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Effekte von intensiver Kkorperlicher Belastung auf
Monozyten- Subpopulationen in Patienten mit

Metabolischem Syndrom
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1. Zusammenfassung
1.1. Einleitung

Das Metabolische Syndrom ist eine komplexe Stoffwechselstorung, die durch
abdominelle  Fettleibigkeit,  Fettstoffwechselstérungen,  Bluthochdruck  und
Insulinresistenz charakterisiert ist [1]. Es stellt einen der Hauptrisikofaktoren fir
kardiovaskulare  Erkrankungen dar und geht mit einer chronischen
subklinischen/geringgradigen Entzundungsreaktion einher, die sich u.a. durch
erhdhte Serumkonzentrationen von proinflammatorischen Biomarkern zeigt [2].
Monozyten spielen eine wichtige Rolle in der angeborenen Abwehrreaktion des
Korpers und sind auch Teil der metabolischen Regulierung [3] sowie der Bildung von
atherosklerotischen Plaques [4]. Entsprechend ihrer Auspragung des Fc-gamma-
Rezeptors (FcyR) Il (CD16) und des Polysaccharid-Rezeptors (CD14) kodnnen
Monozyten in mehrere Untergruppen aufgeteilt werden. Man spricht dann von
CD14"""CD16™9, CD14""CD16* und CD14%MCD16P° Monozyten. Diese werden
entsprechend als MNP (mononuclear phagocytic subpopulation) 1, MNP2 und MNP3
bezeichnet [5-7]. Die CD14 und CD16 doppelt positiven Monozyten, MNP2 und
MNP3 werden im allgemeinen auch als proinflammatorische Monozyten angesehen
[6].

Letztgenannten Zellen wird eine besondere Bedeutung in der Pathogenese der
Atherosklerose zugesprochen, da sie die Fahigkeit besitzen, grof3e Mengen an
Lipiden aufzunehmen und sich dadurch in sog. Schaum-Zellen (engl. foam-cells) zu
verwandeln [8, 9]. AuRBerdem wurde gezeigt, dass sich dieser Zelltyp auch in der
Auspragung anderer Oberflaichenmolekile von den CD16 negativen Zellen
unterscheidet sowie am starksten differenziert ist [5, 10, 11]. Die MNP3
Subpopulation stellt dabei den am weitesten differenzierten Phanotyp dar [12].

Nicht nur CD16, auch die anderen Fc-gamma-Rezeptoren FcyRI (CD64) und FcyRII
(CD32) zeigen verschieden hohe Auspragungen auf den
Monozytensubpopulationen. CD64 ist der vorherrschende Fcy-Rezeptor auf den
MNP1 Zellen, wohingegen CD32 auf den MNP2 Zellen am ausgepragtesten ist [9,
13]. CD32 spielt, genauso wie andere Opsoninrezeptoren, die Hauptrolle in der
Erkennung und Phagozytose von eLDL (enzymatisch verdndertes LDL), das ein

wirksamer Ausldser fir die Bildung von Schaumzellen ist [14].
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In Personen mit einer akuten oder subakuten Entziindung, findet sich ein gré3erer
Anteil von CD16 positiven Monozyten [10]. Dazu gehoren unter anderem Patienten
mit AIDS [15], Krebs [16] oder Sepsis [17]. Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass die GroRe speziell der CD149™CD16P° Monozytenpopulation negativ mit der
Serumkonzentration von HDL-Cholesterin und positiv mit den Serumkonzentrationen
von Triglyzeriden und Gesamtcholesterin sowie dem Vorhandensein des ApoE4-
Allels korreliert [5, 13]. Dies deutet daraufhin, dass sowohl gewisse metabolische
Zustande, als auch chronische Entzindungsreaktionen zu einer vermehrten
Ausreifung von CD14%™CD16"° Monozyten fihren [13].

Intensive korperliche Belastung erhoht die Zahl der Leukozyten im peripheren Blut.
Vor allem die Zahl der CD14P*°CD16P*® Monozyten steigt nach intensiver
Anstrengung stark an (bis zu 4,8-fach) [18-20]. Man geht davon aus, dass die Zellen
zumindest teilweise aus dem Randstrom des Blutes mobilisiert werden. In diesem
herrscht eine durch Scherkrafte bedingte niedrigere Flussgeschwindigkeit des Blutes
und er beinhaltet Zellen, die durch die Interaktion von Oberflachenmolekilen am
GefalRendothel hdngen oder entlang rollen [21-23]. Zuséatzlich konnte die Freisetzung
von Monozyten aus der Milz gezeigt werden [24].

Es konnte also auch mdglich sein, dass der Anstieg von CD16 positiven Monozyten
bei den oben genannten Krankheitsbildern nicht nur durch eine vermehrte
Ausreifung, sondern auch durch eine vermehrte und chronische Mobilisierung dieser
Zellen aus dem Randstrom des Blutes verursacht ist, wie schon Steppich et al.
vermutet haben [20].

Es gibt aktuell keine Daten uber die Verteilung von Monozyten-Subpopulationen in
Patienten mit Metabolischem Syndrom und deren Mobilisierung durch kdrperliche
Anstrengung. Ebenso ist unbekannt, ob die chronisch erhéhten Zahlen von
proinflammatorischen Monozyten in diesen Patienten durch korperliche Belastung
noch weiter gesteigert werden kdnnen, wie es in gesunden Testpersonen der Fall ist.
In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Auswirkung von intensiver korperlicher
Belastung auf Zellzahlen, speziell die der proinflammatorischen Monozyten in
Patienten mit Metabolischem Syndrom im Vergleich zu gesunden Probanden und
Personen mit Risiken fur die Entwicklung eines Metabolischen Syndroms untersucht.
Des Weiteren wurde dem Effekt auf den Lipid- und Proteingehalt von Granulozyten

und Monozyten sowie auf eine Auswahl weiterer Laborparameter nachgegangen.



1.2. Material und Methoden

Rekrutierung der Probanden und Ergometer Protokoll

Es wurden freiwillige Teilnehmer unter den Angestellten des Krankenhauses
rekrutiert. Zu den Ausschlusskriterien fur die Studie gehorten das Vorliegen einer
koronaren Herzerkrankung, orthopadische Probleme sowie alle Erkrankungen, die
die Probanden wahrend dieser intensiven korperlichen Belastung gefahrden kdnnten.
Eine akute systemische Infektion wurde vor Beginn des Versuchs klinisch sowie
laborchemisch ausgeschlossen. Die Probanden waren seit mindestens acht Stunden
nidchtern sowie sollten 12 Stunden vor Versuchsdurchfihrung keine anstrengenden
Tatigkeiten verrichten. Nach ausfuhrlicher Erklarung des Ablaufs und Einholen der
schriftlichen Einverstandniserklarung des Teilnehmers wurden GroRRe, Gewicht,
Bauchumfang auf Bauchnabelhohe sowie der Blutdruck gemessen. Alle
Untersuchungen fanden morgens statt.

Fur die korperliche Aktivitat wurde ein Fahrrad-Ergometer mit einstellbarer Leistung
verwendet. Der genau Ablauf des Radfahrens erfolgte in Anlehnung an die Protokolle
von Steppich et al. [20] und Gabriel et al. [25].

Die korperliche Betatigung begann mit einer kurzen, einige Sekunden andauernden
Aufwarmphase auf der 100W Leistungsstufe, wurde dann in ungefahr finf Sekunden
kontinuierlich bis 400W gesteigert und flir 60 Sekunden oder bis zur korperlichen
Erschopfung aufrechterhalten. Wahrend der gesamten Durchflihrung erfolgte die
Beobachtung von EKG, Herzfrequenz sowie Trittfrequenz. Die Blutproben wurden
vor sowie nicht langer als eine Minute nach Beendigung der Ergometer-Aktivitat aus
einer peripheren Vene abgenommen.

Der Versuchsablauf wurde von der Ethikkommission der medizinischen Fakultat des

Universitatsklinikums Regensburg bewilligt (Antrag 08/119).

Routine-Laborparameter und Zellzahlen
Die Serumkonzentrationen von Gesamtprotein, Albumin, Gesamtcholesterin, HDL-
und LDL-Cholesterin, der HDL-Subfraktion HDL3, Triglyzeriden, Apolipoprotein (Apo)
A-1, ApoB-100, des C-reaktiven Proteins (CRP), Komplement-Faktor 3c (C3c) und 4
(C4), Glukose und freiem Hamoglobin wurden auf einem Dimension Vista System
von Siemens bestimmt. Die Laktatkonzentration wurde in Natriumfluorid-haltigen
Blutproben auf demselben Gerdt gemessen. Die HDL-Subfraktion HDL2 wurde
mittels der HDL- und HDL3-Werten berechnet.
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Kommerzielle ELISA-Kits wurden fir die Bestimmung der Serumkonzentrationen von
oxidiertem LDL (oxLDL) (Mercodia, Schweden), ApoB-48 (Shibayagi, Japan), ApoC-
2 und ApoC-3 (AssayPro, USA) verwendet. Die Messung der Serumkonzentrationen
von ApoE erfolgte mit einem BN proSpec Il System (Siemens, Deutschland) und die

von Interleukin 6 (IL-6) mit einem Cobas e411 System (Roche Diagnostics, Schweiz).

