschied sich moglicherweise fur die Studenten im Vorfeld nicht
von der Standardbelastung, erst mit der Erfahrung der maximalen Ausbelastung stieg der
Stressfaktor vor Belastung B wieder an, die Nac-End-IRM -Freisetzung nahm zu.

Die Ergebnisse der Ruderer unter Belastung A und B weisen keine Unterschiede zu den
Ergebnissen der Standardbelastungen auf. Da die Ruderer Uber mehrjghrige Erfahrung in

verschiedenen Testsituationen und Belastungen auf einem Ruderergometer verfligen, kann
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davon ausgegangen werden, dass im Vorfeld weder die Standardbelastung noch Belastung A
oder B eine besondere Stresssituation darstellen.

Somit scheint nicht unmittelbar die physische Belastungsintensitét sondern der psychische
Stress vor der Belastung Einfluss auf die Nac-End-1RM-Freisetzung auszutiben.

Dies entspricht auch den Ergebnissen der Studenten bei der isolierten psychischen Belastung
(Prufungssituation). Vor der Prifung weisen die Hélfte der Studenten vergleichbar hohe Nac-
End-IRM-Plasmakonzentrationen auf.

Trainingseffekt / Vergleich Studenten vs. Ruderer

Im Rahmen dieser Arbeit konnen keine Trainingseffekte auf die Freisetzung von Nac-End-
IRM nachgewiesen werden.

Vergleicht man jedoch die untrainierten Studenten mit den Hochleistungsruderern bei den
Standardbel astungen, so kann bei den Ruderern im Vorfeld der Belastung oder 15 min nach
Ende der Belastung seltener Nac-End-IRM im Plasma nachgewiesen werden (p=0,01).
Maoglicherweise zeichnen sch hier die Effekte eines mehrjahrigen Trainings ab. Zieht man
andererseits in Betracht, dass der Unterschied zwischen den Wintermonaten und den
Frihjahrsmonaten bei den Studenten mdglicherweise ein ,Gewdhnungseffekt® an die
Stresssituation darstellt, so konnte der signifikante Unterschied zwischen den beiden Gruppen
auch auf den Kenntnissen des Belastungsgerétes und der Testsituation beruhen. Fir diese
These spricht die Tatsache, dass kein Unterschied zwischen den Gruppen in den Monaten 5

und 6 sowie unter Belastung A vorliegt.

6.2.4. 3-MSH-IRM

Gegenstand vieler Studien war die Differenzierung und Funktion der finf bisher bekannten
Melanocortinrezeptoren. Es liegen uns jedoch zur Zeit keine Studien vor, die -MSH im

Plasma von M enschen nachweisen.

Standardbel astung

Unter der Standardbelastung wurden nur in Ausnahmeféllen sowohl bei den Studenten as
auch bei den Ruderern geringe Konzentrationen an M SH-IRM im Plasma nachgewiesen.
Weder der physische noch der psychische Stress reichte aus, vor oder nach der Belastung eine
Freisetzung dieses Peptids hervorzurufen. Mégliche saisonale Einflussfaktoren lassen sich

somit unter Standardbelastung nicht zeigen.
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Belastung A / Belastung B

Wird die Intensitét der 30-minitigen Standardbel astung durch einen 2-minttigen Endspurt zur
maximalen Ausbelastung gesteigert (Belastung A), kommt es zu einem signifikanten Anstieg
der Peptidkonzentrationen nach der Belastung auf durchschnittlich 13,9+11,4 pmol/l bei den
Studenten und 10,5+6,7 pmol/l bei den Ruderern (p=0,01). Ein 2-mindtiger Endspurt mit
gleicher Leistung (Prax) Wie unter Belastung A aus einem korperlich ausgeruhtem Zustand
(Belastung B) fuhrt nur noch bei der Halfte der Studenten zu einer Freisetzung an 3-M SH-
IRM mit signifikant geringeren Konzentrationen (3,9+3,9 pmol/l) (p=0,05). Bel den Ruderern

kann unter Belastung B kein [-M SH im Plasma nachgewiesen werden.

