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1. Einleitung

Es ist bekannt, dass sich je nach physiologischem oder pathologischem Zustand des
Korpers die Eigenschaften des Blutes, beziehungsweise die dort vorkommenden
Proteine und Zellen nachhaltig unterscheiden konnen; auf dieser Grundlage beruht
die alltiglich Diagnostik des klinisch titigen Arztes. Mit pathologischem Zustand ist
beispielsweise eine entziindliche Reaktion des Organismus, mit physiologischem
Zustand unter anderem die Situation wahrend des Sporttreibens gemeint. Wahrend
einerseits jeder Sportler die Veranderungen seines Korpers durch die sportliche
Betdtigung im Grofden nachvollziehen kann, ist es auf der anderen Seite bis hin zur
Molekularbiologie moglich, Verdnderungen auf jeder Ebene des Korpers festzustellen
(serologisch, zellular oder molekularbiologisch). So ist bereits vielfach in der
Literatur beschrieben, dass es zu einer Verdnderung der Zellzusammensetzung der
einzelnen leukozytiren Zellpopulationen im Blut wahrend der Belastung kommt.
Damit einher gehen Veranderungen der Zytokinspiegel, sowohl proinflammatorisch
wie antiinflammatorisch. Mit einigen proinflammatorischen Zytokinen ist es moglich,
neutrophile Granulozyten zu aktiveren und sie zur Freisetzung ihrer eigenen DNA zu
bewegen, welche dann am Ort der Entziindung nachweisbar ist. Nicht nur lokalisiert
sondern auch systemisch konnten gesteigerte Spiegel an zellfreier DNA im Plasma
nach Belastung und bei systemischer Entziindung gefunden werden. Folglich liegt
eine Leukozytose mit leukozytdrer Aktivierung vor und durch ihre bekannte
Fahigkeit der DNA-Freisetzung waren die Neutrophilen eine naheliegende Quelle
dieser zellfreien DNA unter Belastung. Fiir das Wissen iiber die freie DNA unter
Belastung ist die Herkunft nur ein Baustein im Verstdandnis dieses physiologischen
Prozesses. Da sie aber noch sehr wenig erforscht ist, gibt es durchaus andere Felder
in diesem Kontext, lUiber die es interessant wire, mehr zu erfahren. In
unterschiedlichen Bereichen wurde die DNA bereits als prognostischer
Krankheitsmarker validiert; kann die DNA vielleicht auch ein Marker fiir die

Belastungs- oder Leistungsfahigkeit einer Person sein?

Bereits aus diesem kurzen Abriss iiber das Thema wird deutlich, dass ganz
unterschiedliche Bereiche die Grundlage fiir die vorliegende Studie bilden. Im
Folgenden sollen die einzelnen Bereiche freie DNA, die Freisetzung von DNA aus
neutrophilen Granulozyten und die immunologischen Verdnderungen des Kérpers

unter Belastung dargestellt werden.



2. Literaturdiskussion

2.1.Freie DNA

2.1.1. Freie DNA im Plasma bei Neoplasien

Die ersten Forscher, die zell-freie DNA (cfDNA) im menschlichen Blut beschrieben,
waren im Jahre 1948 die beiden Franzosen Mandel und Métais in ihrem Artikel ,Les
acides nucléiques du plasma sanguin chez I'homme“ (Mandel and Métais 1948).
Dieser Entdeckung wurde allerdings nicht viel Aufmerksamkeit geschenkt, bis in den
sechziger Jahren postuliert wurde, dass freie DNA im Serum von Patienten mit Lupus
Erythematodes als antigene Struktur auftaucht (Tan, Schur et al. 1966). Knapp zehn
Jahre spater stellten Leon et al. (Leon, Shapiro et al. 1977) fest, dass Gruppen von
Patienten mit unterschiedlichen Tumorentititen wie beispielsweise Lymphomen,
Lungen-, Mamma- oder Kolorektalkarzinomen gegeniiber einem gesunden
Referenzkollektiv gesteigerte DNA-Mengen im Blutplasma aufwiesen und sich diese
auch noch von metastasierten zu nichtmetastasierten Stadien unterschieden.
Allerdings gelang keine Festlegung der als ,gesund” zu deklarierenden zellfreien DNA
(cfDNA) Mengen, da hochdifferenzierte, kleine Tumore dhnliche Spiegel erreichten,
wie gesunde Patienten mit hohen Werten. Allerdings konnte der cut-off-Wert fiir den
Normalbereich bei 50ng/ml gesetzt werden, da 93% der gesunden Referenzproben
0-50 ng/ml Plasma-DNA mit einem Mittelwert von 13ng/ml aufwiesen, bei
Tumorpatienten lag dieser dagegen bei mehr als dem Zehnfachen mit 180 ng/ml. Des
Weiteren war es bei fortgeschrittenem Tumorleiden moglich, den Erfolg der Therapie
anhand der Plasma-DNA zu verfolgen. So sank bei Patienten nach erfolgreicher
Bestrahlung oder Chemotherapie parallel zu den tumorbedingten Schmerzen oder
der Tumorgrofde auch der DNA-Spiegel signifikant. Die Autoren gingen davon aus,
dass die mangelnde statistische Signifikanz von der Inhomogenitit des
Patientenkollektivs herrithrte und fiihrten eine weitere Studie durch, in der sie
maligne mit benignen Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes (GIT) verglichen
(Shapiro 1983). Dabei zeigte sich, dass Patienten mit entziindlichen Erkrankungen
des GIT (Pankreatitis, Cholezystitis, Hepatitis, etc.) ebenfalls erhohte DNA-Werte
gegeniiber dem gesunden Kontrollkollektiv (14 ng/ml) aufwiesen, die aber mit 118
ng/ml wesentlich geringer waren als die der malignen Neoplasien (412 ng/ml). Dabei
ist es moglich, von der Quantifizierung der Plasma-DNA auf den Verlauf des

Tumorverlaufs (Sozzi, Conte et al. 2003) oder die Uberlebensprognose zu schlieflen
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(Fournie, Courtin et al. 1995), da Kaplan-Meier-Kurven von Patienten mit
Bronchialkarzinomen unterschiedlicher Histologie nach DNA grofder bzw. kleiner 100
ng/ml unterschiedliche Uberlebensraten anzeigten. Der pridiktive Charakter der
DNA-Spiegel in Bezug auf das Vorliegen von Fernmetastasen wurde auch fiir das
Osophaguskarzinom bewiesen (Tomochika, lizuka et al. 2010). Von einer reinen
Quantifizierung hin zur qualitativen Analyse brachten es Anker und Kollegen
(Vasioukhin, Anker et al. 1994; Anker, Lefort et al. 1997), die in der Plasma-DNA von
Kolorektalkarzinompatienten die ebenfalls im Tumor nachgewiesene Mutation des
Protoonkogens KRas fanden. Da die KRas Mutation nicht die einzige war, die auch im
Plasma zu finden war, sondern auch NRas (Vasioukhin, Anker et al. 1994) oder IgG-
rearrangement (Frickhofen, Muller et al. 1997) im Zusammengang mit B-Zell-
Pathologien, lag der Schluss nahe, dass die Analyse der Plasma-DNA ein einfaches,
nicht-invasives Diagnostikum darstellen kann, wenn ausreichend sensitive und gut
praktikable Methoden zur Verfiigung stehen (Anker, Mulcahy et al. 1999; Anker,
Mulcahy et al. 2003). Zusatzlich zu den oben beschriebenen Mutationen ist auch
bekannt, dass sich im Plasma befindliche DNA in ihrer Strang- (Stroun, Anker et al.
1989) oder Mikrosatellitenstabilitdt genauso verhalt wie die DNA des Primartumors,
in diesem Falle z.B. Bronchial- (Chen, Stroun et al. 1996; Nawroz, Koch et al. 1996)

und Mammakarzinom (Shaw, Smith et al. 2000).

Insgesamt werden verschiedene Mechanismen diskutiert, die der DNA-Freisetzung
zugrunde liegen. In diese Uberlegungen spielt auch herein, dass sich Studien in Bezug
auf die Menge an aus dem Tumor stammender DNA unterscheiden und von 10-90%
der cfDNA aus dem Tumor stammen sollen (Jahr, Hentze et al. 2001; Diehl, Li et al.
2005). Als Freisetzungsmechanismus wird in diesem Zusammenhang die bei
aggressiv wachsenden Neoplasien zentral vorkommende Nekrose oder aber auch
eine hypoxieinduzierte Apoptose diskutiert, beides jeweils aufgrund einer
mangelnden Revaskularisation des zentralen Tumoranteils. Fiir die Nekrose spricht
das gehdufte Vorkommen sehr langer Nukleinsdauresequenzen (Wang, Huang et al.
2003) bei Tumorpatienten im Vergleich zur gesunden Population, dagegen, dass nach
Radiatio die DNA-Spiegel fallen, obwohl die Strahlung Nekrose induziert (Leon,
Shapiro et al. 1977). Dagegen konnte ebenfalls auch die Entdeckungen von Choi et al
(Choi, Reich et al. 2004) sprechen, die herausfanden, dass nekrotische
Leukdmiezellen in vitro keine DNA freisetzen, apoptotische hingegen doch. Zudem

schlossen sie daraus, dass der Plasmaspiegel beim Gesunden auf leukozytirer



Apoptose beruhe. Fiir die Apoptose spricht zudem, dass in der Plasma-DNA fiir
Apoptose typische Leiter-Muster in der DNA-Gelelektrophorese gefunden wurden
(Jahr, Hentze et al. 2001). Mikrometastasen, darunter versteht man einzelne Zellen
oder kleinere Zellhaufen, die sich vom Primartumor ablosen, werden auch als
Ursprung der DNA in Betracht gezogen. Grundlage fiir diese Gedanken ist die
gebrauchliche Aufreinigungspraxis von DNA aus Plasma. Dabei verwendet man
Detergenzien und Proteasen, die dafiir sorgen, dass alle nicht-DNA-Strukturen
aufgelost werden und so die spiatere DNA-Messung nicht mehr stéren konnen.
Allerdings werden auch ganze Zellen auf ihre DNA reduziert und man kann spéter
nicht mehr unterscheiden, ob es DNA aus dem Plasma oder aus zerstorten Zellen ist.
Eine weitere interessante Theorie der Gruppe um Anker und Stroun ist, dass Zellen
DNA freisetzen und diese zirkulierende DNA von eukaryotischen Zellen, analog zur
Transfezierung bei Bakterien, endozytiert und transkribiert werden kann, um
sinnvollen Gene zu verbreiten. Dieser Mechanismus konnte auch ein Weg der
Metastasierung sein, indem fern liegende, gesunde Zellen die Tumor-DNA aufnehmen
und sich auf diese Art Mutationen aneignen kénnen (Stroun and Anker 2005; Anker

and Stroun 2012).