Die Konzentrationen von Leukozyten, Lymphozyten, Granulozyten, Monozyten,
Erythrozyten und Thrombozyten wurden mit einem Sysmex XE-5000 Analysator

(Sysmex, Japan) bestimmt.

Identifizierung der Monozyten Subpopulationen mittels Durchflusszytometrie

Es wurden 100ul EDTA-Vollblut zunachst mit 5yl mit PC7 konjugiertem CD14-
Antikdrper (CD14-PC7) (Becton Dickinson) und 5ul mit APC konjugiertem CD16-
Antikorper (CD16-APC) (Caltag Laboratories, UK) 15 Minuten lang auf Eis inkubiert
und anschlieBen die Erythrozyten lysiert. Nach mehrmaligem Zentrifugieren und
Waschen der Proben erfolgte die Analyse auf einem BD Canto |l
Durchflusszytometer. Sog. Scatter Gates wurden um die Monozyten-Population
gelegt und insgesamt 10.000 Ereignisse gemessen. Die Prozentzahlen der
CD14""CD16"™9, CD14”""CD16* und CD14%™CD16P*° Monozyten wurden in
einem ,dot plot“ ermittelt und die absoluten Zellzahlen dieser Subpopulationen

anhand der Ergebnisse des Sysmex-Analysators berechnet.

Lipidbestimmung

Fur die gezielte Bestimmung des Gehalts verschiedener Lipidspezies in
Granulozyten und Monozyten wurden diese Zellen mit einem autoMACS Pro
Magnetseparator (Miltenyi Biotec, Deutschland) aus Vollblutproben isoliert. Fiur die
Isolation von Granulozyten wurden magnetisch markierte CD15 Antikdrper und fir
die darauffolgende Separation von Monozyten aus derselben Blutprobe CD14
Antikdrper verwendet (beide Miltenyi Biotec, Deutschland). Die Konzentration der
Zellen in den erhaltenen Isolaten wurde auf dem Sysmex Zellzahler analysiert.

Nach dem Waschen und Zentrifugieren der Zellen wurden diese lysiert, zerkleinert
und der Proteingehalt der Probe mittels BCA-Assay (Uptima-Interchim, Frankreich)
bestimmt.

Die Extraktion der Lipide und die massenspektrometrische Analyse wurde nach den
im Institut gangigen Verfahren durchgefuhrt [26-34]. Der Lipidgehalt wurde in nmol
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pro mg Protein bestimmt und mittels der gemessenen Zellkonzentration in den

Zellisolaten wurde der Lipidgehalt pro Millionen Zellen berechnet.

Berechnung der Volumenanderungen

Bei allen Ergebnisse aus den Proben, die nach dem Versuch auf dem Ergometer
entnommen wurden, erfolgte eine rechnerische Korrektur fir die Plasma- und
Blutvolumenanderung anhand der Konzentrationsanderung des Hamoglobins nach
der Methode von Dill et al. [35].

Einteilung der Studiengruppen

Die Studienteilnehmer wurden anhand der ATP Il Kriterien fir das Metabolische
Syndrom in drei Gruppen eingeteilt (Kontrollgruppe, Risikogruppe und
Metabolisches-Syndrom-Gruppe) [36]. Ein Metabolisches Syndrom lag vor, wenn drei
oder mehr der folgenden Kriterien erfullt waren: Blutdruck = 130/85 mmHg oder
antihypertensive Therapie, Bauchumfang = 102cm bei Mannern und = 88 cm bei
Frauen, HDL-Cholesterin < 40 mg/dl bei Mannern und < 50 mg/dl bei Frauen,
Triglyzeride = 150 mg/dl und Nuchtern-Glukose = 100 mg/dl oder medikamentdse
antihyperglykdmische Therapie. Wenn ein oder zwei Kriterien erfullt waren, wurden
die Probanden in die Risikogruppe eingeordnet und alle Probanden ohne

Risikokriterium stellen die Kontrollgruppe dar.

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS 20.0 (IBM). Um die Unterschiede
zwischen den Gruppen fur die Parameter jeweils vor und nach der Ergometer
Betatigung sowie die Unterschiede der Anderung der Parameterwerte auf Signifikanz
zu testen wurde der Kruskal-Wallis Test sowie der Mann-Whitney U Test verwendet.
Der Wilcoxon Rangsummentest wurde benutzt um signifikante Veranderungen der
gemessenen Werte durch die korperliche Aktivitdt zu identifizieren. Fir nominale
Variablen wurde der Chi-Quadrat Test verwendet. Wenn nicht anders bezeichnet,
werden alle Daten als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Statistische

Signifikanz wurde erreicht bei einem p-Wert < 0,05.



1.3. Ergebnisse

Charakterisierung der Probanden

Insgesamt nahmen 23 Personen an dem Versuch teil und wurden anhand der ATP Il
Kriterien in drei Gruppen eingeteilt: sechs Personen in die Metabolische-Syndrom-
Gruppe, sieben in die Risikogruppe und zehn in die Kontrollgruppe. Die Gruppen
unterschieden sich signifikant in den Werten von Blutdruck, Koérpergewicht, BMI,
Bauchumfang, HDL-Cholesterin, Nichtern-Glukose und Alter (siehe Tabelle 1). Der
Altersdurchschnitt in der Kontrollgruppe war signifikant niedriger als in den anderen
beiden Gruppen.

Tabelle 1 Eigenschaften der Probanden

Kontrollgruppe Risikogruppe Metabolisches Syn- p-Wert

(n=10) (n=7) drom-Gruppe (n=6)
Geschlecht, 4/6 3/4 4/2 0,558
mannlich/weiblich
Alter 34+10 48 £ 5 43+6 0,007
Grofde [m] 1,70 £ 0,09 1,70 £ 0,07 1,76 £0,10 0,527
Gewicht [kg] 63,2+7,2 74,1 + 13,6 106 + 20,5 0,001
BMI [kg/m?] 21,7+1,5 25,4+ 3,3 34,4+6,1 0,001
Bauchumfang [cm] 73,4 +6,3 85,1+12,1 110,8 + 14,1 0,001
HDL — Cholesterin 73,0+ 14,2 65,0+ 13,1 35,0+ 11,7 0,002
[mg/dl]
Triglyceride [mg/dl] 109,3 + 25,3 118,1 £52,7 565,5+815,3 0,080
Systolischer  Blutdruck 120+ 7 134 +6 146 £ 16 0,001
[mmHg]
Diastolischer Blutdruck 79 + 10 89+9 97 +9 0,012
[mmHg]
Nuchternglukose [mg/dl] 83,7 £ 10,9 90,3+6,2 120.8 + 64.2 0,017

Mittelwert + Standardabweichung. Die P-Werte fir signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
wurde mittels Chi-Quadrat-Test fur die Geschlechtsverteilung sowie Kruskal-Wallis-Test fur die
metrischen Daten ermittelt.

Ergometer-Belastung

In allen drei Gruppen war die Serumlaktatkonzentration nach der koérperlichen
Belastung massiv erhoht (Kontrollgruppe: 80 + 20,7 mg/dl; Risikogruppe: 64,4 + 16,7
mg/dl; Metabolisches Syndrom Gruppe 71,6 + 18,4 mg/dl; interner Laborreferenzwert
3,6 — 18,2 mg/dl). Erhohte Laktatwerte deuten auf anaerobe Belastung hin und
korrelieren gut mit der Intensitat derselben. Es kann deshalb davon ausgegangen
werden, dass der vergleichbare Laktatwert und die &hnliche durchschnittliche

Herzfrequenz der Gruppen eine gleichwertige Belastung widerspiegeln.



Aufgrund von acht Probanden, die die Ergometer-Belastung wegen kérperlicher
Erschopfung vorzeitig abbrechen mussten, wurden unterschiedliche, wenn auch nicht
signifikant unterschiedliche Belastungszeiten erreicht, 55,8 + 8,9 Sekunden bei den
Kontrollprobanden, 49 + 12,4 Sekunden in der Risikogruppe und 56,7 = 5,2
Sekunden bei den Patienten mit Metabolischem Syndrom. In einer Pilotstudie
konnten wir jedoch zeigen, dass die Mobilisierung der CD14 CD16 doppelt positiven
Monozyten sich nicht signifikant zwischen den Versuchspersonen, die eine Minute
bei 400 Watt Belastung vollstandig durchhielten und denen, die vorzeitig abbrechen

mussten, unterscheiden.

Veranderungen in den Serumparametern

Es wurden Routinebestimmungen von Laborparametern, die unter anderem mit dem
Fettstoffwechsel und Entzindungsreaktionen in  Zusammenhang stehen
durchgefiuhrt. Es konnten signifikante Veranderungen von HDL2, HDL3, C3c und C4
in der Kontrollgruppe und von HDL, LDL, HDL3, Apo-Al, C3c und C4 in der
Risikogruppe gesehen werden. In der Gruppe mit Metabolischem Syndrom konnten
keine signifikanten Veranderungen festgestellt werden.