Belastung A
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Abb. 6.2-5 Darstellung der Plasmakonzentrationen (meanzsd) von [>-MSH-IRM
[pmol/l] der Ruderer (R) und Studenten (S) im Zusammenhang mit der zugehorigen
Maximalleistung (Pmax) [Watt] unter Belastung A (t = 28 + 2 min).
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Belastung B
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Abb. 6.2-6 Darstellung der Plasmakonzentrationen (meanzsd) von [>-MSH-IRM
[pmol/l] der Ruderer (R) und Studenten (S) im Zusammenhang mit der zugehorigen
Maximalleistung (Pmax) [Watt] unter Belastung B (t = 2 min) (R6 erkrankt
ausgefallen).

Werden die drei verschiedenen Belastungsformen miteinander verglichen, so scheint bei den
Studenten die Belastung B eine Zwischenstellung zwischen Standardbel astung und Belastung
A einzunehmen, wahrend sich bei den Ruderern kein Unterschied zwischen Belastung B und
Standardbel astung beobachten 1&sst. 15 min nach Ende der Belastung féllt unter Belastung A
die Peptidkonzentration in beiden Gruppen ab.

Die Ergebnisse zeigen, dass es in Abhéngigkeit zur Intensitdt der Belastung zu einer
Freisetzung von (M SH-IRM in das Plasma kommt. Diese Freisetzung findet jedoch erst nach
dem Uberschreiten einer sehr hohen Belastungsschwelle statt.

Trainingseffekt / Vergleich Studenten vs. Ruderer

Da wéhrend der Standardbelastung kein (M SH-IRM im Plasma der Ruderer nachgewiesen
werden kann, ist es nicht moglich, den Einfluss von intensivem korperlichem Training Uber 6
Monate auf die Peptidfreisetzung zu erfassen.

Bei maximaler Ausbelastung liegen die 3-M SH-IRM-Plasmakonzentrationen der Studenten
um 7,2 pmol/l Uber denen der Ruderer. Bel Belastung B liel3 sich bei den Ruderern im
Gegensatz zu den Studenten kein -MSH-IRM im Plasma nachweisen. Somit kodnnte

intensives korperliches Training Uber enen langen Zeitraum bei vergleichbarer
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Belastungsintensitét zu einer verminderten Freisetzung von M SH-IRM nach korperlicher
(Aus-) Belastung fuhren.

Dem Untersucher fiel hierbel ein Zusammenhang zwischen den hdchsten 3-MSH-IRM-
Plasmakonzentrationen und den Erschdpfungszusténden der Studenten unmittelbar nach der
Belastung und in der Folge auf.

6.2.5. Psychische Belastung

Zahlreiche Studien untersuchten den Einfluss psychischer Stressfaktoren auf die Freisetzung
von POMC-Fragmenten beim Menschen. So fuhrt , Public Speaking® zu signifikanten
Konzentrationsanstiegen von ACTH und 34-Endorphin-IRM [Al’Abs et al. (2000); Miller et
al. (1993); Sheps et al. (1995)]. Schedlowski et al. (1995) weisen erhdhte (3;-Endorphin-IRM -
Plasmakonzentrationen nach Tandemfallschirmspringen nach, Hennig et al. (1994) beim
»bungee jumping”, und in einer Studie von Leino et al. (1995) kdnnen bel angehenden Jet-
Piloten nach einer Militérjet-Flugsimulation signifikante Anstiege an ACTH und (-
Endorphin-IRM gezeigt werden. Singh et al. (1999) weist Konzentrationsanstiege von ACTH
in einer Prifungssituation nach und in einer Arbeit von Schulz (2003) kdnnen erhdhte
Konzentrationen an ACTH, 3-Endorphin-IRM und (3-Endorphin (1-31) bei Skispringern
(Skiflug) beobachtet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit war es moglich, in der Gruppe der Studenten den Einfluss einer
psychischen Belastung, wie es eine Semesterabschlussprufung darstellt, auf die POMC-
Fragmentfreisetzung zu untersuchen. Beim Vergleich der Peptidkonzentrationen gilt zu
beachten, dass die Blutabnahmen morgens um 9 Uhr (vor der Prifung) und mittags um 12
Uhr (nach der Prifung) stattfanden. In den Morgenstunden ist auf Grund des circadianen
Rhythmus der ACTH-Freisetzung [Silbernagel et a. (2003)] und der (3-Endorphin-IRM-
Freisetzung [Dent et al. (1981)] mit physiologisch erhthten Plasmakonzentrationen zu
rechnen.