2.1.2. Zellfreie DNA bei entziindlichen Prozessen

Ein weiteres Feld neben den malignen Neoplasien, in dem man einen cfDNA-Anstieg
im Plasma feststellen konnte, ist die Entziindung. Im Rahmen dessen ist auch der
Ansatz zu sehen, den klinischen Wert der DNA-Quantifizierung fiir die
Risikostratifizierung von Polytraumapatienten zu verwenden (Lo, Rainer et al. 2000;
Lam, Rainer et al. 2003). So kann man je nach Schwere des Traumas unterschiedlich
hohe Spiegel DNA messen. Dabei ist der Anstieg der Plasmaspiegel unabhingig von
der Schwere des Traumas nach wenigen Minuten messbar, jedoch normalisieren sich
bei leichter verletzten die Werte innerhalb von Stunden. Dagegen sind bei Patienten,
die einen protrahierten Verlauf mit Komplikationen wie Multiorganversagen, Sepsis
oder Schocklunge erleiden, die cfDNA-Spiegel noch nach Tagen erhoht. Versucht man
den DNA-Verlauf in Zusammenhang zu bisher etablierten klinischen Scoring-Skalen
zu bringen, konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einem schwerwiegenden
Verlauf zu Beginn bereits viel hohere cfDNA-Werte haben und ihr Verlauf in Einklang
mit den numerischen Werten der Scores zu bringen ist. Auf diese Weise bietet die
DNA eine Moglichkeit der Risikoeinschiatzung in Bezug auf den spateren Verlauf. In

diesem Punkt zeigte sie sich auflerdem hilfreicher als das standardmafdig als
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Entziindungsparameter verwendete C-reaktive Protein (CRP), da dessen Plasmawert
erst nach einer verzogerten Zeit ansteigt (Margraf, Logters et al. 2008). Ein anderer,
dem CRP wegen seines fritheren Ansteigens und seiner hoheren Sensitivitat als
liberlegen angesehener Entziindungsparameter, das Prokalzitonin, verfiigt in etwa
tiber die gleiche Kinetik wie die cfDNA im Rahmen eines febrilen Zustandes bis hin

zum Vollbild der Sepsis (Moreira, Prieto et al. 2010).

Ebenfalls in den Kontext der Risikostratifizierung passen die Ergebnisse von Rainer
und Kollegen (Rainer, Wong et al. 2003), die fiir den Schlaganfall zeigen konnten, dass
zellfreie DNA ein sehr guter pradiktiver Parameter sein kann. Nachdem sich diverse
andere Parameter als nicht sensitiv genug erwiesen, war es moglich, im Hinblick auf
das outcome (Tot und verbleibende Morbiditat) mittels der Plasma-DNA-Anstiege das
Risiko der Patienten (mit Werten fiir Sensitivitat von 100% und Spezifitat von 74%,
bei einem negativen pradiktiven Wert von 100% bei einem geeigneten cut-off Wert

der DNA-Plasmakonzentration) zu bestimmen.

Zuruckkehrend auf das Feld der Entziindung ist durchaus interessant, was Fatouros
und Kollegen beschrieben (Fatouros, Destouni et al. 2006). Bei ihrer Studie handelte
es sich um einen viergeteilten Zyklus von Krafttraining mit unterschiedlich
anstrengenden Abschnitten, wovon zwei darauf abzielten, Ubertraining auszuldsen.
Beim Ubertraining kommt es durch die Uberanstrengung und somit Schiadigung der
Muskulatur zu einer geringfligigen, systemischen Entziindungsreaktion. Bisher war
bekannt, dass man diese anhand der etablierten Entziindungsmarker diagnostizieren
kann. Diese Reaktion ist durch eine gesteigerte Schadigung von Muskeln zu erklaren.
Wiederum neu war an dieser Studie, dass zusatzlich zu den Entziindungsparametern

auch die cfDNA anstieg je mehr sich die Probanden ins Ubertraining begaben.

Vasavda et al. (Vasavda, Ulug et al. 2007) postulierten gesteigerte cfDNA Mengen in
Sichelzellandmie Patienten, die einen akuten Hamolyseanfall hatten, der in der Regel
auch mit erhohten Entziindungsparametern und thrombotischen Ereignissen
einhergeht. Dabei lief3en sich im anfallsfreien Intervall die cfDNA Spiegel mit der
Leukozytenzahl und dem CRP korrelieren, im Anfall war dies jedoch nicht mehr
moglich. Die Autoren der Studie fithren die Unterschiede der cfDNA zwischen
Symptomfreiheit und akutem Anfall auf Gefiflokklusion zuriick, die im
poststenotischen Gebiet Gewebeschiddigung und entziindliche Prozesse nach sich

zieht.



Alle diese Studien zeigen eine Assoziation der cfDNA-Spiegel zu dem herkémmlich als
Entziindungsmarker dienenden CRP, was somit nahelegt, dass es eine Verkniipfung

von Entziindung und DNA-Freisetzung gibt.

2.1.3. cfDNA und Lupus Erythematodes

Eine weitere Krankheit, bei der es logischerweise geradezu einen cfDNA-Anstieg
geben muss, da fir sie Anti-doppelstrang-DNA-Antikérper pathognomonisch sind, ist
der Systemische Lupus Erythematodes (SLE). In diesem Zusammenhang war die
bereits oben zitierte Arbeit von Tan (Tan, Schur et al. 1966) der erste Wegweiser in
Richtung des Verstidndnisses der Pathogenese dieser Erkrankung. Die Vermutung
eines Autoimmunprozesses erhartete sich in den 1980er Jahren, als klar wurde, dass
es sich auch wirklich um menschliche, genomische DNA und nicht um bakterielle
handelt (Steinman 1984). So ist es von grofder Wichtigkeit, dass der Korper in der
Lage ist, diese DNA, die mit ihren assoziierten Proteinen im Blut vorliegt, moglichst
schnell zu beseitigen, da sie sonst durch die korpereigenen Immunzellen als
potentiell fremdes Material angesehen wird und eine Autoimmunreaktion provoziert.
Ein wesentliches Enzym bei der Degradation ist die plasmatische DNase I, deren
Funktionsfahigkeit invers mit der Krankheitsaktivitit korreliert werden kann
(Hakkim, Furnrohr et al. 2010). Ahnlich zu verstehen ist die Erkenntnis, dass der
Abbau von extrazelluliren DNA-Strukturen in Patienten mit akutem SLE-Schub

vermindert ist (Leffler, Martin et al. 2012).

Angestofden von den obigen Ergebnissen suchten Lo et al. (Lo, Corbetta et al. 1997)
ebenfalls nach DNA im Plasma von schwangeren Frauen mit dem Ziel fetale DNA zu
finden. Es ist bekannt, dass fetale Zellen auch im maternalen Blut auftauchen, sodass
man aus jenen Zellen fetale DNA gewinnen konnte. Aber ihr Ansatz war es, fetale
cfDNA zu finden, um diese als Screeningmaterial fiir Chromosomenaberrationen oder
Genmutationen  nutzen zu  konnen ohne das hohe Risiko fir
Schwangerschaftskomplikationen der heutigen Standardmethoden der
Pranataldiagnostik wie Amniocentese oder Chorionzottenbiopsie eingehen zu
miissen. Es gelang von mannlichen Feten Y-Chromosom-spezifische Sequenzen zu
amplifizieren. Ahnlich der Nachweisméglichkeit von Genmutationen der
Protoonkogene ist es auch moéglich, Mutationen der fetalen DNA zu detektieren. Im
vorliegenden Beispiel wurde eine Mutation des Fibroblast Growth Factor Receptor 3

(FGFR3) nachgewiesen. Diese Mutation sorgt fiir das klinische Bild der



Achondroplasie, einer Knochenwachtumsstérung mit vermindertem

Extremitatenwachstum (Lim, Kim et al. 2011).

2.1.4. cfDNA im Sport

Im Gegensatz zu den oben geschilderten Pathologien konnte auch fiir gesunde
Probanden gezeigt werden, dass unter bestimmten Bedingungen eine gesteigerte
Menge an zirkulierender DNA im Plasma vorliegt. Bei Sportlern, die einen
Halbmarathon absolvieren, kommt es unter Belastung zu einem Anstieg um den
Faktor zwanzig, aber schon zwei Stunden nach Beendigung der Anstrengung
normalisiert sich der DNA-Spiegel (Atamaniuk, Vidotto et al. 2004). Erste
Uberlegungen gingen in Richtung Muskel-DNA, die aus den durch die unter Belastung
vorkommenden Wechsel zwischen Hypoxie und Reperfusion geschidigten Zellen
freigesetzt wiirde. Die =zeitlich ndchste Studie zeigte Sport als Induktor fir
entziindliche Prozesse, die ebenfalls gefolgt waren von einem Anstieg der DNA.
Allerdings waren diese DNA-Anstiege jeweils 96h nach der letzten Trainingseinheit
ermittelt worden (Fatouros, Destouni et al. 2006), womit es sich bei dieser Art des
cfDNA Anstiegs um einen anderen Mechanismus als bei Atamaniuk handeln muss, da
die DNA-Kinetiken sich unterscheiden. Eine andere Studie von Atamaniuk an
Gewichthebern nach intensivem Krafttraining zeigte allerdings dieselbe Kinetik wie
die in den Halbmarathonldufern mit einer Normalisierung der cfDNA zwei Stunden
nach Trainingsende (Atamaniuk, Vidotto et al. 2010). Dass die Kinetik der
Normalisierung der DNA-Spiegel nach Belastungsende von der Art und Intensitat der
Belastung abhidngt, wurde in einer Studie an Ultra-Marathon-Laufern deutlich. Hier
konnte gezeigt werden, dass nach einem Rennen von sechs Stunden die DNA Level
zwar ebenfalls erhoht sind, sich jedoch nicht nach zwei Stunden normalisiert haben.
Ganz auf das Ausgangsniveau waren sie erst bei der Messung nach 24 Stunden
zurlickgekehrt (Atamaniuk, Stuhlmeier et al. 2008). Dass man auch in einem
standardisierten Protokoll die gleichen Effekte auf die DNA erzielen kann, wurde zwei
Jahre spater bewiesen. In einem Laufbandtest mit zunachst aerobem Laufen fiir 45
Minuten mit anschlief3ender anaerober Ausbelastung wurde auch ein Anstieg um den
Faktor 15 gemessen, der nach 30 Minuten immer noch in dhnlicher Hohe vorhanden
war, spater sich aber gegeniiber den Ausgangswerten nicht mehr unterschied. Die
gleichzeitig ermittelten Entziindungsparameter hatten eine wesentlich langsamere,
doch dafiir langer andauernde Kinetik. Das CRP stieg zwar unter der Belastung an,