Zwischen den Gruppen zeigen sich signifikant unterschiedliche Ausgangswerte von
ApoB100, C4 und oxLDL sowie signifikant unterschiedliche Werte von ApoB100,
C3c, C4 und oxLDL nach Belastung.

Eine genaue Auflistung mit allen Werten findet sich in Tabelle 2.



Tabelle 2 Werte der Routineparameter vor und nach korperlicher Belastung

Control Risk Metabolic Syndrome
before after before after before after
protein [gf] /AL 73.74 + 73.56 + 71.87 + 75.17 + 75.23 +
9 2.85 3.41 3.60 3.36 5.09 4.34
. 41.52 + 40.67 + 40.87 + 40.30 + 40.70 + 39.96 +
Albumin [g/l] - 54 372 1.89 1.79 1.94 1.60
Cholesterol  191.90 + 19041+  217.29+  211.43+ 20450+ 20353+
[mg/dI] 33.38 33.31 36.11 34.44 39.87 36.6
Triglycerides  109.30 + 105.89 + 118.14 + 112.64 + 565.50 £ 545.31 %
[mg/dI] 25.36 25.63 52.63 51.06 815.28 777.46
HDLe [mgidy 7300 % 72.62 + 65.00 + 63.34 + 35.0 + 35.02 +
9 14.21 13.73 13.12 12.79 11.73 12.79
DL [mg/a] 10370+ 103.09+ 13571+ 13124+  106.33+  106.11+
9 23.97 24.71 29.61 29.44 27.38 29.02
24.00 + 26.18 + 27.29 + 24.01 +
HDL2 [mg/d] 57~ 843 1410 508 8.67 + 455 9.37 +6.01
49.00 + 46.54 + 42.00 + 39.33 + 26.33 + 25.65 +
HDL3 [mg/dl]  7°cq 6.66 5.94 6.12 7.39 7.12
oxLDL 42.48 + 44.16 + 71.87 + 62.51 + 63.21 + 67.89 +
13.08* 12.28* 26.82* 18.68* 20.79* 8.59%
Apo Al 197.1 + 195.43+ 17800+ 17146+  136.00+  139.53 +
[mg/dI] 30.89 30.14 24.95 21.05 12.62 16.14
Apo B-100  84.21% 84.33 + 106.14+  102.77+ 10832+  108.12+
[mg/dI] 16.19* 16.77* 16.67* 16.54* 18.39* 15.12*
Apo B-48 37.13 + 30.73 +
/] 9.20£596 9.37+6.00 564+289 547+312 ., 9 5354
Apo C-Ii 11.68 + 14.09 +
mo/di] 472153 492163 553+207 538+151 [7'p 1318
Apo C-lIl 14.78 + 14.47 + 15.36 + 15.65 + 30.34 + 35.33 +
[mg/dI] 4.33 3.42 5.74 4.67 28.16 20.31
Apo E [mg/dl] 3.50 £ 0.50 3.54 + 0.54 g:g;g—“ 3.77+086 7.70+8.67 7.72+8.09
IL-6 [pg/ml]  2.00+0.00 2.04+0.12 2.00+0.00 2.02+0.05 3.02+2.46 3.10<2.04
CRP[mg/l]  3.13+053 322071 3.10+0.53 3.09+0.51 8'32? 3.08 + 0.43
Cac[mgiay 11077+ 10454+ 11471+ 11175+ 13450+  137.15+
9 12.25 15.33* 6.80 7.57* 24.28 22.10*
ca [ma/di] 19.36 + 22.32 + 24.13 + 2577 + 29.55 + 31.28 +
9 4.19* 7.15% 2.75% 3.11% 7.35* 8.07*
Egenfo obin | 217:69% 231.22+ 15029+ 17390+ 23632+ 21534+
mg /I]g 112.62 92.52 43.31 57.08 82.52 55.95
Haptoglobin ~ 114.55 + 113.10+  89.46 + 86.45 + 14550 +  143.83 +
[mg/di] 27.13 26.81 47.44 46.54 49.87 37.35

Mittelwert + Standardabweichung. Signifikante Veranderungen (p<0.05, Wilcoxon Rangsummentest)
durch die Belastung sind fettgedruckt dargestellt. * markiert signifikante Veranderungen zwischen den
Gruppen in Werten vor oder nach der Belastung (Kruskal-Wallis-Test). n=6-10



Die Mobilisierung von Leukozyten durch kérperliche Belastung

Die Ergometer Belastung fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der Zellzahlen von
Leukozyten, Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten und aller Monozyten
Subpopulationen. In Abbildung 1 ist die prozentuale Veranderung der Zellzahlen
nach der kérperlichen Belastung im Vergleich zu den Werten davor dargestellt und
Tabelle 2 enthalt eine Auflistung der Vorher- und Nachher-Werte sowie des
absoluten Unterschiedes.

Betrachtet man den Anstieg dieser Zellzahlen zwischen den Gruppen, so lassen sich
unterschiedliche Anstiege der Lymphozytenzahlen feststellen, bei vergleichbaren
Ausgangswerten. Bei Patienten mit Metabolischem Syndrom war der Anstieg der
Lymphozyten signifikant kleiner.

Die proinflammatorischen Monozyten-Subpopulationen MNP2 und MNP3 zeigten
den grofdten prozentualen Anstieg in allen drei Gruppen. Interessanterweise war der
Anstieg dieser Zellen bei Patienten mit Metabolischem Syndrom deutlich geringer
und bei den MNP3-Zellen im Vergleich zu der Kontrollgruppe auch statistisch
signifikant geringer (siehe Abbildung 1, p=0,043). Wenn man sich die absolute
Veranderung der Zellkonzentrationen der CD14 CD16 positiven Monozyten anschaut
(Tabelle 2, A), so wurden vergleichbare Zellzahlen mobilisiert, ohne signifikanten
Unterschied.

Vor der korperlichen Belastung war das Verhaltnis der MNP2 zu den MNP1
(MNP1/MNP2) Zellen signifikant verschieden zwischen den Gruppen (p=0,026) und
verringerte sich signifikant bei allen drei Gruppen nach der korperlichen Belastung
durch die relativ groRBere Mobilisierung der MNP2 Subpopulation. Die
Ergometerbelastung fuhrte in der Kontroll- und Risikogruppe zu einer &hnlichen
Verteilung der Monozytensubpopulationen, wie sie bei den Probanden mit
Metabolischem Syndrom bereits vorher vorhanden war. Das Verhdltnis der MNP2
und MNP3 Populationen war zwischen den Gruppen nicht unterschiedlich und

veranderte sich auch nicht nach der koérperlichen Belastung.
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Abbildung 1 Die Veranderung der Zellzahlen in den drei Studiengruppen
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Die Zellzahlen wurden vor und nach einer Minute kérperlicher Belastung bestimmt. Dargestellt sind
die Prozentzahlen der Zellzahlen nach der Belastung im Vergleich zu vorher. Die
Gesamtleukozytenzahl sowie die Zahlen aller Leukozyten Untergruppen stiegen signifikant an
(p<0,05). Der prozentuale Anstieg der Lymphozytenkonzentration war zwischen den Gruppen
signifikant unterschiedlich und der prozentuale Anstieg der CD14dimCD16pos (MNP3) doppelt
positiven Monozyten war signifikant unterschiedlich zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe
mit Metabolischem Syndrom. MNP1: CD14brightCD16neg, MNP2: CD14brightCD16pos. *p < 0.05
n=5-10
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Tabelle 2 Zellkonzentrationen vor und nach der kérperlichen Belastung in den drei
Studiengruppen

Kontrollgruppe Risikogruppe MetS-Gruppe
vorher nachher A vorher nachher A vorher nachher A
Leukozyten 6,06+ 9,13 + 3,07 549+ 801 *+ 251 6,94+ 9,07 =+ 213
[10%/pl] 1,38 2,10 + 1,05 1,64 + 2,07 214 +
1,05 0,78 0,42
Granulozyten 3,38+ 4,03 + 065 3,23+ 3,72 + 049 405+ 458 + 0,54
[10%/pl] 0,79 0,84 + 0,88 0,97 + 1,50 1,67 +
0,32 0,21 0,20
Lymphozyten 2,18+ 426 + 2,09 181+ 352 + 171 234+ 363 + 1,29
[10%/pl] 0,81 1,59 + 0,60 1,14 + 0,67 0,89 +
0,84 0,66 0,44
Monozyten 520 £+ 840 + 320+ 470 + 770 = 300+ 560 + 860 =+ 300+%
[/u] 110 170 100 110 160 100 190 190 60
MNP1 472 + 709 + 237+ 428 + 668 + 239 + 517 £+ 737 + 219%
[/u] 107 143 80 110 144 79 174 183 54
MNP2 32 + 92+22 60 + 24 + 68+20 44 + 49 + 103 + 54 =
[/u] 10 22 10 16 13 26 19
MNP3 12+5 33+13 22 + 9+4 26+11 17 + 20 + 40x17 20 +
[/ul] 11 9 11 8

Mittelwerte = Standardabweichung. Samtliche Zellzahlen nach der Belastung sind signifikant
unterschiedlich zu vorher (Wilcoxon Rangsummentest, p<0,05). n=6-10

Veranderungen im Protein- und Lipidgehalt von Granulozyten und Monozyten
Der Lipidgehalt in Granulozyten und Monozyten wurde vor sowie nach der
Ergometerbelastung massenspektrometrisch bestimmt und der Proteingehalt wurde
parallel dazu bestimmt.