Die durchschnittliche ACTH-Plasmakonzentration liegt vor der Prifung bei 17,9+13,5 pmol/I
und féllt nach der Prifung auf 5,1+6,1 pmol/l (p=0,05) ab (meantsd) (ACTH-Normalbereich
8 Uhr: 1,1 bis 11 pmol/l). Diese erhohten Plasmakonzentrationen vor der Testsituation
entsprechen den Ergebnissen aus den Studien von Al"Absi et al. (2000) und Schulz (2003)
sowie den Ergebnissen dieser Arbeit bei der Belastung B. Offensichtlich scheint der
psychische Stressfaktor einer physischen Belastung der isolierten 2 Minuten
Maximalbelastung beztiglich der ACTH-Freisetzung vergleichbar zu sein.
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Die Peptidkonzentrationen von [3;-Endorphin-IRM und [(3-Endorphin (1-31) bei der
psychischen Belastung sind vergleichbar mit den Arbeiten von Schulz (2003) und
Schedlowski et al. (1995) und entsprechen den gemessenen Plasmakonzentrationen nach
Belastung B. Im Gegensatz zu (3-Endorphin-IRM, das nur bel einem Teil der Probanden im
Plasma vorliegt, kann 3-Endorphin (1-31) bel allen Probanden im Plasma nachgewiesen
werden. Dabel kommt es zu einem Abfall der Peptidkonzentrationen nach der Priifung.

Bei zwei Probanden konnen sowohl bei (3-Endorphin-IRM als auch bei 13-Endorphin (1-31)
Plasmakonzentrationen von tber 500 pmol/l im Vorfeld der Prifung gemessen werden.
Ursache fir diese Extremwerte konnte zum einen die auf¥erordentliche psychische Belastung
sein, zum anderen kénnten unbekannte Storfaktoren im Plasma der Probanden den Nachwels
der Peptide beeinflusst haben.

Bei einem Teil der Probanden kann eine Freisetzung von Nac-End-IRM in der gleichen
Grolenordnung wie im Vorfeld der verschiedenen physischen Belastungen nachgewiesen
werden. 3-MSH scheint im Rahmen der psychischen Stresssituation eine untergeordnete Rolle
zu spielen, hier konnte kein Befund oberhalb der Nachweisgrenze erhoben werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass psychischer Stress Einfluss auf die Freisetzung von ACTH, 3-
Endorphin-IRM, [3,-Endorphin  (1-31) und N-Acetyl-3-Endorphin-IRM  haben kann,
wahrend kein Einfluss auf 3-MSH-IRM gefunden wird. Ahnliche Befunde wurden in den
Arbeiten von Schulz (2003), Leino et al. (1995), Miller et al. (1993) und Sheps et al. (1995)
beobachtet. Hierbei i die POMC-Derivatfreisetzung unter psychischer Belastung
vergleichbar mit der Peptidfreisetzung unter physischer Belastung bei Belastung B.

Diese Ergebnisse der psychischen Belastung stellen interessante Befunde fir weitere
Untersuchungen dar. Da die Probanden mit dieser Semesterabschlussprifung das Studium
abgeschlossen hatten und Tests und Blutabnahmen wahrend des folgenden Examens aus
verstandlichen Griinden abgelehnt wurden, sollten diese Ergebnisse als Grundlage fur neue

weiterfihrende Studien dienen.