erreichte seinen Hohepunkt jedoch erst nach 24 Stunden. Anhand dieser Feststellung
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kann man die Aussage treffen, dass unter Belastung eine aseptische systemische
Entziindung ablauft (Fatouros, Jamurtas et al. 2010). Eine Mischung aus Feld- und
Laufbandtest etablierte Beiter (Beiter, Fragasso et al. 2011). In der Studie wurden
einerseits Laufer nach einem 10 km cross-country Lauf auf ihre DNA-Veranderungen
untersucht und andererseits Laufer einem auf stufenweise Ausbelastung abzielenden
Laufbandtest unterzogen. Bei den Waldlaufern konnte eine 7,6-fach hohere DNA nach
dem Lauf gemessen werden, wobei die interindividuellen Unterschiede sehr grof3
waren (Faktor 20). Noch weiter ging es bei den Laufbandtests, bei dem sogar einigen
Probanden nach jeder Stufe des Tests Blut abgenommen bekamen. Auf diese Weise
stellte man fest, dass der DNA-Anstieg parallel dem Laktatanstieg ist, der aus dem
zunehmend grofderen anaeroben Muskelstoffwechsel herriihrt. Letzterer verlauft in
einer exponentiellen Kurve und je ndher sich der Sportler dem absoluten,
personlichen Limit ndhert, desto grofler wird die Steigung der Kurve. Die erste
Erkenntnis des Tests war auch hier eine zehnfache Erhéhung der DNA, mit einem
immer noch um das Vierfache héheren Wert im Vergleich zur Vorbelastungsprobe
nach 30 Minuten. Die zweite war in Bezug auf die Methodik, dass sich auch Laufband
Tests fiir Studienzwecke der DNA-Kinetik eignen. Der Vorteil ist dabei, dass man ein
standardisiertes Umfeld aufbauen und jeder Sportler die ganze Zeit liberwacht

werden kann.

Obwohl diese Studien erst der Beginn der DNA-Forschung im Bereich der
Sportphysiologie sind, kann man bereits jetzt feststellen, dass Sport generell eine
erh6hte DNA-Menge im Plasma nach Belastung mit sich bringt, die aber je nach Art
der Belastung von kiirzerer oder langerer Dauer ist. Die Vorherrschende Hypothese
zur Herkunft sind belastungsinduzierte Muskelschiden und eine einhergehende

Entziindungsreaktion zur Reparatur der geschiadigten Myozyten.

2.2.Lymphozyten und DNA-Freisetzung

Auf der Suche nach der Antwort der Frage, woher die zellfreie DNA stammen kdnnte,
die im Plasma bei den unterschiedlichen Pathologien in unterschiedlich hoher
Quantitat anzutreffen ist, sind neben den als Mikrometastasen in der Zirkulation
auftauchenden Tumorzellen noch weitere DNA-Quellen anzunehmen, da die bisher
gefundene Anzahl an zirkulierenden Tumorzellen nicht ausreicht, um die DNA-
Anstiege ausreichen zu erklaren (Stroun, Maurice et al. 2000). Natiirlich muss man

auch die Apoptose in Betracht ziehen, wurden doch in Karzinompatienten bevorzugt



Apoptose-spezifische Bandenmuster bei der Gelelektrophorese von DNA-
Praparationen gefunden (Fournie, Courtin et al. 1995; Jahr, Hentze et al. 2001). Aber
warum gibt es dann auch in Personen ohne Tumorwachstum gesteigerte Plasma
DNA-Spiegel? Wie bereits oben dargelegt, bietet die Entziindung in unterschiedlicher
Form in verschiedenen Teilbereichen der Medizin Krankheitsbilder mit erh6éhten
DNA-Spiegeln. Hierbei reagiert das korpereigene Immunsystem auf Stoffe oder
Lebewesen, die dem Korper schaden. Und auch Tumore stellen einen Angriffspunkt
fir das Immunsystem dar (Hellstrom, Sjogren et al. 1971; Steele, Jamieson et al.
2013). In einigen der Paper zur zellfreien DNA wurde bereits dariiber spekuliert, dass
die freie DNA unter anderem auch aus aktivierten Leukozyten herstammen kdnnte.
Eine erste Entdeckung dazu machten Rogers et al. (Rogers, Boldt et al. 1972), die im
Jahr 1972 publizierten, dass durch Phytohamagglutinin (PHA), einem pflanzlichen
Mitogen, oder Mumps-Virus Lymphozyten dazu gebracht werden kénnen, DNA in ihr
Kulturmedium freizusetzen. Auf den Stimulus hin konnte eine neben der normalen
mitotischen Zellvermehrung, die nur bei einem geringen Anteil der Zellen zu sehen
war, einsetzende DNA Synthese beobachtet werden, die darin resultierte, dass mehr
Gesamt-DNA in der Kultur vorhanden war als durch die Zellteilungsvorgange hitte
erklart werden konnen. Die Prasenz der DNA im Medium wurde durch radioaktive
Markierung der DNA messbar gemacht und durch Fillung von DNA aus dem Medium
Uberpriift. Im Laufe der Versuche war es moglich zu sehen, dass die Zellen ihre
markierte DNA verlieren, sich jedoch nicht gleichzeitig die intrazellulare DNA-Menge
vermindert. Daraus ist ersichtlich, dass es sich um lebendige Zellen handeln muss.
Zudem begannen auch Lymphozyten ohne Stimulus nach einigen Tagen DNA zu
synthetisieren. Die DNA im Medium zeigte ein spezifisches Muster bei der
Gelelektrophorese, weshalb die Autoren folgerten, dass die DNA an Proteine oder
Lipide gebunden sein muss. Rogers (Rogers 1976) fand ebenfalls heraus, dass die
extrazellulare DNA in einigen Charakteristika von der intrazellularen unterschiedlich
sein muss. Uber Schmelzkurvenanalysen berechnete er den Guanin (G) und Cytosin
(C) Gehalt der extrazellularen DNA auf 35,5%, wahrend in Zellen vorhandene einen
G/C-Gehalt von 42,2% haben muss. Bei der Reassoziationskurve wahrend des
Abktihlens unterschieden sich die extra- und die intrazellulire DNA ebenfalls.
Extrazellulare lag nach kiirzerer Zeit zu einem hoheren Anteil wieder als
Doppelstrang DNA vor, was die Schlussfolgerung zulasst, dass die extrazellulare DNA

weniger komplex ist und sich somit zusammengehoérige Sequenzen leichter zur



Hybridisierung wiederfinden. Aus diesen Beobachtungen lasst sich schlussfolgern,
dass circa zehn Prozent des lymphozytiren Genoms repliziert und in das Medium
ausgestofden werden. Weitere Versuche ergaben, dass nach drei Tagen Stimulation in
Kultur das Zellpellet etwa drei bis vier Mal so viel DNA besitzt wie ruhende
Lymphozyten oder Plazentazellen. Somit ist direkt gezeigt, dass die DNA-Synthese in
unmittelbarem Zusammenhang zur Stimulation stehen muss (Rogers 1976). Dass
Lymphozyten auch ohne Stimulation eine intrinsische DNA-Freisetzung betreiben
zeigten Anker und Kollegen (Anker, Stroun et al. 1975). Dabei wurden Lymphozyten
mit der gleichen Methodik wie von Rogers bestrahlt und im Medium unstimuliert
belassen. Nach einiger Zeit wurde die im Medium befindliche DNA bestimmt. Dabei
zeigte sich, dass auch die unbehandelten Lymphozyten nach circa zwei Stunden einen
definierten DNA-Spiegel im Medium aufbauen. Beldsst man sie fiir ldnger, dndert sich
daran nichts mehr. Versetzt man die Lymphozyten alle zwei Stunden mit neuem
Medium und bestimmt aus dem vorherigen Medium die DNA-Menge, so kommt man
immer wieder auf dieselbe Menge DNA. Das bedeutet demnach, dass sich
Lymphozyten ihre eigene Umgebung im Sinne eines steady state der DNA einrichten.
Auch wenn man die Lymphozyten kurzzeitig aus ihrem Medium entfernt und wieder
in dasselbe zuriick tut, Aandert sich an dem DNA-Gehalt nichts. Wie bereits schon
durch Rogers konnte auch in diesem Versuchsansatz gezeigt werden, dass die DNA
doppelstrdngig ist und nur aus einem bestimmten Anteil der genomischen DNA
besteht. Die Autoren mochten sich aber nicht festlegen, ob die DNA aus repetitiven

Sequenzen oder extra fiir die Freisetzung bestimmten DNA-Fragmenten besteht.