Bei den Granulozyten konnte keine signifikante Anderung des Proteingehalts pro
Zelle zwischen den Gruppen und durch die Belastung gesehen werden. Bei den
isolierten Monozyten dagegen kam es zu einer signifikanten Verringerung des
Proteingehalts in der Kontrollgruppe von 176ug/10° Zellen + 119 vor auf 116pg/10°
Zellen £ 62 (p=0,013) nach der Belastung. In der Risikogruppe verringerte sich der
Proteingehalt von 131pg/10° Zellen + 45 auf 99ug/10° Zellen + 33 (p=0,018). In der
Gruppe mit Metabolischem Syndrom war die Anderung des Proteingehalts von
124pg/10° Zellen + 198 auf 100ug/10° Zellen + 20 nicht signifikant. Der Proteingehalt
von Monozyten der gesunden Kontrollen war vor der Belastung etwa gleich hoch wie
bei den anderen zwei Gruppen nachher. Statistisch konnte jedoch kein signifikanter
Unterschied in den Proteingehalten zwischen den Gruppen vor bzw. nach der
Belastung gezeigt werden.

Im Lipidgehalt der Granulozyten und Monozyten konnte keine Veranderung
nachgewiesen werden. Obwohl besonders die Monozyten der Risiko- und
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Metabolischen Syndrom Gruppe eine leichte Verringerung zeigten, ergab die

statistische Auswertung keinen signifikanten Unterschied.
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1.4. Diskussion

Hiermit wird die erste, wenn auch kleine Studie prasentiert, die den Effekt von
intensiver korperlicher Belastung auf die Mobilisierung von Zellen und anderen
Blutkomponenten in Patienten mit Metabolischem Syndrom untersucht. Um
gleichzeitig die Durchfuhrbarkeit des Versuchs und eine suffiziente Mobilisierung von
Zellen zu gewahrleisten, wurde die korperliche Belastung mit einer Leistung von
400W fur eine Dauer von 60 Sekunden auf einem Fahrradergometer durchgefuhrt.
Die Wirksamkeit dieses Protokolls Zellen zu mobilisieren wurde bereits vorher in
anderen Arbeiten gezeigt [20, 25].

Obwohl einige Probanden den Versuch vorzeitig abbrechen mussten, wurde eine
vergleichbare Belastung der Teilnehmer erreicht. Dies konnte durch die Bestimmung
von Laktatwerten sowie der Herzfrequenz gezeigt werden. In einer Vorstudie konnten
wir zusatzlich zeigen, dass ein Abbruch des Experiments keine negativen
Auswirkungen auf die Mobilisierung der proinflammatorischen Monozyten hat.
Interessanterweise erreichte die Metabolische Syndrom Gruppe eine hdhere
durchschnittliche Belastungszeit. Dies liegt wahrscheinlich an der geringeren
Leistung bezogen auf das Korpergewicht, die von dieser Gruppe verrichtet werden
musste. Bei vergleichbarer Belastung wurde somit auf eine Anpassung des
Versuchsprotokolls an das Koérpergewicht verzichtet.

Die Auswertung der Zellzahlen ergab einen signifikanten Anstieg der
Leukozytenzahlen und aller analysierten Monozytensubpopulationen nach der
korperlichen Belastung bei allen drei Gruppen. Ein ahnlicher Effekt wurde auch von
Hong et al. [37] beobachtet, die den Effekt von moderater kdrperlicher Belastung bei
Patienten mit Bluthochdruck untersuchten. Sie zeigten einen 1,5-fachen Anstieg von
CD16 positiven Monozyten, konnten aber keinen signifikanten Unterschied zu
gesunden Personen finden. Steppich et al. [20] fanden hingegen einen 2,1-fachen
Anstieg dieser Zellen bei gesunden Teilnehmern nach einer Minute intensiver
korperlicher Belastung bei 400 Watt. Hong et al. erklaren diesen Unterschied damit,
dass sie nur eine moderate 20-minttige koérperliche Belastung auf dem Laufband
benutzten. In unserer Studie konnten wir einen noch hdheren Anstieg der
CD14°""CD16Ps™e" (MNP2) Monozyten feststellen. Leider ist ein direkter Vergleich
mit den Daten von Hong et al. nicht mdglich, da diese in ihrer Publikation keine

absoluten Zahlen der Zellzahlanderung ausweisen.

14



Des Weiteren konnten wir ein unterschiedliches Ausgangsniveau der
Zellkonzentration von CD14°"MCD16P*™*" Monozyten zwischen den Gruppen
demonstrieren. Die Teilnehmer mit Metabolischem Syndrom hatten erhohte
Ruhewerte dieser Zellen im peripheren Blut und dadurch bedingt ein kleineres
Verhaltnis von MNP1 zu MNP2 Zellen. Unsere Daten bestatigen damit friihere
Untersuchungen, die erhohte Zahlen von CD16 positiven Monozyten bei fettleibigen
Personen und Personen mit Hypertriglyzeridamie, Hypercholesterinamie, erhéhten
LDL-Cholesterin-Werten oder erniedrigten HDL-Cholesterin-Werten feststellten [5,
13, 38]. Da diese Monozyten im Allgemeinen auch als proinflammatorische
Monozyten bekannt sind [10], passt dies gut zu den grundsatzlich erhdhten
Entzindungswerten bei Patienten mit Metabolischem Syndrom [39]. In der Kontroll-
und Risikogruppe anderte sich das Verhaltnis der MNP1 und MNP2 Zellen nach der
korperlichen Belastung derart, dass es sich dem der Metabolischen Syndrom Gruppe
vor der Belastung annéherte. Diese intensive korperliche Betatigung ist also in der
Lage in gesunden Probanden eine Verteilung der Monozyten Populationen
auszuldsen, wie sie beim Metabolischen Syndrom permanent vorhanden ist.

Unsere Daten zeigen auf3erdem, dass sich die absolute Anzahl an mobilisierten
CD16 positiven Zellen nicht zwischen den Gruppen unterscheidet. Obwohl die
Patienten mit Metabolischem Syndrom schon erhdhte Ausgangswerte dieser Zellen
haben, sind sie trotzdem in der Lage durch die intensive korperliche Aktivitat
kurzfristig die gleiche Anzahl an proinflammatorischen Monozyten zu mobilisieren,
wie gesunde Personen. Waren diese dauerhaft erhdhten Ausgangswerte durch eine
konstante Mobilisierung dieser Zellen aus dem Randstrom bedingt, wie von Steppich
et al. vermutet [20], so wirde man eine geringere Mobilisierung nach kurzer
Belastung erwarten. Es kann deshalb davon ausgegangen werden, dass die
erhohten basalen Zellzahlen am ehesten durch eine vermehrte Ausreifung dieser
Zellen verursacht wird.

Es wurde bereits in der Vergangenheit beschrieben, dass die Lymphozytenzahlen
nach einer Minute anstrengender korperlicher Tatigkeit ansteigen [18]. Wir konnten
nahezu eine Verdoppelung der Zellzahlen von Lymphozyten nach der
Ergometerbelastung in der Kontroll- und Risikogruppe feststellen. Bei den Personen
mit Metabolischem Syndrom war der Anstieg signifikant kleiner. Diese Mobilisierung
der Lymphozyten und ihrer Untergruppen wurde in der vorliegenden Arbeit nicht

weitergehend untersucht, da der Schwerpunkt auf Monozyten und ihre
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Subpopulationen gelegt wurde. Dennoch zeigt die aktuelle Forschung Uber den sog.
Immunmetabolismus die Bedeutung des Immunsystems in der
Stoffwechselregulation und in der Pathogenese von Typ 2 Diabetes und dem
Metabolischen Syndrom auf [40].

Eine andere bemerkenswerte Veranderung, die wir nach der korperlichen Belastung
beobachten konnten, ist die signifikante Verringerung des Proteingehalts von
Monozyten bei Gesunden und Personen mit Risikoprofil und in geringerem Ausmalf}
auch bei den Patienten mit Metabolischem Syndrom. Im Gegensatz dazu war der
Lipidgehalt von Monozyten nicht signifikant verandert. In Granulozyten lie3 sich
ebenso keine Veranderung von Protein- und Lipidgehalt pro Zelle feststellen. Es ist
deshalb davon auszugehen, dass sich die mobilisierten Monozyten deutlich in ihrem
Proteingehalt von den bereits im Blutkreislauf vorhandenen Monozyten
unterscheiden missen. Des Weiteren deuten der niedrigere basale Proteingehalt von
Monozyten beim Metabolischen Syndrom zusammen mit den ahnlichen Werten nach
der Belastung auf einen unterschiedlichen Proteingehalt zirkulierender Monozyten
von Patienten mit Metabolischem Syndrom und Gesunden hin. Leider konnte im
Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit keine proteomische Analyse dieser
Zellen durchgefiihrt werden.