6.3. Stressspezifische Freisetzung von POM C-Derivaten

Viele Studien untersuchten die stressspezifische Freisetzung von ACTH, [3-Endorphin-IRM
und anderen POM C-Fragmenten. Jedoch ist es bisher nicht gelungen, das physiologische
System ,, POMC* zu entschliisseln.
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Standardbel astung

Bel der Standardbelastung kann eine erhdhte Freisetzung von ACTH, 34-Endorphin-IRM, (3.-
Endorphin (1-31) und N-Acetyl-3-Endorphin-IRM, jedoch kein (M SH-IRM im Plasma der
Probanden nachgewiesen werden. Diese Befunde werden in den Arbeiten von Farrel et al.
(1987), Rahkila et al. (1988), Goldfarb et al. (1991), Kraemer RR et al. (1989) und Schulz
(2003), soweit die Peptide untersucht wurden, bestétigt. Diese erh6hte Freisetzung der
einzelnen Peptide kann teilweise vor der Belastung, nach der Belastung oder 15 min nach
Ende der Belastung beobachtet werden. Farrel et al. (1987) zeigen nach der Belastung hohere
ACTH-Konzentrationen als 3-Endorphin-IRM-Konzentrationen, hingegen finden Rahkila et
al. (1988) keine Unterschiede.

Standardbelastung
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Abb. 6.3-1 Vergleich der POM C-Derivatkonzentrationen [pmol/l] (mean + sd) nach
der Standardbelastung.

Belastung A

Werden die Probanden maximal ausbelastet (Belastung A), kommt es zu einem signifikanten
Anstieg der Plasmakonzentrationen von ACTH, [3-Endorphin-IRM, [3-Endorphin (1-31) und
[>MSH-IRM. Diese Befunde werden in den Arbeiten von Farrel et al. (1987), Schwarz u.
Kindermann (1990), Petraglia et al. (1988), Oleshansky et al. (1990), Heitkamp et al. (1993),
(1996) und Schulz (2003) bestétigt. Auch in der vorliegenden Arbeit liegen, dahnlich wie in
den Arbeiten von Farrell et al. (1987), Petraglia et a. (1988) und Schulz (2003), die ACTH-
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Plasmakonzentrationen deutlich Gber den Konzentrationen der anderen gemessenen POM C-
Derivate. Dies steht jedoch im Widerspruch zu den Studien von Oleshansky et al. (1990),
Heitkamp et a. (1993), (1996) und de Diego Acosta et a. (2001), die keine
Konzentrationsunterschiede zwischen ACTH und (3-Endorphin-IRM nachweisen.

Belastung A
(t =30 min)

120 — Plasmakonzentrationen der
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o ]
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=
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&
a8 20

ACTH End-IRM End (1-31) R-MSH-IRM NAC-IRM

POMC-Fragmente nach der Belastung

Abb. 6.3-2 Vergleich der durchschnittlichen POM C-Derivatkonzentrationen [pmol/I]
(mean £ sd) nach Belastung A.

Belastung B

Eine zweiminitige Maximalbelastung aus einem korperlich ausgeruhten Zustand fuhrt bei
einigen Probanden zu einer Freisetzung von ACTH, [3-Endorphin-IRM, (3-Endorphin (1-31)
und B-MSH-IRM. Ahnliche Befunde werden in den Arbeiten von Schwarz u. Kindermann
(1990), Kramer et d. (1991), Farrell et al. (1987), Petraglia et al. (1988) und Schulz (2003)
beobachtet. Wahrend bel den Ruderern signifikante Konzentrationsunterschiede zwischen
ACTH und Ry-Endorphin-IRM vorliegen, konnen bei den Studenten solche Unterschiede
nicht beobachtet werden.
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Belastung B
(t=2 min)
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Abb. 6.3-3 Vergleich der durchschnittlichen POM C-Derivatkonzentrationen [pmol/I]
(meantsd) nach Belastung B.

Psychische Belastung

Im Vorfeld der in dieser Arbeit untersuchten psychischen Belastung im Rahmen einer

Semesterabschlusspriifung werden deutlich erhdhte Plasmakonzentrationen von ACTH, 3-
Endorphin-IRM, (3;-Endorphin (1-31) und N-Acetyl-3-Endorphin-IRM gefunden. Diese
Befunde werden in Arbeiten von Al’Absi et al. (2000), Miller et a. (1993), Sheps et al.
(1995), Schedlowski et al. (1995), Leino et al. (1995), Hennig et al. (1994) und Schulz (2003)
bestatigt. 3-MSH-IRM wurde weder vor noch nach der psychischen Belastung nachgewiesen.