Weitere Arbeitsgruppen publizierten Mitte der siebziger Jahre dhnliche Ergebnisse zu
der DNA-Freisetzung aus Lymphozyten. Boldt (Boldt, MacDermott et al. 1977) kam
dabei zu der Erkenntnis, dass die DNA-Freisetzung eine Lymphozyten-spezifische
Eigenschaft sein muss, die durch Co-Kolonisierung mit anderen leukozytiren
Subpopulationen noch verstarkbar sei. Zudem seien isolierte Tonsillen-Lymphozyten
direkt nach der Isolation starkere Medium-DNA-Produzenten als mit PHA stimulierte.
Die Autoren dieser Studie vermuten hinter der DNA-Freisetzung nur eine Moglichkeit
der Lymphozyten auf dem Weg in die Ruhephase des Zellzyklus ihre zu viel
produzierte DNA zu eliminieren (Staub and Antoni 1978). Bisher war die DNA
ausschliefdlich quantitativ und qualitativ untersucht worden, es hatte aber keiner
einen Vorschlag zum Freisetzungsmechanismus oder der Funktion dieser DNA

machen koénnen. Bell und Kollegen (Bell, Morrison et al. 1990) konnten 1990
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nachweisen, dass kultivierte Mauslymphozyten spontan Apoptose begehen und auf
diese Art und Weise niedermolekulare DNA von ca. 140-180 Basenpaaren (bp) Linge
im Kulturmedium messen. Aufgrund der Fragmentldngen und qualitativen
Proteinnachweisen von Histonproteinen (H2, H3 und H4) schlossen sie auf das
Vorhandensein von Nukleosomen. Nukleosomen sind Komplexe aus DNA und
Histonen, die dabei helfen, die DNA im Zellkern kondensiert zu halten. Ein Nukleosom
besteht aus jeweils einem H2A, H2B, H3 und H4-Protein und den 140 bis 160
Basenpaaren DNA, die das Histonmultimer umschlingen. Dass es sich bei dem
Freisetzungsmechanismus fiir diese Chromatinfragmente um Apoptose handelt,
sicherten sie mittels Elektronenmikroskopie, indem sie Zellen unter pro-
apoptotischen Bedingungen im Medium beliefien und in der Folge unter dem
Elektronenmikroskop beobachteten. Ein Jahr spiter (Bell and Morrison 1991)
konnten sie das gleiche Vorgehen auf menschliche Lymphozyten aus
Tonsillengewebe mit gleichem Ergebnis anwenden. Dartiber hinaus fanden sie heraus,
dass Nukleosomen, die nach Freisetzung im Medium befindlich sind, eine mitogene
Wirkung auf die kultivierten Lymphozyten besitzen. Zudem koénnen diese
Nukleoproteine neben ihrer lymphoproliferativen Eigenschaft auch noch die
Synthese von Immunglobulinen stimulieren. Die Autoren gingen davon aus, dass der
Effekt der Nukleosomen auf einem spezifischen rezeptorvermittelten Prozess auf die
jeweiligen Zellen zuriickzufiihren ist, aber der genaue Mechanismus blieb dennoch
unklar. Auflerdem vermuteten sie einen Zusammenhang zwischen ihren
Erkenntnissen und dem Systemischen Lupus Erythematodes, da die
Apoptoseinduktion durch Nukleosomen von noch intakten Zellen einen sich selbst
verstarkenden Kreis darstellt und demzufolge gut in die Vorstellung der Entstehung

einer Autoimmunkrankheit passt.

2.3. Neutrophil extracellular traps

Obige Schilderungen bezogen sich ausschlieflich auf die Lymphozyten, die aber nur
zwanzig bis dreifdig Prozent der gesamten Leukozyten ausmachen. Dass auch die
granulozytare Fraktion, genauer gesagt die neutrophilen Granulozyten, in der Lage
sind, im Rahmen einer Immunreaktion DNA in die Umgebung zu entlassen, wurde
spatestens im Jahre 2004 deutlich. Denn in diesem Jahr sorgte das Paper einer
Arbeitsgruppe des Berliner Max-Planck-Instituts (Brinkmann, Reichard et al. 2004)
fir einiges Aufsehen, die einen Mechanismus der Freisetzung von DNA aus

neutrophilen Granulozyten detailliert beschrieben. Da sich die ausgestofienen DNA-
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Massen als netzformige Strukturen im Fluoreszenzmikroskop darstellten und
beobachtbar war, dass diese Strukturen eine bakterizide Fahigkeit besitzen,
benannten sie diese Neutrophil Extracellular Traps, also aus Neutrophilen stammende
extrazellulare Fallen, kurz NETs. Auf der Suche nach dem Mechanismus, der diesem
Prozess zugrunde liegt, fand man weder die Laktatdehydrogenase als unspezifischen
Marker fiir den ungeordneten Zelluntergang im Sinne einer Nekrose, noch verloren
die Zellen ihre Membranintegritit, was somit eine Apoptose ausschloss. Deshalb
benannten Brinkmann und Kollegen diesen Vorgang NETose in Analogie zu den

bisher bekannten, oben genannten Vorgangen.

2.3.1. NETose: Was passiert genau?

Ganz detailliert konnte der Vorgang der NETose drei Jahre spater von derselben
Arbeitsgruppe beschrieben werden (Fuchs, Abed et al. 2007), indem sie sich
NETotische, nekrotische und apoptotische Zellen im Elektronenmikroskop
anschauten und feststellten, dass grundlegende morphologische Unterschiede nach
einem jeweils spezifisch induzierenden Stimulus vorlagen. Folgt man der Chronologie
der Zellaktivierung, so geht man davon aus, dass es wahrscheinlich unter anderem
durch ein Signal der Toll-like-Rezeptoren (TLR) (Yipp, Petri et al. 2012), zum Beispiel
des TLR 4 fiir bakterielles Lipopolysaccharid (Brinkmann, Reichard et al. 2004;
Yousefi, Mihalache et al. 2009), zum Anstof3 der intrazellularen Signalkaskade kommt.
Im Laufe derer wird das extrazellulire Signal iiber den Raf-MEK-ERK-pathway
weitergeleitet. Eben genannte Molekiile sind Proteinkinasen, die durch
Phosphorylierung aktiviert werden und das ihnen nachgestellte Molekiil ebenfalls
phosphorylieren. Der pathway endet in der Phosphorylierung einer Untereinheit der
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat-Oxidase =~ (NADPH-Oxidase), = wodurch
diese erst aktiviert wird. MEK und ERK haben fiir die Aktivierung beide die gleiche
Aminosaure in der NADPH-Oxidase Untereinheit p47rhox zum Ziel (El Benna, Han et al.
1996). Dabei ist die Blockade jeder einzelnen Stufe, sprich Raf, MEK oder ERK, in der
Lage, die ROS und NET-Produktion zu inhibieren (Hakkim, Fuchs et al. 2011). Eine
dazu kontrdre Meinung besagt, dass zwar MEK ERK aktiviert, jedoch dieser Schritt
nur von Statten gehen kann, wenn die ROS bereits gebildet wurden, somit die
NADPH-Oxidase nicht als unterstes Glied der Kaskade steht (Keshari, Verma et al.
2013). Mogliche Erklarungsansatze sind unterschiedliche Methoden. Sicher ist aber,
dass es verschiedene Signalwege geben muss, denn der von Brinkmann

standardisiert eingesetzte Stimulus, das Phorbol-Myristyl-Acetat PMA, ist ein
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Proteinkinase C AKktivator, setzt also schon intrazellulir an. Jedoch ist bei
extrazellularer Stimulation beispielsweise mit Helicobacter pylori die NET-Bildung
Proteinkinase-C-unabhingig (Hakkim, Fuchs et al. 2011). Noch weiter geht die
Beobachtung, dass es je nach Stimulus eine NADPH-Oxidase abhingige oder
unabhéangige NETose gibt (Parker and Winterbourn 2012). Besser beschrieben ist der
NADPH-Oxidase-abhangige Signalweg, da in den meisten Papers die Positivkontrolle
mit PMA durchgefiihrt wurde. Die Funktion der NADPH-Oxidase ist die Generierung
von Reaktiven Sauerstoff Spezies (reactive oxygen species = ROS), wobei das massive
Entstehen von ROS auch als oxidative burst bezeichnet wird. Im Rahmen des oxidative
burst wird durch die NADPH-Oxidase ein Elektron auf molekularen Sauerstoff
libertragen, sodass 02" entsteht, der wiederum mit Wasser zu H;0; reagiert, um dann
letztendlich mit CI- zu Hypochlorsaure HOCI zu reagieren. Insgesamt besitzen ROS
eine starke oxidierende Wirkung auf Proteine und Membranlipide. Der letzte Schritt
der Reaktionskaskade wird durch das in Granula der neutrophilen Granulozyten
vorkommende Enzym Myeloperoxidase (MPO) katalysiert. Es konnte gezeigt werden,
dass bei der NETose der katalytischen Fahigkeit der MPO eine Schliisselfunktion
zukommt. So kénnen Neutrophile von Patienten mit angeborener Myeloperoxidase-
Defizienz im Rahmen der chronic-granulomatous disease keine NETs produzieren
(Metzler, Fuchs et al. 2011). Das liegt daran, dass die Synthese von Hypochlorsaure
durch die Myeloperoxidase katalysiert wird, die fiir diesen Schritt auf extrazellulares
Cl angewiesen ist (Akong-Moore, Chow et al. 2012). Zwar ist die NETose auch durch
frither in der Reaktion stehende ROS wie H20: induzierbar, aber die wichtigste Rolle
zur Einleitung der NET-Formung kommt der HOCI zu (Palmer, Cooper et al. 2012). Bei
der Differenzierung der Zelltodwege kommt den ROS eine entscheidende Funktion zu,
indem sie die fiir die Apoptose verantwortlichen Caspasen an ihrer im katalytischen
Zentrum befindlichen Aminosdure Cystin oxidieren und sie somit inaktivieren
(Hampton, Stamenkovic et al. 2002). Somit ist bei der Vermeidung der Apoptose die
Funktion der NADPH-Oxidase unabdingbar (Fadeel, Ahlin et al. 1999). Liegt eine
Defizienz der NADPH-Oxidase vor, konnen Neutrophile zwar immer noch aktiviert
werden, aber anstatt dass sie den Weg in Richtung NETose einschlagen, werden sie
apoptotisch. Das liegt daran, dass die Chromatindekondensation verhindert wird, die
einen weiteren Meilenstein auf dem Pfad in Richtung NET-Freisetzung darstellt
(Remijsen, Vanden Berghe et al. 2011). Dieser Vorgang beruht auf der Funktion