Obwohl die vorliegende Arbeit durch die geringe Teilnehmerzahl und die bekannten
hohen interindividuellen Unterschiede in den Effekten von kdrperlicher Belastung auf
die Monozytenzahlen eingeschrankt ist, so konnten wir dennoch eine signifikante
Mobilisierung von CD14 CD16 positiven Monozyten nach einer Minute intensiver
korperlicher Betatigung feststellen. Probanden mit Metabolischem Syndrom hatten
einen hoéheren basalen Anteil von proinflammatorischen Monozyten, wahrscheinlich
aufgrund gesteigerter Reifung derselben. Die absolute Anzahl dieser Zellen, die
durch den Versuch mobilisiert werden konnten unterschied sich nicht wesentlich
zwischen den Gruppen.

Es stellt sich somit die Frage, ob die Mobilisierung von proinflammatorischen
Monozyten vom GefalRendothel einen Anteil an den positiven Effekten wvon
korperlicher Aktivitat auf die entziindliche Reaktion im Bereich des GefalRendothels
bei der Atherosklerose hat. Es wére denkbar, dass eine intensive kurzzeitige
korperliche Belastung, auch wenn sie dauerhaft nicht fir eine Gewichtsreduktion und
damit fur positive Effekte auf den Stoffwechsel ausreicht, per se einen positiven

Effekt auf die Entstehung von Gefal3plaques hat, indem sie proinflammatorische
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Monozyten vom Endothel entfernt. Diese Hypothese kann wiederum nur

Langzeitstudien bestatigt werden.

1.5. Abkulrzungsverzeichnis

APC Allophycocyanin

Apo Apolipoprotein

ATP engl. Adult Treatment Panel
BCA engl. Bicinchoninic acid assay
BMI engl. Body mass index

C Komplement-Faktor

engl. Complement factor

CD Phanotypisches Oberflachenmerkmal,

engl. Cluster of differentiation

CRP C-reaktives Protein
EKG Elektrokardiogramm
EDTA Ethylenediamintetraessigsaure

engl. ethylenediaminetetraacetic acid

FcyR Fc-gamma-Rezeptor

FITC Fluorescein isothiocyanate

HDLc Cholesterin mit Lipoprotein hoher Dichte
engl. high density lipoprotein cholesterol

IL Interleukin

LDLc Cholesterin mit Lipoprotein niedriger Dichte
engl. low density lipoprotein cholesterol

MNP Monozytensubpopulation
engl. mononuclear phagocyte

oxLDL Oxidiertes LDL-Cholesterin

PC7 Phycoerythrin-Cyanin 7

W Waltt
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Objective: Acute exercise induces numerous changes in peripheral blood, e.g. counts of leukocytes.
CD16"°° monocytes, which play a role in the pathogenesis of arteriosclerosis and the metabolic syn-
drome (MetS), are among the blood cells with the highest fold increase through exercise. So far no stud-
ies have investigated the effect of exercise on the blood cell composition of patients with MetS.

Approach and Results: Blood cell counts, a wide panel of laboratory tests, as well as lipid and protein
content of monocytes and granulocytes were determined in healthy subjects, persons with metabolic risk
and MetS patients before and after one minute of exercise at 400 W. Leukocyte counts increased signifi-
cantly in all groups with CD14°°°CD16"°° monocytes showing the highest fold-change. In MetS patients
the fold increase was smaller. They had a higher resting level of CD14°°°CD16"°° monocytes and a lower
basal ratio of CD16"%/CD16"°° monocytes. A similar ratio of these cells was induced in control and risk
subjects after exercise. However, absolute counts of mohilized pro-inflammatory monocytes did not differ
significantly. Furthermore, we detected a decrease in protein content of monocytes in controls, but not
in MetS patients.

Conclusions: As strenuous exercise is able to mobhilize the same amount of pro-inflammatory mono-
cytes in MetS patients as in healthy persons, the elevated bhasal level of these cells in MetS patients is
likely to be caused by enhanced maturation rather than chronic mobilization. The removal of these
monocytes from the endothelium might be part of the beneficial effect of exercise on vascular disease.
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Metabolic syndrome (MetS) is a complex metabolic
disorder characterized by abdominal obesity, dyslipide-
mia, hypertension, and insulin resistance (1). It repre-
sents a primary risk factor for cardiovascular disease
that is associated with chronic low grade inflammation
(2), i.e., elevated serum levels of pro-inflammatory
parameters such as CRP, TNF-o, and IL6 (3-0).

Monocytes play an important role in innate immunity
and are involved in metabolic regulation (7) (dmmuno-
metabolism) (8) and the formation of atherosclerotic pla-
ques (9). Monocytes can be subdivided according to
their expression of the Fc-gamma-receptor (FcyR) III
(CD16), and the lipopolysaccharide receptor (CD14). As
established previously, the monocyte population consists
of multiple subpopulations including CD14°"€"CD16-
Teg, CD14™™CD16P*, and CD14“™CD16"*° mono-
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cytes, referred to as mononuclear phagocyte subpopula-
tion (MNP) 1, MNP2, and MNP3 (10-12).
CD14P°°CD16"** monocytes, hence MNP2 and MNP3,
are generally referred to as pro-inflammatory monocytes
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A special role in atherosclerosis has been attributed to
these cells because they possess the ability to take up
large amounts of lipids transforming them into a so
called foam cell phenotype (13,14). They have also been
shown to exhibit cell surface proteins that differ from
those of CD16"® monocytes (10,15,16) and to be more
mature (11) with MNP3 being the most terminally differ-
entiated phenotype (10,17). Monocyte subsets do not
only differ in the expression of CD16 (FcyRIID), but also
in their expression of the other two Fcy receptors.
FcyRlI (CD64) is the predominant Fcy- receptor on
MNP1 cells, whereas the level of expression of FcyRII
(CD32) was found highest on MNP2 cells (14,18).

The FcyRII (CD32), as well as other opsonin receptors,
such as complement receptors and the Fcp/IgM receptor,
previously named TOSO/FAIM3 (19), play the major role
in recognition and phagocytosis of eLDL (enzymatically
modified low density lipoprotein) particles, that are
potent inducers of foam cell formation (20). Clinically, an
increased fraction of CD16P°® monocytes was detected in
subjects with high levels of inflammation (15), e.g.
patients suffering of AIDS (21), cancer (22), and sepsis
(23,24). Besides, the population size of CD14“™CD16"**
monocytes is negatively correlated to HDLc levels (10)
and positively correlated to triglycerides, total cholesterol
(18), and to the Apo E4 allele (10), suggesting that these
metabolic conditions, as well as chronic states of inflam-
mation lead to accelerated maturation of monocytes into
the CD14“™CD16P** subset (18).

Acute strenuous exercise is known to exert a potent
effect on the counts of peripheral blood cells. Leukocyte
counts increase significantly after exercise and the extent
of this increase is dependent on cell type and exercise
intensity (25-27). Especially the CD14°*°CD16°** subpo-
pulation of monocytes was found to be mobilized to a
relatively high degree (up to 4.8-fold) (25,28,29). These
cells are thought to be at least in part mobilized from the
marginal pool of the blood stream (30,31), a blood com-
partment that contains cells, that adhere loosely to or roll
on vascular endothelium by interaction of cell surface
molecules, such as selectins, integrins, etc. (32). Recruit-
ment of cells into the blood stream through physical
stress is considered to be caused by shear stress and
might be mediated by catecholamines (33). Additionally,
Swirski et al. demonstrated the mobilization of mono-
cytes from a splenic reservoir (34).

The increase of pro-inflammatory monocytes in the
conditions aforementioned could not only be because
ofa higher rate of maturation but also a shift of these
cells from the marginal to the central pool of the blood,
as suggested by Steppich et al. (29).

Currently no data is available on the distribution of
monocyte subpopulations in MetS patients and the
mobilization of these cells in an exercise model. It is
unknown whether the chronically elevated count of
pro-inflammatory monocytes in the MetS can be further
elevated by acute exercise as has been shown in healthy
persons. In the present study, we therefore analyzed the
effects of an acute strenuous exercise intervention on
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cell numbers, especially on  pro-inflammatory
CD14P°°CD16P** monocytes in MetS patients in contrast
to healthy subjects and those at risk for the MetS. Fur-
thermore, the effects on the lipid and protein content of
cells as well as on a selection of routine parameters
were examined.

MATERIALS AND METHODS
Recruitment of Subjects, Cycling Exercise Protocol

Ethical approval of the study protocol was obtained
from the hospital ethics committee (Universitatsklinikum
Regensburg, Ethikkommission der medizinischen
Fakultat, proposal 08/119) and healthy volunteers
between 18 and 60 years were recruited amongst hospi-
tal staff.

Exclusion criteria for the study comprised coronary
artery disease, orthopedic problems, and any other con-
ditions that would endanger the subjects while under-
going strenuous exercise. Acute infection was ruled out
clinically prior to the experiment and confirmed by lab
testing. All experiments were performed in the morning.
Study subjects were asked to be fasting for at least 8 h
and refrain from any physical exercise for at least 12 h
prior to the experiment. After thorough explanation of
risks of the experiment, written informed consent was
obtained and height, weight, abdominal circumference
at umbilical level and blood pressure were measured.