6.4 Schlussfolgerung

Physische und psychische Belastungsformen konnen zu einer POM C-Fragmentfreisetzung
fuhren. Dabei kdnnen je nach Stresssituation die Hohe der Konzentrationen und der Zeitpunkt
der Freisetzung fur jedes Peptid variieren. So wie van Bergen et al. (1997) das
Zusammenwirken von y2-MSH und ACTH auf das kardiovaskulére System beschrieben,
konnten die verschiedenen Kombinationen der einzelnen POMC-Derivate im Plasma durch
ihre ,, Gemeinschaftsaktion* [Schulz (2003)] den Korper an bevorstehende oder bestehende
Stressoren anpassen. Es ist denkbar, dass der menschliche Organismus auf Stress differenziert
und der Situation angepasst reagieren kann, indem die Peptide einzeln und bedarfsgerecht
freigesetzt werden.
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Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Befunde weisen weder einen saisonalen Einfluss auf
die Freisetzung der untersuchten Peptide im Plasma der Studenten nach, noch zeigt sich bei
den Hochleistungsruderern ein Einfluss von intensivem Training Uber 6 Monate auf die
Peptidfreisetzung. Der fehlende Trainingseffekt scheint im Widerspruch zu einer Arbeit von
Heitkamp et a. (1998) zu stehen. Vergleicht man die Studenten mit den Ruderern, so zeigt
sich, dass intensives Training Uber mehrere Jahre hinweg die HOhe der
Peptidplasmakonzentrationen von ACTH, 3-Endorphin-IRM, N-Acetyl-3-Endorphin-IRM
und MSH-IRM zu beeinflussen scheint. Intensives Training ,as chronischer Stressor*
konnte eine Adaptation des Organismus darstellen, die zu einer verénderten Peptidfreisetzung
auch schon im Vorfeld einer Belastung fihrt, um eine gezielte Antwort auf den Stressor zu
ermoglichen und somit den Organismus an die Stresssituation anzupassen. Die
Hochleistungsruderer haben maoglicherweise ein , Anpassungsniveau“, das ein , Plateau”
erreicht, bei dem durch intensives Training keine weitere messbare Adaptation der POMC-
Derivatfreisetzung hervorgerufen werden kann.

Die folgenden Abbildungen stellen den Zusammenhang zwischen der POMC-
Derivatfreisetzung nach der Belastung und der Belastungsintensitét dar.

Ruderer
Studenten [ ] ACTH l:l ACTH
= 100 3, -Endorphin-IRM =) 100 R -Endorphin-IRM
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c 204 = 201 ﬁ‘%
n (2]}
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Moderat Submaxm‘al Moderat Submaximal Meximal
Standard Standard B A
Belastung Belastung

Abb. 6.4-1 Peptidkonzentrationen (mean+sd) von ACTH, (3-Endorphin-IRM und (3
MSH-IRM nach der Belastung der Studenten vs. Ruderer in Abhéangigkeit von der
Belastungsintensitéat.
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Zusammenfassung aller Probanden
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Abb. 6.4-2 Peptidkonzentrationen (meantsd) von ACTH, (3-Endorphin-IRM und (3
MSH-IRM nach der Belastung (Ruderer und Studenten zusammengefasst) in
Abhangigkeit von der Belastungsintensitét.

Die POMC-Derivate ACTH, R-Endorphin-IRM und (-MSH-IRM scheinen je nach
Belastungsintensitét und Stresspotential gestaffelt und somit bedarfsgerecht in das Plasma
freigesetzt zu werden.

Eine physische Belastung mit niedrigem Stresspotential fuhrt zum isolierten Anstieg der
ACTH-Plasmakonzentration nach der Belastung, wéhrend (3-Endorphin-IRM und (3-M SH-
IRM im Plasma nicht oder nur in Ausnahmefallen in geringen Konzentrationen nachgewiesen
werden konnen. Es ist nur eine unmittelbare und kurzfristige ,, Stressantwort“ des Koérpers
notig, die Freisetzung von ACTH alleine (mit einer Halbwertszeit von 3 min) ermoglichen
konnte.