zweier zentraler Enzyme: Einerseits der ebenfalls granulir vorkommenden

13



neutrophilen-spezifischen Elastase (NE) und der kernstindigen Isoform der
Peptidylarginin Deiminase (PAD4). Die neutrophilen-spezifische Elastase wird
Stimulus-abhdngig aus den Granula freigesetzt und wandert in Richtung Zellkern, was
ein aktiver Vorgang zu sein scheint, da sie sich ausschlief3lich kernwarts bewegt. Im
Zellkern besitzt sie lytische Aktivitit an den Histonen, wobei sie einerseits das
Histonprotein H1 und andererseits die in den Nukleosomen vorkommenden H2A,
H2B, H3 und H4 zersetzen kann. Ihren Effekt auf die Dekondensation des Chromatins
entfaltet sie aber erst, wenn sie das Histonprotein H4 zersetzt. Die Aktivitdt der NE ist
durch Bindung an DNA herabsetzbar, was einen autoregulatorischen Mechanismus
nahelegt, sodass es keine iiberschiefdende Aktivitit des Enzyms geben kann
(Papayannopoulos, Metzler et al. 2010). Die PAD4 ist in der Lage, kalziumabhangig
die Aminosaure Arginin in die Aminosaure Citrullin zu tiberfiihren (Leshner, Wang et
al. 2012). Das Zielprotein fiir diese Aktivitat ist das Histonprotein H3, das an seinem
N-Terminus an den Stellen 2, 8 und 17 ein Arginin besitzt. Die Citrullinierung ist eine
epigenetische Modifikation wie die Methylierung, wobei erstere aber eine
Transkription verhindert und auch in der Lage ist, letztere zu antagonisieren
(Cuthbert, Daujat et al. 2004). Zwar ist die PAD4 ein kernstandiges Enzym, aber die
Hauptaktivitit findet im Zytoplasma statt und ist ebenso wichtig fiir die
Dekondensation wie die Elastase (Neeli, Khan et al. 2008). Man stellt sich das so vor,
dass durch die Verdanderung des Arginin und der damit verbundenen leichten
Ladungsdanderung des Gesamtproteins eine Abstofdung zwischen Histon und DNA
stattfindet (Leshner, Wang et al. 2012). Durch diesen Vorgang werden die
Nukleosomen insgesamt leichter fiir den Abbau zugdnglich gemacht, was auch vor
dem Hintergrund der Beseitigung der NETs von Bedeutung ist (Wang, Li et al. 2009).
Die Deiminierung findet nur solange statt, wie die Zelle noch intakt ist (Neeli, Dwivedi
et al. 2009), was auf eine Dissoziation der PAD4 von den Chromatinstrukturen
zurlckzufiihren ist. Was fiir eine wichtige Position die PAD4 in der Freisetzung von
dekondensiertem Chromatin einnimmt, zeigt der Versuch an einer mit PAD4
transfezierten Osteosarkom-Zelllinie, die durch die Expression des Enzyms ebenfalls
in die Lage versetzt wurde, Chromatin in NET-dhnlicher Form freizusetzen (Leshner,
Wang et al. 2012). Neben der Rolle der ROS-Generierung scheint die Myeloperoxidase,
die noch lange Zeit wahrend der NETose granuladr verbleibt, auch eine Rolle in der
Dekondensation des Chromatin zu spielen. Zwar hat sie selbst keine lytische

Fahigkeit auf die Histone wie die Elastase, aber die Histondegradation ist unter
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Vorhandensein der MPO beschleunigt, was den Schluss zuladsst, dass die beiden
Enzyme synergistisch aufeinander wirken. Dieser Effekt bleibt auch erhalten, wenn
man die ROS-Bildung inhibiert (Papayannopoulos, Metzler et al. 2010). Wahrend die
DNA ihre kompakte Struktur verliert, formt sich der in reifen neutrophilen
Granulozyten segmentierte Kern zu einem groféen Kern um und beginnt in der Folge
kleine Vesikel mit der Kernmembran zu bilden (Fuchs, Abed et al. 2007). Nachdem
sich die beiden Kernmembranen weit voneinander entfernt und Vesikel gebildet
haben, sorgen Aktin und Mikrotubuli, wie bei der mitotischen Zellteilung, fiir das
Zerreiflen der Membranen (Neeli, Dwivedi et al. 2009). Das Aufere des Neutrophilen
hat sich in der Zwischenzeit auch dank des sich verdndernden Zytoskeletts zu einer
abgeflachten Zelle mit Pseudopodien verdndert (Brinkmann, Reichard et al. 2004).
Letzten Endes kulminiert der ganze Prozess darin, dass sich das nukleare Chromatin
im Zytoplasma mit den granuliren Enzymen wie der MPO gemischt hat, die
Zellmembran zerreifdt und sich das DNA-Enzym-Gemisch in den Extrazellularraum
beziehungsweise das Plasma entleert. Die NETs bestehen im Extrazellularraum aus
linearen und globuldren Domdanen, wobei letztere den Nukleosomen entsprechen.
Extrazellular haben die NETs die Funktion Bakterien zu fangen oder ihre Ausbreitung
zu verhindern und mit Hilfe der Enzyme zu lysieren, dabei scheint die bakterizide
Effizienz derjenigen der Phagozytose zu entsprechen (Fuchs, Abed et al. 2007). Nicht
nur die Enzyme der NETs sind Teil der Bakteriziditdt, sondern auch die Histone
scheinen eine Funktion in der unspezifischen Abwehr von Bakterien zu besitzen
(Hirsch 1958). Um den NETs zu entkommen exprimieren beispielsweise
Staphylokokkus aureus, Streptokokkus pyogenes (GAS) und Serratia marcescens als
Pathogenitatsfaktoren eine DNase. DNasen besitzt auch der Mensch, unter anderem
im Plasma, und von ihrer Funktion hingt die Effektivitit der Beseitigung der DNA-
Strukturen ab, wobei der DNA-Verdau durch Komponenten des Komplementsystems,

beispielsweise C1q, inhibierbar ist (Leffler, Martin et al. 2012).

Die bendtigte Zeit vom Stimulus bis zu den detektierbaren NET-Strukturen ist in der
Literatur recht unspezifisch angegeben. Die Freisetzung der NETs im in vitro-setting
begann bereits nach 10 Minuten (Brinkmann, Reichard et al. 2004) und erreichte
ihren Hohepunkt zwischen zwei und vier Stunden nach Beginn der Stimulation
(Fuchs, Abed et al. 2007). Es gab neben dem eben geschilderten Vorgang auch noch
weitere Beschreibungen zZum Mechanismus des  Ausstoflens  von

Chromatinstrukturen zur Bakterienbekdmpfung. Demnach gibt es eine schnelle, von
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ROS unabhédngige Reaktion der Neutrophilen auf Stimulation mittels Staphylokokkus
aureus, bei der sie nukleare DNA durch Vesikel der Kernmembran im Sinne einer
Exozytose direkt nach extrazelluldr beférdern. Die dabei entstehenden NETs besitzen
aber eine geringere lytische Kapazitit als die im Zuge der NETose gebildeten und
auch die neutrophilen-spezifische Elastase besitzt in diesem Kontext als bakterizides
Enzym nicht sofort ihre Wirkung, sondern kommt erst nach einer Stunde als aktiver
Part in den NETSs vor (Pilsczek, Salina et al. 2010; Yipp, Petri et al. 2012). Die initialen
Beschreibungen der NETs durch mikroskopische Befunde legen nahe, dass es sich
zum Grofdteil um nukledre, genomische DNA handeln muss. Dem widerspricht der
erbrachte Nachweis mitochondrialer DNA in den NETs (Yousefi, Mihalache et al.
2009), die auch nach sehr kurzer Stimulationszeit extrazellular zu finden waren. Die
Versuche demonstrieren, dass Mitochondrien ausgestoflen werden, was mit dem
mikroskopischen Befund einhergeht, dass die Neutrophilen unter der NETose ihre
Zellorganellen verlieren beziehungsweise diese nicht mehr im Zytoplasma auffindbar
sind (Fuchs, Abed et al. 2007). Trotz allem endet auch diese Art der NETose letztlich
im Zelltod, wenn auch nach einer viel langeren Zeit. Auch die MT-NETose ist ROS-

abhangig.

2.3.2. NETose induzierende Stimulantien

Brinkmann und Kollegen nannten in ihrer Erstbeschreibung des Prozesses der
NETose das synthetische Phorbol-Myristyl-Acetat (PMA) den bis dato potentesten
bekannten Induktor der NETose (Brinkmann, Reichard et al. 2004). Aber es wurden
auch im Korper vorkommende Stoffe benutzt, darunter die Zytokine Interleukin 8
und Tumornekrosefaktor alpha (Neeli, Dwivedi et al. 2009; Wang, Li et al. 2009) oder
die der unspezifischen, azelluliren Abwehr zugeordnete Komplementkomponente
C5a und der Leukozytenwachstumsfaktor Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierender Faktor GM-CSF (Yousefi, Mihalache et al. 2009). Als Produkte
humanpathogener Erreger zeigten Neutrophile auch auf die Stimulation mit
Lipopolysaccharid LPS, einem Bestandteil der Gramnegativen Zellwand,
Lipoteichonsdure aus der Gram positiven Zellmembran und Zymosan aus der
Zellwand der Pilze eine starke NETose Reaktion (Neeli, Dwivedi et al. 2009). In vitro
wurden aber nicht nur isolierte Zytokine verwendet, um NETose zu erwirken,
sondern wurden von diversen Arbeitsgruppen Bakterienstimme experimentell
untersucht. Brinkmann inkubierte die Neutrophilen mit Staphylokokkus aureus,

Salmonella typhimurium und Shigella flexneri (Brinkmann, Reichard et al. 2004; Wang,
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Li et al. 2009) und konnte anhand dieser Versuche die These aufstellen, dass
Bakterien durch die Netze an der Ausbreitung gehindert werden. Weitere klinisch
wichtige Keime wie Pseudomonas aeruginosa (Akong-Moore, Chow et al. 2012) und
Helicobacter Pylori (Hakkim, Fuchs et al. 2011) konnten gleichermafden als NET-
induzierend eingesetzt werden. Das Bakterium Haemophilus influenzae wurde auch in
einem case report als Ursache dafiir beschrieben, dass ein Patient an einer Infektion
des Atemtraktes starb. Im Sputum dieses Patienten fand man neben dem
phagozytierten Bakterium auch NETs in grofder Menge (Hamaguchi, Seki et al. 2012).
Aber nicht nur Bakterien sind als Stimulus und gleichzeitig auch Zielorganismus der
NETose fiir Neutrophile beziehungsweise NETs verwendbar, sondern auch der Pilz
Candida albicans (Urban, Ermert et al. 2009; Papayannopoulos, Metzler et al. 2010),
das Protozoon Leishmania amazonensis (Guimaraes-Costa, Nascimento et al. 2009)
oder der Parasit Toxoplasma Gondi (Abi Abdallah, Lin et al. 2012). Dass NETSs nicht
nur in der Lage sind einzellige Lebewesen zu neutralisieren, zeigen die Entdeckung
von NETs bei der Gicht (Schorn, Janko et al. 2012). Demnach scheinen Mono-Natrium-
Urat-Kristalle mit zu den potentesten NET-Induktoren zu gehoéren, wobei die NETs

keine lytische Fahigkeit auf diese Kristalle haben diirften, sondern sie nur umspinnen.