For defined physical exertion an Ergo-Fit Cycle 407
med bicycle ergometer (Ergo-Fit, Germany) was used
with a protocol based on study protocols by Steppich
et al. (29) and Gabriel et al. (26). Exercise started with a
short warm up at 100 W for several seconds, was then
continuously raised to 400 W in no longer than 5 s and
maintained at this level for 60 s or until exhaustion.
ECG, heart rate and pedaling rate were monitored
throughout the exercise. Blood samples were taken by
venipuncture immediately before and within 60 s after
exercising, collected in serum and EDTA Monovettes
(Sarstedt, Germany) and processed within 1 h.

Routine Laboratory Parameters

Several routine lab parameters were assessed before
and after cycling exercise. Primarily parameters of
inflammation and lipid metabolism were selected, as
they play an essential part in the pathogenesis of the
MetsS.

Total protein, albumin, total cholesterol, triglycerides,
high-density lipoprotein cholesterol (HDLc), low-density
lipoprotein cholesterol (LDLc), the small subfraction of
HDLc (HDLs), apolipoprotein (Apo) A-1, Apo B-100, C-
reactive protein (CRP), complement factor 3¢ (C30),
and 4 (C4), glucose, and free hemoglobin levels were
measured in serum samples on a Dimension Vista 1500
system (Siemens Healthcare, Germany). Lactate levels
were determined in sodium-fluoride containing blood
samples on the Dimension Vista 1500. The large particle
subfraction of HDL-cholesterol (HDL,) was calculated
using total HDLc and HDL; levels.

Cytometry Part B: Clinical Cytometry
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Fic. 1. Representative dotplots of monocyte populations in the study groups before and after exercise. Flow cytometric analysis of monocyte sub-
sets was performed for the three study groups (control, risk, and metabolic syndrome) before and after one minute of exercise at 400 W. Monocytes
were subdivided using the CD14 and CD16 surface antigen into CD14brightCD16neg (MNP1), CD14brightCD16pos (MNP2), and CD14dimCD16pos
(MNP3) monocytes and their percentages of total monocyte population was calculated.

Commercial ELISA Kits were used for measuring
serum concentrations of oxidized LDLc (oxLDL) (Merco-
dia, Sweden), Apo B-48 (Shibayagi, Japan), Apo C-2 and
Apo C-3 (both from AssayPro, USA). Apo E levels were
determined on a BN proSpec II analyzer (Siemens
Healthcare) and IL-6 on a Cobas e411 analyzer (Roche
diagnostics, Switzerland), both from serum samples.

Cell Count Analysis

A Sysmex XE-5000 hematology analyzer (Sysmex,
Japan) was used to determine leukocyte, lymphocyte,
granulocyte, monocyte, erythrocyte, and platelet counts
in EDTA-blood samples.

Identification of Monocyte Subsets by Flow Cytometry

Monoclonal Antibodies: The following antibodies
were used in this experiment: PerCP-conjugated anti-CD45
clone 2D1 (No. 345809, isotype mouse IgG;, k, Becton
Dickinson, Germany), APC-conjugated anti-CD16 clone 3G8
(No. MHCD1605, isotype mouse IgG1, Caltag Laboratories,
UK), PC7-conjugated anti-CD14 clone M5E2 (No. 557742,
isotype mouse IgG,,, Kk, Becton Dickinson, Germany), PE-
conjugated anti-CD11c clone S-HCL-3 (No. 333149, isotype
mouse IgG,,, K, Becton Dickinson, Germany), FITC-
conjugated anti-CDG2L clone DREG56 (No. IM1231U, iso-
type mouse IgG1, IOTest, Beckman Coulter, Germany).

Staining Procedure: In brief 100 ul of EDTA-whole
blood were incubated on ice for 15 min with 5 pl anti-
CD16, 5 pl anti-CD14, 10 pl anti-CD45, 20 ul anti CDG62L,
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and 20 pl anti-CD11c, followed by erythrocyte lysis with
3 ml of FACSLysis (No. 349202, Becton Dickinson, Ger-
many). Specimens were then incubated in the dark for 10
min at room temperature with mixing in between. After
two cycles of washing with 3.5 ml PBS, stained cells were
measured immediately on a BD Canto II flow cytometer
(Becton Dickinson, Germany). Data was analyzed using
FACS DIVA 6.1.3 software (Becton Dickinson, Germany).

Gating Strategy: Leukocytes were identified by gat-
ing all CD45" cells in the CD45-SSC dot-plot. Scatter
Gates were then set around monocytes in the CD14-SSC
dot-plot by isolating the CD14" and SSC"™ population
and a total of 10,000 events was measured.

Percentages of CD14™8MCD16™¢ (MNP 1),
CD14"8"CD16P° (MNP 2), and CD149™CD16P°° (MNP
3) monocytes were then determined using a two-color
dot plot and the rectangular gating strategy proposed by
Zawada et al. (35) (Fig. 1).

Determination of absolute cell counts: The abso-
lute number of cell populations was calculated using
total monocyte count results from a Sysmex cell counter
(Sysmex, Germany).

MiFlowCyt: Experimental details have been made
accessible at “flowrepository.org” under the following
repository ID: FR-FCM-ZZML.

Lipid Analysis

For the targeted lipid analysis granulocytes and mono-
cytes were separated off whole blood samples using
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Fic. 2. Change in cell counts for the three study groups. Cell counts
were determined before and after one minute of extensive exercise.
Given are the percentages of cell counts after exercise compared to
pre-exercise levels. Total leukocyte counts and all leukocyte subset
counts increased significantly (P< 0.05) through exercise. Percentage
increase of lymphocytes was significantly different between the three
study groups and percentage increase of CD14dimCD16pos (MNP3)
double positive monocytes was significantly different between control
and metabolic syndrome subjects. MNP1l: CD14brightCD16neg,
MNP2: CD14brightCD16pos. *P< 0.05, n=5-10.

magnetic bead cell separation on an automated auto-
MACS Pro Separator (Miltenyi Biotec, Germany). Isola-
tion of cells was performed in two cycles. Magnetic
bead conjugated CD15 antibodies were used for positive
selection of granulocytes and CD14 antibodies (both Mil-
tenyi Biotec) for subsequent positive selection of mono-
cytes. Staining of cells was performed according to man-
ufacturer’s instructions, except for utilization of the
CD15"°® fraction from the first separation cycle in the
second cycle to minimize use of whole blood. The
counts of granulocytes and monocytes obtained per
microliter of running buffer were determined in the Sys-
mex cell analyzer.

After centrifugation and removal of excess running
buffer, cell pellets were lysed in 0.1% SDS, sonified, and
protein content was determined using a BCA assay
(Uptima-Interchim, France).

Lipid extraction from aliquots corresponding to 100
ug of protein and subsequent mass spectrometry in the
presence of not naturally occurring lipid species as
internal standards were conducted as explained in previ-
ous publications (36-44). Measured lipid species
included phosphatidylcholine, sphingomyelin, phospha-
tidylethanolamine, phosphatidylethanolamine-based plas-
malogens, phosphatidylserine,  phosphatidylglycerol,
phosphatidylinositol, lysophosphatidylcholine, ceramide,
cholesterol esters, and free cholesterol. Lipid content
was determined in nmol per mg protein and lipid con-
tent per million cells was calculated based on cell
counts obtained after cell separation.

Calculation of Volume Changes

All results obtained after exercise were adjusted for
plasma or blood volume changes according to the
method published by Dill et al. (45). In brief, blood vol-
ume after exercise was calculated using the relative
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change in hemoglobin concentration and plasma volume
was subsequently estimated by use of the hematocrit
after exercise.

Stratification of Study Groups

Participants were subdivided into three study groups
(control, risk, MetS) according to the ATP III criteria for
the MetS (46). MetS was defined as the presence of
three or more of the following clinical criteria: blood
pressure > 130/85 mm Hg or treatment, waist circumfer-
ence >102 cm in men and >88 cm in women, HDLc
<40 mg/dl in men and <50 mg/dl in women, triglycer-
ides >150 mg/dl, and fasting plasma glucose levels
>100 mg/dl or treatment.

If subjects met only one or two of the criteria, they
were classified as risk for MetSand if none of the criteria
were present, subjects were grouped as controls.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 20.0. Dif-
ferences between all three groups in pre-exercise param-
eters were tested by a Kruskal-Wallis test and checked
individually post boc using a Mann-Whitney U test (Fig.
2). No correction for multiple testing was applied. A
Wilcoxon signed rank test for paired data was used to
identify significant changes before and after exercise
(Figs. 2 and 3). For nominal variables the ;{2 test was
employed. All data is presented as means ¥ standard
deviation unless otherwise stated. Statistical significance
was defined as P < 0.05.

I before
[ after exercise

25

20 A

15 4 .

ratio MNP 1/MNP2
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Fic. 3. Ratio of MNP1 and MNP 2 cells before and after exercise
depending on study group. After 60 s of acute exercise at 400 W, the
ratio of CD14posCD16neg (MNP1) and CD14brightCD16pos (MNP2)
monocytes (MNP1/MNP2) decreased significantly in control, risk, and
metabolic syndrome (MetS) subjects. Ratios before exercise were sig-
nificantly different among the study groups with the lowest basal ratio
being present in MetS patients and similar ratios reached by controls
and risk subjects through exercise. *P<0.05, n=5-8.