Bei Zunahme der Belastungsintensitét findet man zum einen eine vermehrte Freisetzung von
ACTH, zum anderen scheint nach Uberschreiten eines gewissen Stresspotentials zusitzlich
[34-Endorphin-IRM in das Plasma freigesetzt zu werden. Es werden nun mehr Ressourcen des
Korpers Uber einen langeren Zeitraum bendtigt, die dem Korper moglicherweise durch
Aktivierung von [3-Endorphin-IRM mit einer Halbwertszeit von ca. 20 min a's zweiter Stufe
zur Verfigung gestel It werden konnten.

Wird der Korper letztendlich einer maximalen Belastung ausgesetzt, die an die korperliche
Belastbarkeitsgrenze fuihrt, kann nach Uberschreiten einer weiteren ,, Stresspotentialschwelle
zusétzlich (M SH-IRM in das Plasma freigesetzt werden. Im Plasma findet man nun erhthte
Konzentrationen an ACTH, 3-Endorphin-IRM und auch (XM SH-IRM. -MSH-IRM kdnnte
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as ,Reservepeptid bezeichnet werden, das den Korper befdhigt, in extremen
Erschopfungszustdnden weitere Reserven zu aktivieren, um Situationen mit hdchstem
Stresspotential zu begegnen.

[3-Endorphin (1-31) l&asst sich in dieses Stufenschema nicht eindeutig einordnen, da die
Ergebnisse auf Grund der grof3en Streuung letztendlich nicht eindeutig interpretiert werden
kdnnen. Die Unterschiede zwischen (3;-Endorphin-IRM und (34-Endorphin (1-31) in der Hohe
der Plasmakonzentrationen zeigt jedoch, dass das authentische [3;-Endorphin nicht mit dem
immunoreaktivem Material gleichgesetzt werden kann [Schulz et al. (2000); Harbach et al.
(2000)].

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die POMC-Derivatausschittung von der
empfundenen korperlichen Belastungsintensitét beeinflusst wird. So ist eine physische
Belastung von beispielsweise 200 Watt auf einem Ruderergometer fir einen trainierten
Probanden weniger kdrperlich , belastend” als fir einen untrainierten. Entscheidend ist somit
das , Stresspotential“, welches eine Belastungssituation auf den menschlichen Organismus
ausibt und trotz vergleichbarer Leisung individuell unterschiedlich sein kann. Beim
intraindividuellen Vergleich zeigt sich, dass eine identische Leistung fir dieselbe Person zu
verschiedenen Zeitpunkten eine unterschiedliche Belastungsintensitdt bzw. somit ein
unterschiedliches , Stresspotential“ haben kann. Jeder Mensch kennt folgende Aussagen:
»Heute flhle ich mich einfach nicht so fit*, oder ,,Heute ist mein Tag*. Exakt dieselbe
physische Belastung kann an unterschiedlichen Tagen ebenso unterschiedlich empfunden
werden. Das Stresspotential und somit auch die daraus resultierende POMC-
Fragmentfreisetzung konnte folglich auch abhéngig von dem rein subjektiven Empfinden
sein, welches wiederum von vielen Faktoren wie Antrieb, Motivation, Erlebnissen,
zukunftigen Aufgaben, Gedankengdngen, sozialem Umfeld, usw. beeinflusst wird. Dies
konnte auch eine mogliche Erklarung fur die sich teilweise widersprechenden Ergebnisse

sein.

Die erhdhten Plasmakonzentrationen von ACTH, (3-Endorphin-IRM, N-acetyl-3-Endorphin-
IRM &ber auch f3-Endorphin (1-31) im Vorfeld einzelner Belastungssituationen weisen
darauf hin, dass sich schon vor einer Belastung préparative Verénderungen einstellen. Wenn