2.3.3. NETs im klinischen Kontext

Bis jetzt wurde das rein experimentelle Versuchsfeld dargestellt, aber seit der
Erstbenennung der NETs hat sich die Forschungswelt in den unterschiedlichsten
Disziplinen der Medizin auf die Suche nach ihrer jeweils spezifischen Beziehung zu
den NETs gemacht und mittlerweile scheint es fast kein Gebiet mehr zu geben, in dem
es nicht auch Einfliisse auf Krankheiten auf Grund von Uberaktivierung der
Neutrophilen gibt. So ist zum Beispiel in der Himostaseologie eine Kreuzreaktivitat
zwischen Neutrophilen und Thrombozyten im Zuge von Entziindungsreaktionen
bekannt geworden. Dabei handelt es sich um Toll-like-receptor 4 (TLR4) vermittelte
Aktivierung und Aggregation der Plattchen, die in einer nicht genauer beschriebenen
Art und Weise die Neutrophilen zur NET-Produktion, jedoch nicht zur NETose
bringen (Clark, Ma et al. 2007). Des Weiteren zeigen rote Thromben DNA-Strukturen,
aber auch NET-Bestandteile sind in der Lage Thrombozyten zu aktivieren und das
klassische Antikoagulans in der Thrombosetherapie, das unfraktionierte Heparin, ist
in der Lage, NETs zur Auflésung zu bringen. Somit hat man hier eine direkte Briicke
gefunden, warum in der akuten Entziindung Thrombosen eine Komplikation

darstellen konnen (Fuchs, Brill et al. 2010; Fuchs, Brill et al. 2012). Es scheint aber
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auch direkte Interaktionen zwischen der sekundiaren Hamostase und der DNA zu
geben. Unter gesteigerten Plasma-DNA-Leveln ist eine Zunahme der Thrombin-
Entstehung zu beobachten und der Faktor XII des Gerinnungssystems konnte als
Sensor fiir plasmatische cfDNA fungieren und so ihre prothrombotische Fahigkeit

vermitteln (Swystun, Mukherjee et al. 2011).

Anscheinend bringt die Freisetzung von NETs nicht nur Positives fiir den
reagierenden Korper, denn weiterhin konnten Endothelzellschiadigungen durch
aktivierte Neutrophile beobachtet werden, wobei sie durch die Endothelzellen selbst
zur Transmigration und NETose durch Interleukin-8 Freisetzung stimuliert wurden
(Gupta, Joshi et al. 2010). Wahrscheinlich ist das im Rahmen einer Sepsis
vorkommende Multi-Organ-Versagen ebenfalls eine Folge der iiberschiefenden

Immunantwort (Xu, Zhang et al. 2009).

Bei der Atherosklerose handelt es sich um ein Problem der Gefafle, das durch
Entziindung der Gefafdmatrix aufrechterhalten und vorangetrieben wird. Zu neuen
Erkenntnissen iiber die Pathogenese der Atherosklerose verhalf die Visualisierung
der NETs mittels Mikroskop sowohl intraluminal in den Gefdfien als auch direkt in
den atheromatdsen Plaques (Megens, Vijayan et al. 2012). NETs sind einerseits durch
ihre DNA und andererseits durch ihre daran gebundenen Proteine in der Lage
dendritische Zellen, die sich gehauft in atherosklerotischen Plaques ansammeln, zu
stimulieren. Durch diese Interaktion wird die transmurale Entziindungsreaktion noch
weiter vorangetrieben und gleicht dann einer Autoimmunreaktion (Doring, Manthey
et al. 2012). Ebenfalls in dieses Feld gehort die Feststellung, dass Neutrophile von
Mdusen mit hdamatologischen Neoplasien ebenso wie mit soliden Tumoren eine
verstarkte Tendenz haben NETs zu bilden. Letzten Endes ist das Plasma-DNA-Level in
diesen Mdusen dann statistisch eher mit der Anzahl der Neutrophilen in Einklang zu
bringen als mit der Tumorgréfde, da die Neoplasie auch einen Anstieg der
Neutrophilenzahlen mit sich bringt. Wegen der gesteigerten NETose ist bei banalen
Infektionen auch das thrombembolische Risiko um ein vielfaches gesteigert (Demers,
Krause et al. 2012). Ein weiteres Krankheitsbild, das von hoher klinischer Relevanz
ist, ist die Entziindung des Wurmfortsatzes (Appendizitis). Auch hier war es maglich,
DNA-Fasern zusammen mit den enzymatischen und nukleosomischen Komponenten
nachzuweisen (Brinkmann, Reichard et al. 2004). In Abszessen sind neutrophile
Granulozyten aller Stadien der NETose bis hin zum anukledren Granulozyten zu

finden (Yipp, Petri et al. 2012). Zudem ist es mdglich, aseptische von septischen
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Arthritiden zu unterscheiden, indem die Quantifizierung von cfDNA und MPO und
mittels gut gewahlter cut-off-values eine relativ zuverldssige Differenzierung der

Atiologie erlaubt (Logters, Paunel-Gorgulu et al. 2009).

Aufierdem gibt es mehrere Krankheitsbilder in der Dermatologie, die mit vermehrten
NETs einhergehen. Dabei sind NETotische Neutrophile in Hautldsionen von Psoriasis-
Patienten vermehrt auffindbar und wie in Abszessen finden sich hier
unterschiedliche Reifegrade der NETose. Mit der NETose ist auch die Freisetzung des
fiir die Psoriasis zentralen Zytokins Interleukin 17 verkniipft, wobei dieses nicht an
den extrazellularen NETs anhaften bleibt wie die charakteristischen, enzymatischen
Bestandteile MPO und NE (Lin, Rubin et al. 2011). Ein weiteres Beispiel aus der
Dermatologie ist der bereits weiter oben erwdhnte Systemische Lupus Erytematodes
(SLE). Nachdem schon lange bekannt war, dass die DNA- und Nukleosomen-Spiegel
beim Lupus erhoht sind (Tan, Schur et al. 1966; Amoura, Piette et al. 1997), kam man
im Laufe der Zeit zu der Erkenntnis, dass Neutrophile eine zentrale Rolle in der
Pathogenese spielen miissen, da die Autoantikérper gegen zytoplasmatische
Strukturen dieser Zellen gerichtet sind. Die andere wichtige Art der Antikorper ist
gegen Doppelstrang-DNA und Nukleosomen gerichtet, womit sich demzufolge
Autoantikdrper gegen alle Bestandteile der NETs finden lassen. Patienten mit SLE im
akuten Schub haben nachgewiesenermafien eine reduzierte Degradationsfahigkeit
von DNA, wobei man sich das Geschehen so vorstellt, dass das fiir den Plasma-DNA
Abbau zustiandige Enzym DNAse I nicht so gut arbeitet wie im Gesunden. Durch die
deswegen langere Verweildauer der DNA und DNA-assoziierten Strukturen im
Plasma und die wahrend der NETose durchgefiihrten Modifikationen an den NET-
Proteinen erhoht sich die Immunogenitat der NETs. Die so gebildeten Autoantikérper
wiederum inhibieren die DNase, indem sie ihr den Zugang zur DNA erschweren
(Hakkim, Furnrohr et al. 2010). Diesen Teufelskreis verstarkend wirkt noch, dass an
Orten der Entziindung das Komplementsystem aktiviert wird und manche
Komplementkomponenten ebenfalls in der Lage sind durch DNA-Bindung deren
Abbau zu erschweren (Leffler, Martin et al. 2012). Des Weiteren sind NETs von
Lupus-Patienten etwas anders zusammengesetzt als in gesunden Kontrollpatienten:
Sie besitzen im Vergleich mehr high-mobility-group-box-protein 1 und LL37, zwei
DNA-bindende Proteine, die eigentlich in der Zelle transkriptionsregulatorische
Aufgaben erfiillen. Sobald sie aber extrazellular vorkommen, dient ihre DNA-Bindung

dazu, dass ihre Trager-DNA leichter von TLRs erkannt wird und somit ein
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proinflammatorisches Signal in die Rezeptor-tragende Zelle gelangt (Garcia-Romo,
Caielli et al. 2011). Auch dieser Schritt tragt zu der Selbstverstarkung des

autoimmunen Prozesses bei.

Ein sehr schwerwiegendes Krankheitsbild in der Gynadkologie ist die Praeklampsie
und im weiteren Verlauf die Eklampsie. Bei der Pathophysiologie steht eine
Unterversorgung der Plazenta im Mittelpunkt und die deswegen aus ihr freigesetzten
Mediatoren fithren zum systemischen Anstieg des Blutdrucks der Mutter. Bei
Verschlimmerung kann es zu Leber- und Nierenfunktionsstérungen und sogar zu
Krampfanfillen der Mutter kommen. Die heute einzige bewadhrte Therapie, die das
Uberleben des Feten gewihrleistet, ist die Notentbindung per Kaiserschnitt. Es
konnte fiir dieses Krankheitsbild gezeigt werden, dass auch Mikrodebris des
Synzytiotrophoblasten in der Lage ist, NETose in gleichem Mafie wie PMA oder
Interleukin 8 zu induzieren. Zudem sind bei Praeklampsie vermehrt NETs im
intervillosen Raum der Plazenta zu finden. Man geht davon aus, dass diese Zellen
aktiviert werden und durch die NETs Mikrothromben entstehen, die in letzter
Konsequenz zur Mangelversorgung der Plazenta, respektive des Feten fiihren kdnnen
(Gupta, Hasler et al. 2006; Hahn, Giaglis et al. 2012). War eine Neutrophilie im
weiblichen Reproduktionstrakt vorhanden, konnten in Kihen geringere
Fertilitdtsraten beobachtet werden. Dafiir verantwortlich ist die Interaktion zwischen
Neutrophilen und Spermien im Sinne einer NETose-Induktion. Die NETs
immobilisieren die Spermien in Folge dessen und spdter werden sie durch
Neutrophile oder andere kompetente Zellen phagozytiert. Im Plasma des Sperma
kommt eine Endonuklease dhnlich der plasmatischen DNase vor, mittels derer sich
die Spermien aus den NETs befreien konnen. Bei ihrer Defizienz ist die Fertilitat
herabgesetzt, da Spermien zu schnell von den NETs eingefangen werden und es nicht

mehr zur Befruchtung der Eizelle kommt (Alghamdi and Foster 2005).