Cytometry Part B: Clinical Cytometry



MONOCYTE SUBPOPULATIONS AFTER ACUTE EXERCISE 5

Table 1
Subject Demographics
Metabolic
Control (n=10) Risk (n=7) syndrome (n=6) P-values
Sex, male/female 4/6 3/4 4/2 0.558
Age 34 +10 48 =5 43+6 0.007
Height (m) 1.70+0.09 1.70£0.07 1.76 £0.10 0.527
Weight (kg) 63.2+7.2 74.1 +13.6 106 +20.5 0.001
BMI (kg/m?) 21.7+1.5 25.4+3.3 34.4+6.1 0.001
Waist circumference (cm) 73.4+6.3 85.1+12.1 110.8+14.1 0.001
HDL-cholesterol (mg/dl) 73.0+14.2 65.0+13.1 35.0+11.7 0.002
Triglycerides (mg/dl) 109.3+25.3 118.1=52.7 565.5+815.3 0.080
Blood pressure systolic (mm Hg) 120+ 7 134+6 146+ 16 0.001
Blood pressure diastolic (mm Hg) 79+10 89+9 97 +9 0.012
Fasting glucose (mg/dl) 83.7+£10.9 90.3+6.2 120.8 +64.2 0.017

Data presented as mean =+ SD. P-values for significant differences among groups were calculated using the 32 test for sex dis-

tribution and the Kruskal-Wallis test for metric data.

RESULTS
Patient Demographics

In total 23 participants were recruited and divided
into three groups according to the ATP III criteria for
the MetS (46). Six volunteers met all the criteria and
were categorized as MetS. Seven participants did not ful-
fil all criteria and were therefore classified as the risk
group and the remaining 10 healthy subjects were
assigned to the control group. Table 1 depicts partici-
pants’ demographics with regard to subject stratification.
Groups showed statistically significant differences in
blood pressure, body weight, BMI, waist circumference,
levels of HDLc, and fasting glucose, as well as in age.
Controls were significantly younger than risk and MetS
subjects.

Exercise Characteristics

The characteristics of the physical exercise interven-
tion are presented in Table 2. In all three groups lactate
levels were massively elevated as compared to the lab
internal reference range (3.6-18.2 mg/dl). Increased lac-
tate is indicative of anaerobic exercise and correlates
well with the level of exhaustion reached by the study
subject. Therefore, comparable lactate levels and heart
rates after exercise reflect equivalent levels of physical
exertion among groups. Exercise times were different,
although not significantly, due to eight subjects (two in
the control, four in the risk, and two in the MetS group)
that had to quit early because of physical exhaustion.
Furthermore, we could demonstrate in a pilot study

with 25 random volunteers that the mobilization of
CD14P°°CD16P** double positive monocytes does not
differ significantly between subjects that complete one
minute of intensive exercise and those who quit early
due to exhaustion (data not shown).

Changes in Lipid Levels and Inflammation
Related Serum Parameters

Routine lab testing for lipid and inflammatory parame-
ters was performed before and after the exercise inter-
vention for all participants (Table 3). Significant changes
through exercise were observed for HDL, (P = 0.028),
HDL; (P =0.028), C3c (P=0.037), and C4 (P =0.005)
in control subjects and for HDLc (P=0.018), LDLc
(P=10.028), HDL; (P =0.018), Apo-Al (P =0.043), C3c
(P=0.028), and C4 (P=0.027) in the risk group. No
parameters were significantly altered in the MetS group.

In an intergroup comparison before exercise, levels of
ApoB100 (P =0.016), C4 (P=0.006), and oxLDL
(P=0.035) and after exercise, levels of ApoB100
(P =0.023), C3c (P=0.016), C4 (P = 0.029), and oxLDL
(P = 0.035) were significantly different.

Exercise is Able to Mobilize Leukocytes to the Circulation

Compared to pre-exercise levels all three study popu-
lations exhibited significant increases in the counts of
leukocytes, granulocytes, lymphocytes, monocytes, and
monocyte subpopulations (Fig. 2, Table 4).

In the intergroup comparison of the three study popu-
lations we also found significant differences in the
degree of lymphocyte mobilization depending on the

Table 2
Exercise Characteristics
Control Risk Metabolic syndrome P-values
Exercise time (s) 55.8+8.9 49+12.4 56.7 +5.2 0.279
Lactate after exercise (mg/dl) 80+ 20.7 64.4+16.7 71.6*+18.4 0.265
Heart rate after exercise (bpm) 160+ 151 150+ 15.58 155 +8.57 0.511
Plasma volume changes 92+3.9 90.8+2.42 93.8+2.8 0.260

(% of pre-exercise volume)

Data presented as mean * SD. P-values for significant differences among groups were calculated using the Kruskal-Wallis test.
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Table 3

Values of Routine Lab Parameters Before and After Exercise Depending on Study Group

Control Metabolic Syndrome

Before After Before After Before After
Protein (g/l) 74.1+29 73.7+3.4 73.6+3.6 71.9+34 75.2+5.1 75.2+4.3
Albumin (g/l)] 41.5+3.5 40.7 £ 3.7 409+1.9 403+1.8 40.7 1.9 40=x1.6
Cholesterol (mg/dl) 192 +33.4 190+ 33.3 217 +36.1 211+34.4 205+39.8 204 = 36.6
Triglycerides (mg/dl) 109+25.3 106 = 25.6 118 £52.6 113+51.1 566 =815 545 =777
HDLc (mg/dl) 73+14.2 72.6+13.7 65+13.1 63.3+12.8 35+11.7 35+12.8
LDLc (mg/dl) 104 £ 24 103 +£24.7 136 +29.6 131 +294 106 +27.4 106 =29
HDL2 (mg/dl) 24+7.5 26.2 +8.4 27.3*+14.1 247 8.7+4.6 9.4+6
HDL3 (mg/dl) 49+7.6 46.5 +6.7 42+59 39.3 +6.1 26.3x7.4 25.7+7.1
oxLDL 42,5+ 13.2°2 44.2+12.3° 71.9+26.8° 62.5+18.7° 63.2 +20.8% 67.9+8.6%
Apo A-I (mg/dl) 197 £30.9 195+ 30.1 178 25 172+21.1 136 +12.6 140+ 16.1
Apo B-100 (mg/dl) 84.2+16.2°7 84.3+16.8° 106+ 16.7°2 103+ 16.5% 108 + 18.4°2 108 +15.1°
Apo B-48 (ug/ml) 9.2+5.96 9.37*+6 5.64 +2.89 5.47 =3.12 37.1+x54.4 39.7 +63.5
Apo C-I1 (mg/dl) 4.72+1.53 492 +1.63 5.53+2.07 5.38+1.51 11.7+11.6 14.1+13.2
Apo C-111 (mg/dl) 14.8+4.3 145+34 15.4+5.7 15.7+4.7 30.3+28.2 35.3+29.3
Apo E (mg/dl) 3.50+ 0.5 3.54+0.54 3.87 +0.88 3.77 +0.86 7.7 £8.67 7.72+8.09
IL-6 (pg/ml) 2.x0 2.04+0.12 2*+x*0 2.02+0.05 3.02+2.46 3.1+2.04
CRP (mg/l) 3.13+0.53 3.22+0.71 3.1+0.53 3.09+0.51 3.05+0.37 3.08+0.43
C3c (mg/dl) 111 +12.3 105 + 15.3° 115 +6. 112 +7.67 135+24.3 137 £ 22.1°
C4 (mg/dl) 19.4+4.2° 22.3 +17.2° 24.1+2.8° 25.8 + 3.1° 29.6 +7.4° 31.3+8.1°
Free hemoglobin (mg/l) 218+ 113 231 +92.5 150+43.3 174 +57.1 236 +82.5 215+56
Haptoglobin (mg/dl) 115+27.1 113+26.8 89+47.4 86.5+46.5 146 +49.9 144 +37.4

Data presented as mean = SD. Bold letters mark significantly different (P<0.05) results after exercise compared to pre-

exercise levels (Wilcoxon signed rank test).

@Marks significantly different levels in before or after levels between the study groups (Kruskal-Wallis test). n=6-10.

metabolic status of the study subjects (P =0.013). While
in controls lymphocyte counts increased from 2.18/ul =
0.81 to 4.26/ul = 1.59, (representing a fold change of
1.97 £0.26) and in risk subjects to a similar extent from
1.81/ul1 =0.60 to 3.52/ul*=1.14 (a fold change of
1.98 £0.29), MetS subjects showed a smaller increase
from 2.34/u1*0.67 to 3.63/ul = 0.89, equaling a fold
change of 1.57 £ 0.18. Lymphocyte counts before and
after exercise did not differ significantly between
groups.

Exercise was able to induce significant increases for
the CD16””° subpopulations MNP2 and MNP3 in all
three metabolic study groups. Representative dot-plots
before and after exercise are shown in Figure 1. Fold
changes of CD16P° positive monocytes through exer-
cise were as follows, for MNP2 cells: control:
3.01 = 1.07, risk: 3.14 = 1.35, MetS: 2.15 = 0.46 and for
MNP3 cells: control: 3.19 *+ 1.21, risk: 3.54 = 2.80, MetS:
2.13 +0.34.