POMC-Derivate eine Funktion eines , Stressadapters’ wahrnehmen, konnte durch die
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praparative Freisetzung einzelnder POMC-Derivate eine Art , Depot” bereitgestellt oder eine
» Stressbereitschaft” hergestellt werden, die es dem Organismus ermoglicht, schneller und
effektiver auf den anstehenden Stressor reagieren zu konnen. Vergleicht man die ACTH-
Konzentrationen der Ruderer und Studenten, so scheint Training die Fahigkeit zur
»Ppraparativen” Freisetzung zu erhéhen. Dies wére gleichzeitig auch eine mogliche Erklarung
fur einzelne Beispiele, in denen es zu einem Abfal der [y-Endorphin-IRM- und (-
Endorphin (1-31)-Konzentration nach der Belastung kommt. Der Organismus erwartet eine
Stresssituation, es kommt schon im Vorfeld der anstehenden Belastung zu einer
Konzentrationserhdhung einzelner POMC-Derivate; die Belastung selbst erfordert
maoglicherweise durch ihr zu geringes Stresspotential keine weitere Peptidfreisetzung, die
Peptidkonzentrationen fallen also schon wahrend der Belastung wieder ab.

Eine wichtige Komponente kénnte im Vorfeld der zu erwartenden physischen Belastung auch
die psychische Belastung spielen. Diese Arbeit weist, dhnlich den Arbeiten von Schulz (2003)
und Schedlowski et al. (1995), die Freisetzung von ACTH, [34-Endorphin-IRM, (3-Endorphin
(1-31) und N-Acetyl-3-Endorphin-IRM in das Plasma vor einer psychischen Stresssituation
nach. Somit findet eine ,préparative Stressbereitschaft” nicht nur in Hinblick auf eine
physische sondern auch auf psychische Belastung statt. Dies konnte auch eine Erklérung fir
die erhohten Peptidkonzentrationen der Studenten im ersten Monat der Standardbelastung
sein. Die Belastungs- und Testsituation war fir diese Probanden neu und stellte somit ein

erhohtes psychisches Stresspotential dar.

N-Acetyl-[>Endorphin-IRM zeigt im Vergleich zu den anderen untersuchten POMC-
Fragmenten e ne Besonderheit: Im Vorfeld der Belastung kann die Peptidkonzentration erhéht
sein, jedoch fdlt se nach der Belastung wieder ab. Dieses zeigt sich be allen hier
untersuchten Belastungsformen. Selbst bei maximaler Ausbelastung wird nach der Belastung
kein Konzentrationsanstieg nachgewiesen. Hieraus lief3e sich schlussfolgern, dass Nac-End-
IRM nicht zur eigentlichen Stressadaptation durch Aktivierung von korperlichen Reserven
eingesetzt wird, sondern vornehmlich der prgparativen Stressbereitschaft dient. Eine mogliche
Erklarung bestiinde darin, dass N-actyl-f3-Endorphin-IRM und (3-Endorphin-IRM as
funktionelle Antagonisten fungieren [Tsujii et al. (1989); Ellerkmann et a. (1993)]. Im
Vorfeld einer zu erwartenden Belastung wird neben ACTH auch 34-Endorphin-IRM in das
Plasma ausgeschiittet. Um eine verfriihte Wirkung des (3-Endorphin-IRM zu verhindern,

konnte Nac-End-IRM als acetylierte Form freigesetzt werden. In der akuten Stresssituation
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steigt die Konzentration an [3;-Endorphin-IRM. Nach der Stresssituation steigt in der
Erholungsphase die Plasmakonzentration von Nac-End-IRM wieder an, um moglicherweise
die nun Uberschiel?ende Aktivierung durch 3-Endorphin-IRM, dessen Plasmakonzentration
parallel hierzu abfallt, zu beenden. Auf welche Art und in welcher Form Nac-End-IRM as
funktioneller Antagonist zu [-Endorphin-IRM fungiert bleibt unklar, da bisher nicht
nachgewiesen werden konnte, dass Nac-End-IRM an Opioidrezeptoren sich binden kann.
Waéhrend der eigentlichen Belastungssituation konnte Nac-End-IRM gleichzeitig als eine Art
» Endorphinspeicher* fungieren. N-Acteyl-3-Endorphin-IRM als inaktive Vorform konnte in
der akuten Stresssituation deacetyliert werden und stiinde als aktive [>Endorphin-Form zur
Verflgung.