2.3.4. NET-analoge Strukturen

Wenige Jahre nach der Erstbeschreibung der NETs wurden auch fiir andere
Leukozytensubpopulationen analoge Mechanismen zur NETose beschrieben. So
wurde zundchst in Darmgewebe von Morbus Crohn Patienten eine Invasion durch
eosinophile Granulozyten beobachtet, in deren Nahe DNA gehauft gefunden wurde.
Ubertragen ins in vitro setting konnte gezeigt werden, dass auch die Eosinophilen in
der Lage sind auf Stimulation mit LPS und Zytokinen, aber anderen Zytokinen als die

Neutrophilen, DNA freizusetzen. Dieser Vorgang ist ebenfalls ROS-abhidngig, besteht
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aber aus mitochondrialer DNA und erfolgt wesentlich schneller als die NETose, mit
einem Beginn nach 5 und einer maximal laufenden Freisetzung nach 20 Minuten.
Bringt man diese Leukozyten mit Bakterien zusammen, ist die bakterizide Kapazitat
starker eingeschrankt, wenn man die Phagozytose blockiert als wenn man die DNA-
Freisetzung einschriankt, was die DNA-abhingige Abwehrfunktion eher als
nebensachliche Fahigkeit klassifiziert (Yousefi, Gold et al. 2008). Und auch fir
Mastzellen wurde zur gleichen Zeit dasselbe Phianomen beschrieben. Auch in dieser
Subpopulation ist die ,NETose“ durch Bakterien stimulierbar und ROS abhangig.
Wahrend sich in Eosinophilen die Morphologie wahrend der Ausschleusung der DNA
von der Neutrophilen-Morphologie unterscheidet, erleiden Mastzellen ebenfalls eine
Ruptur der Kernstrukturen und in letzter Konsequenz den Zelltod. Die Analyse der
DNA-Netze zeigte hohe Ahnlichkeiten zu den NETs (von Kockritz-Blickwede,
Goldmann et al. 2008). Insgesamt scheint somit die leukozytdre DNA eine bisher nicht
bekannte Rolle in der unspezifischen, angeborenen Immunitit zu spielen und es
werden bestimmt in Zukunft noch weitere, tiefergehende Erkenntnisse zu der

Funktion und klinischen Relevanz dieses Phianomens gewonnen werden.
2.4.Immunsysten und Sport

2.4.1. Leukozytose bei Belastung
Um den Kreis der Felder zu schliefden, auf denen diese Arbeit theoretischen basiert,
miissen nicht nur die cfDNA und mogliche Freisetzungsformen beleuchtet, sondern

auch die immunologische Situation wahrend der Belastung dargelegt werden.

Wenn man sich also mit der Inmunologie der sportlich Belastung befasst, findet man
so gut wie in jedem Paper zundchst Aussagen liber das Verhalten der Leukozyten im
Rahmen der Belastungssituation. Dabei werden die Gesamtleukozytenzahlen und das
dazugehorige Differentialblutbild genannt, in der Regel in Bezug auf bestimmte
Zeitpunkte im Versuchsablauf. Es werden ein Ruhewert vor, eventuell mehrere Werte
wahrend, einer direkt nach der Belastung und anschliefiend unterschiedlich viele
Werte in einer zu definierenden Erholungsperiode genannt. Bei dem Vergleich der
einzelnen Zeitpunkte gibt es unabhdngig von der Belastungsart die Feststellung, dass
unter Belastung alle Zelltypen vermehrt im Blut auftauchen. Beispielhaft seinen im
Folgenden einige Studien aus der Vielzahl der zu diesem Thema publizierten genannt.

Alle Zellzahlen sind immer in X x103 Zellen pro Mikroliter angegeben.
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Ein ziemlich alltdgliches Versuchsprotokoll wahlten Niemann und Kollegen (Nieman,
Henson et al. 2005), die fiinfzehn Frauen eine halbe Stunde Walken liefden und
anschliefend Immunparameter untersuchten. Die Frauen waren Walking gewdhnt
und liefen bei einer mittleren Geschwindigkeit von 6,3 km/h, setzten sich somit
keiner ungewohnt hohen Belastung aus. Selbst bei dieser moderaten Form der
Belastung konnte im Anschluss ein Anstieg der Leukozyten von 6,75 auf 8,25
verzeichnet werden. Eine Stunde nach Beendigung waren es immer noch 7,9. Bei den
Leukozytenuntergruppen verhielten sich die Neutrophilen so, dass sie unter
Belastung von 3,79 auf 4,59 und in der Erholungsphase nochmal auf 4,76 anstiegen.
Die Lymphozyten stiegen unter Belastung ebenfalls an, fielen aber in der
Erholungsphase schon wieder auf das Ausgangsniveau ab (2,31 auf 2,92 auf 2,24).
Den gegenldufigen Trend von neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten findet
man auch in der Studie von Camus (Camus, Duchateau et al. 1994). Hierin war ein
zwanzig-miniitiges Fahrradergometer-Protokoll bei 80% der VO2max zu absolvieren.
In dem als gut trainiert charakterisierten Probandenkollektiv findet sich ebenfalls die
Leukozytose direkt nach der Belastung. In der zwanzig Minuten andauernden
Erholungsphase zeigt sich ein Abfall der Gesamtleukozytenzahlen, der aber
ausschliefdlich auf dem Riickgang des Anteils der Lymphozyten basiert. Die
Neutrophilen hingegen bleiben konstant in diesem Intervall. Eine &hnliche
Feststellung machte Morozov (Morozov, Pryatkin et al. 2003), der mannliche Ruderer
auf einem Laufband bis zur Erschopfung in einem Stufenprotokoll belastete und bis
zu sechs Stunden nach dem Test Proben nahm. Die Gesamtleukozytenzahlen
veranderten sich von 5,4 um 73% auf 9,4 und nach einer, drei und sechs Stunden von
5,1 auf 8,4 und 7,1. Bei Betrachtung der Werte fillt einem der leukozytdre Peak direkt
und drei Stunden nach Belastung auf. Die beiden Peaks unterscheiden sich in ihrer
Zellzusammensetzung dahingehend, dass der erste durch einen 2,3-fachen Anstieg
der Lymphozyten aber nur einen 1,3-fachen der Neutrophilen getragen wird,
wahrend der nach drei Stunden 1,85-fach erhohte Neutrophile aber nur 1,3-fach
erhohte Lymphozyten im Vergleich zur Baseline aufweist. Die Lymphozyten sind eine
Stunde nach Belastung deutlich unter den Ausgangswert gefallen, verzeichnen streng
genommen also auch einen Anstieg zum drei Stunden Wert. Insgesamt jedoch lasst
sich aus dieser Zeitreihe deutlich machen, dass hier ebenfalls der Trend der
Neutrophilie im Blut den Ausschlag fiir die lange anhaltende Leukozytose gibt. Im

Rahmen dieser Studie war die Belastung zwanzig Minuten lang und mit 80% der
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VO:max relativ intensiv, aber die direkte Auswirkung von Belastungsintensitat und
Leukozytose zeigt eine andere Studie (Gleeson, Blannin et al. 1995), in der die
Probanden auf einem Laufband bei 20 km/h 30, 60, 90, 120 und 150 Sekunden oder
bis zur Erschopfung laufen mussten. Untersucht wurden hierbei die
Zellveranderungen in der direkten Erholungsperiode. Schon bei den beiden kiirzesten
Intervallen von 30 und 60 Sekunden gab es eine starke Leukozytose, die aber
wahrend der Erholungsphase von fiinf Minuten wieder abfiel. Bei den ldngeren
Belastungen war die Leukozytose im Vergleich zum 60 Sekunden Intervall nicht
starker, aber die Reaktion nach Ende der Belastung war eine andere: 90 und 120
Sekunden resultierten in einer stabilen Leukozytose, wahrend 150 Sekunden oder
Laufen bis zur Erschépfung noch zu einem weiteren Anstieg der Leukozyten fiihrte.
Hieran kann man sehen, dass jede Art von maximaler Belastung bereits
Auswirkungen auf die Leukozyten hat. Einen auf die Zeit bezogenen vollig
gegensdtzlichen Ansatz verfolgte Galun (Galun, Burstein et al. 1987), der junge
Manner 120 km marschieren lief und wahrend des 24 Stunden dauernden Laufes
immer wieder Blutproben entnahm (nach neun, sechzehn und vierundzwanzig
Stunden). Dabei war ein Anstieg der Leukozyten bis sechzehn Stunden zu
verzeichnen, die vierundzwanzig Stunden Blutprobe unterschied sich allerdings
schon nicht mehr von der vor dem Start genommenen Probe und auch wahrend der
Erholungsphase gab es keine signifikanten Schwankungen der Leukozytenzahlen
mehr. In der Kontrollgruppe, die nur sechs und vierzehn Stunden marschieren
musste, wurden vergleichbare Ergebnisse erzielt. In der Studie wurden die Anstiege
der Leukozyten als Pseudoleukozytose bezeichnet, was bedeutet, dass die
Leukozytose nicht aus neu gebildeten Leukozyten resultiert, sondern nur aus in den
Blutstrom durch verschiedene Einflliisse gezogene, bereits in der Peripherie
befindliche Leukozyten stammt. Eine weitere Studie, die Effekte von intensiver,
langer Belastung auf die Leukozytose untersucht, stammt von Keen (Keen, McCarthy
et al. 1995). Hier wurde das Verhalten der Leukozyten im Rahmen eines Fahrrad-
Mehretappenrennens in Grofdbritannien im Jahre 1992 untersucht. Nach jeweils
langen Etappen im Verlauf der Rundfahrt wurden abends und am darauf folgenden
Morgen Blutproben bei acht Fahrern gesammelt. Wahrend des Rennens gab es keine
signifikanten Anstiege der Leukozyten zu beobachten, aber augenscheinlich leichte
Anstiege gab es sehr wohl. Die signifikanten Anstiege gab es zwischen den Proben

vom Abend und folgenden Morgen. Die Gesamtleukozyten fielen in den drei
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gemessenen Ndchten im Mittel um 1,92 Zellen ab, wiahrend die Neutrophilen dabei
1,22 und die Lymphozyten 0,52 Zellen ausmachten. Der Rest entfiel auf die anderen
Untergruppen der Leukozyten. Die Abendproben wurden zwischen 20.30 Uhr und
21.00 Uhr genommen und die Morgenproben zwischen 7.00 und 9.00 Uhr. Wenn man
davon ausgeht, dass die Etappen jeweils am Nachmittag zu Ende gegangen waren,
hatten die Fahrer auch noch einige Stunden nach Rennende erhohte
Leukozytenwerte, die sich wahrend der Nachtruhe normalisierten. Insgesamt wird in
der Studie konstatiert, dass professionelle Radsportler im Vergleich zur
Normalbevélkerung erniedrigte Blutleukozytenwerte aufweisen. Eine letzte Studie,
die noch vorgestellt werden soll, wurde von Degerstrom mit Skilanglaufern mit
nationalem Wettkampfniveau durchgefiihrt (Degerstrom and Osterud 2006). Ziel
dieser Studie war es, das Verhalten der Leukozyten nach wiederholter Belastung
nachzuvollziehen. Dazu wurden zwei Durchldaufe von 30 Minuten bei 80% VOZmax
im Abstand von vier Stunden durchgefiihrt. Wahrend der ersten Belastung stiegen die
Leukozyten wie bekannt an, fielen in der Pause nicht ganz ab und nach der zweiten
Belastung erreichten sie einen noch hoheren Wert als nach der ersten Belastung.
Nach zwei Stunden Erholung waren die Leukozyten immer noch zahlreicher im Blut
vorhanden als es direkt nach der ersten Belastung der Fall war. Teilt man die
Leukozyten in Lymphozyten und Granulozyten auf, erkennt man, warum die
Gesamtleukozyten sich so verhalten. Das liegt daran, dass die Neutrophilen zu jedem
Zeitpunkt mehr sind als am vorherigen, also einen kontinuierlichen Anstieg
verzeichnen, die Lymphozyten aber ganz regelmifdig nach Belastung ansteigen und
danach zuverldssig aufs Ausgangsniveau wieder abfallen. Im Rahmen der
Untersuchungen zeigte sich eine negative Korrelation zwischen maximalen

Neutrophilen-Leveln und VO2max.