Interestingly this exercise induced increase of cell
counts for CD14°*°CD16P*° monocytes was notably
lower in the MetS group, reaching statistical significance
for MNP3 cells (P = 0.043, Fig. 2). Looking at absolute
numbers  of  mobilized CD14“™CD16”*  and
CD14°"#"CD16P* monocytes (see Table 4), similar cell
numbers were mobilized, without statistically significant
differences. Statistical analysis of the pre-exercise levels
of the other blood cell types also did not yield any sig-
nificant differences.

Before exercise the MNP1 to MNP2 ratio as an indica-
tor for the proportion of CD16"® classical to CD16°*
proinflammatory monocytes was significantly different
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(P = 0.026) between study groups and decreased signifi-
cantly through exercise among all three groups due to
the relatively higher mobilization of MNP2 cells (Fig. 3).
Remarkably MetS subjects already showed a MNP1/
MNP?2 ratio before exercise that was similar to the ratio
of these cells after exercise in the control and risk
group. The ratio of MNP3 to MNP2 cells was not differ-
ent between groups and was not influenced by exercise.

Changes in Protein and Lipid Content of Granulocytes
and Monocytes

Mass spectrometric lipid analysis was performed in
granulocytes and monocytes before and after exercise
and total protein content was quantified in parallel.

Figure 4 (top panels) illustrates the total protein con-
tent per million cells for granulocytes and monocytes
depending on the study group. Granulocytes exhibited
no significant changes in protein content after exercise
or between groups. In contrast exercise induced a signif-
icant decrease in protein content in isolated monocytes
from 176 pg/10° cells = 119 before exercise to 116 pg/
10° cells = 62 (P =0.013) afterwards in the control
group. In the risk group monocyte protein content
decreased significantly from 131 pg/ 10° cells *+ 45 to 99
ug/lO6 cells*33 (P=0.018). In the MetS group the
change in protein content from 124 ug/lO(’ cells = 198
to 100 pg/ 10° cells = 20 was not statistically significant
(P=0.173). Control subjects showed a mean cellular
protein content after exercise similar to the other two
groups before exercise. However, statistical analysis did
not exhibit any significant differences in before- and
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Table 4
Cell Numbers Per Microliter Before and After Exercise in the Three Groups

Risk Metabolic Syndrome
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Data presented as mean = SD. All after exercise counts are significantly different to before exercise counts (Wilcoxon signed rank test), P<0.05. n
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after-levels of protein content between the study
groups.

No similar effect was detectable in the total lipid con-
tent of granulocytes and monocytes (Fig. 4, bottom pan-
els). Although monocytes show a trend towards
decreased total lipid content, especially in the risk and
MetS group these changes did not reach statistical
significance.

DISCUSSION

We hereby present the first, albeit still small study
investigating the effect of an exercise intervention on
the mobilization of immune cells and soluble blood
components in MetS patients.

To ensure the feasibility of the experiment and to
obtain a sufficient mobilization of cells at the same
time, we utilized a short high-intensity protocol with
60 s of bicycle exercise at a workload of 400 W. The
effectiveness of this approach to mobilize cells in
healthy individuals was established previously (26,29).

Strongly elevated lactate levels after exercise indicated
that the exercise was anaerobic. Although exercising
time differed slightly albeit not significantly between
groups due to eight subjects (two in the control, four in
the risk, and two in the MetS group) having quit prema-
turely, comparable lactate levels and heart rates after
exercise were reached. In a pilot study, we could fur-
thermore demonstrate with 25 random volunteers that
the mobilization of CD14/CD16 double positive mono-
cytes did not differ significantly between subjects that
completed 1 min of exercise and those who had to quit
early due to exhaustion. Interestingly, MetS patients
reached a higher mean exercising time than the other
two groups. The reason is probably a lower power ratio
(Watt per kg body weight) due to the higher body
weight. We therefore achieved a comparable level of
physical strain for all participants without further adjust-
ment of the protocol for body weight.

Statistical analysis yielded a significantly different
mean age between our study groups. We did not con-
sider age to confound our results since previous studies
could show that the distribution of monocyte subpopu-
lations is not dependent on patient age (47).

Analysis of cell counts showed a significant increase
in leukocyte counts and all analyzed monocyte subsets
in all our study groups after exercise. Hong et al. (48)
observed a similar effect of moderate exercise on the
counts of CD16P°° monocytes in subjects with hyperten-
sion. They demonstrated a 1.5-fold mean increase in
CD14/CD16 double positive monocytes but could not
find a statistical difference between subject groups.
Steppich et al. (29) on the other hand had previously
shown a higher induction of CD16P*® monocytes (2.1-
fold compared to pre-exercise levels) in healthy subjects
after 1 min of exercise at 400 W. Hong et al. explained
this difference by the moderate 20 min treadmill inter-
vention they used in contrast to the high intensity exer-
cise of Steppich et al. In our study, we detected an even
larger increase of CD14”"#™CD16P* monocytes.
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Fic. 4. Protein and lipid content of granulocytes (A) and monocytes (B), before and after exercise for the study groups. Given are the protein con-
tent [mg] per 106 cells and the lipid content [nmol] per 106 cells before and after 1 min of extensive exercise for granulocytes (A) and monocytes
(B), respectively. In monocytes the protein content per cell decreased significantly through exercise in the control and risk group, but not in meta-

bolic syndrome subjects (MetS). *P<0.05, n=6-10.

Unfortunately, a direct comparison with the data from
Hong et al. is difficult because they did not present the
fold change obtained after exercise separately for the
two study groups or give an absolute number of mobi-
lized cells.

We could furthermore demonstrate significantly differ-
ent baseline levels of CD14”8MCD16° monocytes
between the study groups. MetS patients showed a sig-
nificantly higher count of these cells in peripheral blood
and thus a lower MNP1/MNP2-ratio. Our findings there-
fore confirm previous publications, stating a higher level
of CD16P” monocytes in obese patients and persons
suffering of hypertriglyceridemia, hypercholesterolemia,
high LDLc-levels, or low HDLc-levels (10,18,49). Since
double positive monocytes are known to be generally
proinflammatory (15), this fits well with overall higher
levels of inflammatory parameters in MetS patients (3).
In control and risk subjects the ratio of MNP1 and
MNP2 cells decreased after exercise reaching that of
MetS patients before exercise. Therefore, acute exercise
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induces a distribution of monocyte subpopulations in
control and risk subjects that is permanently present in
MetS patients.

Besides, our data revealed that the absolute numbers
of mobilized CD16P*° monocytes are not significantly
different between the study groups. Despite their
increased resting level of proinflimmatory monocytes,
MetS patients are able to mobilize the same amount of
proinflammatory monocytes as healthy persons. There-
fore, the higher basal level in MetS patients seems most
likely to be caused by increased maturation rather than
constant mobilization, as suggested previously (29).

Lymphocyte counts have been described before to
increase after 1 min of strenuous exercise (25). In this
study, we measured an approximate doubling compared
to pre-exercise values in the control and risk group and
a significantly lower fold change in the MetS group. We
did not further investigate the mobilization of lympho-
cyte subpopulations as we put the emphasis on mono-
cytes and their subsets. However, current research on

Cytometry Part B: Clinical Cytometry
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“Immunometabolism” highlights the importance of the
immune system in metabolic regulation and therefore in
the pathogenesis of type 2 diabetes and the MetS (8).

Another striking change we observed after exercise is
a significant decrease in protein content of monocytes
in the control group and risk group, and to a lesser, not
significant extent in the MetS group. In contrast, total
lipid content of monocytes did not change significantly
after physical exercise. Also in granulocytes there was
no significant change in protein or lipid content after
exercise. Therefore, mobilized monocytes have to differ
significantly in their protein composition from cells cur-
rently in circulation. On the other hand the lower basal
values in conjunction with similar postexercise levels
indicates differences in the protein composition of circu-
lating monocytes from MetS patients as compared to
control subjects. Unfortunately, within the scope of this
study we were not able to perform a proteomic analysis
of these cells, but this question is surely of high impor-
tance and will be addressed in a next step.

Although the current study is constrained in its scope
by the limited number of subjects and the known high
interindividual variation in exercise induced responses
and monocyte counts (50), a significant mobilization of
CD14P°°CD16P** proinflammatory monocytes could be
detected after 1 min of strenuous exercise. MetS
patients had a higher basal percentage of proinflamma-
tory CD16P* monocytes in their circulation, probably
due to increased maturation. They showed a comparable
net increase in proinflaimmatory monocyte counts
through exercise. Additionally, protein content in con-
trol and risk subjects was significantly decreased after
exercise in monocytes, but not in granulocytes.

Clinically the question arises whether the mobilization
of inflammatory monocytes contributes to the beneficial
effect of exercise for the endothelial inflammatory part
of vascular disease. It is therefore conceivable that acute
strenuous exercise, even if it is not sufficient for weight
loss, might exert a positive effect on vascular plaque for-
mation by removing proinflammatory monocytes from
the endothelium. This hypothesis however needs to be
further investigated in long term studies.
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