Die folgende Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der POM C-Derivatfreisetzung
aus der Hypophyse bei physischem und psychischem Stress:

Hypophyse

.—>/ \<—| physischer Stressor

préaparativ reaktiv

—/ N\ /N

ACTH Nac-End-IRM  4-Endorphin-IRM ACTH Ry-EndorphinrIRM  MSH-IRM
(3-Endorphin (1-31)? [34-Endorphin (1-31)?

psychischer Stressor

Abb. 6.4-3 Schematische Darstellung der POMC-Derivatfreisetzung bei physischem und
psychischem Stress. Die unterschiedliche Schriftgrolie der Peptide soll die unterschiedliche
Hohe der Plasmakonzentrationen widerspiegeln. Préparativ kdnnen die Peptide in

vergleichbaren Konzentrationen vorliegen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass POM C-Derivate einen essentiellen und
komplexen Bestandteil des menschlichen Stresssystems darstellen, welches auf bisher
unbekannte Weise Funktionen des Organismus in Stresssituationen beeinflusst.
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7. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 11 untrainierte Studenten und 6 trainierte
Hochleistungsruderer Uber einen Zeitraum von 11 Monaten untersucht. Hierbei wurden die
Probanden einer sich wiederholenden Belastung, einer Ausbelastung und einer submaximalen
Belastung ausgesetzt. Neben den POM C-Fragmenten ACTH und 3;-Endorphin-IRM wurden
in dieser Arbeit zusdtzlich authentisches (34-Endorphin (1-31), N-Acetyl-3-Endorphin-IRM
sowie MSH-IRM untersucht. Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von
intensivem korperlichem Training auf die Freisetzung dieser POMC-Derivate unter
Ausschluss saisonaler Einflussfaktoren zu erfassen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen weder einen saisonalen Einfluss auf die jeweilige
Peptidfreisetzung nach, noch konnte bei den Hochleistungsruderern ein Trainingseffekt tUber
einen Zeitraum von 6 Monaten beobachtet werden. Der Vergleich der Studenten mit den
Ruderern zeigt jedoch, dass intensives Training Uber mehrere Jahre zu einer gesteigerten
Freisetzung an (3-Endorphin-IRM unter moderater Belastung fuhrt.

Bei einem physischen ,Stressor* werden die Fragmente ACTH, (-Endorphin-IRM,
maoglicherweise auch 3-Endorphin (1-31) sowie [MSH-IRM mit steigender Belastung
gestaffelt und in unterschiedlichen, der Situation und dem Bedarf angepassten Verhaltnissen,
als mogliche Stressadaptation des Organismus, freigesetzt. Dabei zeigt sich, dass (M SH-
IRM nur bei maximaler Ausbelastung, moglicher Weise as , Reservepeptid® im Plasma
nachweisbar ist. Es konnte den Korper beféhigen, bel extremen Erschdpfungszusténden
weitere Reserven zu aktivieren, um Situationen mit hdchstem Stresspotential zu begegnen.
Eine Aktivierung dieses Stressadaptationssystem findet jedoch nicht erst mit Beginn der
physischen Belastung statt, sondern schon im Vorfeld kann es zu einer Freisetzung von
ACTH, 4-Endorphin-IRM und authentischem (3-Endorphin (1-31) sowie N-Acetyl-3y-
Endorphin-IRM  kommen. Diese POMC-Derivatfreisestzung konnte als , préparative
Bereitschaftsreaktion® interpretiert werden, die den Koérper auf die bevorstehende Belastung
»vorbereitet”. Hierbei scheint N-Acetyl-[3-Endorphin-IRM eine wichtige Rolle zu spielen, da
dieses POMC-Fragment nur vor einer Belastung oder in der Ruhephase 15 min nach einer
Belastung im Plasma nachweisbar ist und somit offensichtlich nicht zur eigentlichen
Stressadaptation wahrend einer physischen Belastung durch ,, Aktivierung von koérperlichen
Reserven* eingesetzt wird.

Diese Arbeit legt den Schluss nahe, dass das komplexe Zusammenspiel und die
Mannigfaltigkeit der Kombinationen der POM C-Derivate es dem Koérper ermdglicht, auf die
unterschiedlichsten Stresssituationen spezifisch reagieren zu kdnnen.
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