2.4.2. Herkunft der Leukozyten

Aus all den dargelegten Studien wird ersichtlich, dass es unabhdngig von der
Belastungsart und der Dauer zu einer Leukozytose kommt, die jedoch in ihrer Kinetik
von der Dauer und Intensitidt der Belastung bestimmt wird. Woher diese Leukozyten
auf einmal so schnell kommen, ist nicht sicher, aber es gibt dafiir experimentelle
Erklarungsansiatze. Da man schon immer die unter Belastung gesteigerten
Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin im Verdacht hatte, zu der Leukozytose
beizutragen, wurden mit ihnen auch Versuche durchgefiihrt. Man konnte zeigen, dass

eine Infusion von Adrenalin und Noradrenalin bei Probanden zwar keine so starke
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Reaktion in Bezug auf Kreislaufparameter wie Belastung selbst ausiiben kann, aber
dennoch ein Anstieg von Herzfrequenz, systolischem Blutdruck und der Anzahl
weifder Blutkérperchen zu messen war (Muir, Cruz et al. 1984). Da man zudem die
low-flow Strombahnen des Korpers, in diesem Fall insbesondere die Lunge, unter
Verdacht hatte, besonders viele weif3e Blutkérperchen an den Endothelien anhaften
zu haben, machte man den Versuch, radioaktiv markierte Zellen zu infundieren und
ihr Verbleiben in der Lunge mittels Kamera fiir radioaktive Strahlung aufzuzeichnen.
Dabei sah man, dass circa 20% dieser Zellen in der Lungenstrombahn und im
Zeitraum von einer halben Stunde auch in Leber und Milz verblieben. Durch die
Belastung nahm die Anzahl peripherer, markierter Zellen zu und auch die Infusion
von Katecholaminen l6ste denselben Effekt aus. Man schloss aus diesen Ergebnissen,
dass die Mobilisierung der Leukozyten aus der Lungenstrombahn einerseits durch
die Katecholamine und andererseits durch die erhéhten Scherkrifte im Rahmen
verstarkter Herzarbeit zu erklaren sei. Flir weitere Erkenntnisse tiber die Wirkung
von Katecholaminen unter Belastung wurde eine Studie mit einem Stufentest auf
einem Fahrradergometer durchgefiihrt (Foster, Martyn et al. 1986). Um den Einfluss
der Katecholamine zu sehen, musste jeder Proband den Stufentest einmal mit und
einmal ohne den unselektiven Betarezeptorenblocker Propranolol durchfiihren. Es
konnten im Vergleich zum Kontrolldurchlauf im Propranolol-Durchlauf geringfiigig
kleinere Herz-Auswurfleistungen verzeichnet werden. Bei den Leukozyten ergab sich
kein signifikanter Unterschied, aber wenn man Lymphozyten und Neutrophile
separat analysiert, wird ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Durchldufen in den beiden hochsten Stufen deutlich. Die Lymphozyten unter
Betablockade sind weniger, die Neutrophilen etwas mehr in der Blutbahn vorhanden.
Zur Klarung der Rolle der Milz fiir die Leukozytose unter Belastung fiihrten Baum
und Kollegen (Baum, Geitner et al. 1996) einen Fahrradergometertest mit
Spleenektomierten Probanden und einer Kontrollgruppe durch. Der Milz kommt eine
Speicherfunktion fiir Leukozyten zu, sodass man davon ausgehen konnte, dass unter
Belastung viele der dort ruhenden Zellen in den Kreislauf gespiilt werden.
Grundsatzlich hatten die Spleenektomierten hohere Ruhe-Leukozytenwerte, aber
unter Belastung hatten Kontrollgruppe und Ektomiepatienten keine
unterschiedlichen Leukozytenkinetiken. Somit konnte die Milz als fiir die

Belastungsleukozytose wichtiges Organ ausgeschlossen werden.
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2.4.3. Lymphozyten unter Belastung

Bisher wurden die Lymphozyten nur als Ganzes betrachtet. Aber nicht nur ihre
absolute Zahl verandert sich, sondern auch die Relationen unter den einzelnen
Subgruppen verschieben sich unter Belastung. Im Rahmen eines zwei Stunden
andauernden Laufbandtests bei 65% der VO2max konnte beobachtet werden (Shek,
Sabiston et al. 1995), dass sich das Verhaltnis von CD4* zu CD8*-Lymphozyten zu
Gunsten der CD8* Zellen verschiebt. Die CD4*-Zellen sind die T-Helferzellen und die
CD8* die zytotoxischen oder Suppressorzellen. Obwohl beide Zellpopulationen
wahrend der Belastung ansteigen, verdandert sich das Verhiltnis, da sie es
unterschiedlich stark tun. In der Erholungsphase von zwei Stunden war eine
Depression der Lymphozyten, aber eine Rekonstitution der CD4* / CD8*-Ratio zu
Gunsten der CD4+-Zellen zu vermerken. Neben den CD4*und CD8* Zellen nahmen
auch die Natural-Killer- Zellen zu (NK-Zellen), aber die Antikérper-produzierenden B-
Zellen veranderten sich nicht signifikant, obwohl sie dem Trend nach leicht anstiegen.
Die Immunglobulinproduktion ging unter Belastung zuriick und auch ex vivo
Stimulation erbrachte erniedrigte Antikorperproduktion. Man schreibt diese
Beobachtung der verdnderten CD4+*/CD8+*-Ratio zu, da CD4* Zellen fiir die B-Zellen
wichtige Proliferationssignale senden. Dass nicht nur unter kurzfristiger Belastung
solche Verdnderungen auftreten, zeigten Laperrier und Kollegen (LaPerriere, Antoni
et al. 1994). Sie unterzogen gesunde, junge Mdnner einem zehnwdchigen aeroben
Trainingsprogramm und untersuchten vorher und nachher die Immunzellen. Sie
fanden heraus, dass das Trainingsprogramm einen Anstieg sowohl der CD4+ als auch
der CD8*-Zellen nach sich zog. Zudem stiegen die CD20+*-Zellen (B-Zellen) an. Die
Ratio veranderte sich nicht signifikant. Man schreibt diesen Zellzahlveranderungen
eine positive Wirkung auf die Immunitit des Probanden zu, da sowohl die
unspezifische Abwehr tiber die CD8* Zellen als auch die spezifische Abwehr durch die
CD4* und CD20* Zellen eine Verstiarkung erfahrt. Dass es sich nicht ganz so einfach
darstellen lasst, gibt die Studie von Gleeson (Gleeson, Bishop et al. 2011) zu bedenken.
Darin wurde das Auftreten von banalen akuten Respirationstrakts Infektionen (ARI)
in Beziehung zum wochentlichen Trainingsaufwand gesetzt. Es fiel auf, dass die
Gruppen mit der hohen und mittleren Trainingsbelastung auch die meisten ARIs
bekamen. Die Stimulation des Probandenblutes mit LPS ergab eine gesteigerte
Interleukin-10 (IL-10) Antwort der hohen und mittleren Gruppen gegeniiber der

niedrigen und auch IL-2, IL-4 und Interferon gamma wurden in der hohen Gruppe
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mehr ausgeschiittet als in der niedrigen. Alle genannten Zytokine haben
immunodepressive Funktion, was somit auch einen Schluss auf die erhohte
Infektionsrate zuldsst. Im Kontext mit der vorigen Studie lasst sich folgern, dass
moderates Training zwar das Immunsystem positiv, zu hohes Training es aber
negativ beeinflusst. Aber anscheinend steigt durch Training nicht nur das Niveau der
anti-inflammatorischen Zytokine, sondern sinkt parallel das Level der pro-
inflammatorischen IL-6 und Tumornekrosefaktor alpha (TNF alpha) (Ambarish,
Chandrashekara et al. 2012). In der Studie mussten Probanden eine moderate und
eine anstrengende Belastung absolvieren, um die Immunreaktion zum
Ausgangszeitpunkt zu messen; anschlief3end wurden sie einen Monat lang trainiert
und fiihrten die beiden Tests erneut durch. Zu beiden Zeitpunkten stiegen IL-6 und
TNF alpha in Abhédngigkeit der Belastungsintensitit an, nach dem einen Monat
Training aber waren ihre Plasmalevel in Ruhe tendenziell niedriger, unter Belastung
unterschieden sie sich nicht. Somit hat man auch hier einen Hinweis auf die
immunodepressive Wirkung von konsequenter korperlicher Belastung. Was
gleichzeitig aber deutlich wird, ist das akute Anfluten von pro-inflammatorischen

Zytokinen in der unmittelbaren Belastungssituation.

2.4.4. Zytokine in der Belastungsimmunologie

Von den langfristigen Immunprofilanderungen zuriick zu den Verdnderungen bei
intensiver, akuter Belastung fiihrt uns die Studie von Neubauer (Neubauer, Konig et
al. 2008): Die Probanden absolvierten einen Ironman Triathlon und wurden in der
Folge auf ihre Zytokinspiegel untersucht. Bei dem bereits vorgestellten IL-10 fiel ein
Anstieg unter Belastung auf, der bis fiinf Tage nach dem Wettkampf noch messbar
war. Ein weiteres Zytokin, was im Rahmen von Studien zur akuten Immunreaktion
des Korpers oft untersucht wird, ist das IL-6. Die Funktion von IL-6 ist eine pro-
inflammatorische, es 16st Fieber und die Aktivierung des Akute-Phase-Systems aus. In
den Triathleten wurde ein starker Anstieg von IL-6 gemessen, der bis einen Tag nach
dem Rennen anhielt. Weitere pro-inflammatorische Zytokine, die unter Belastung
ansteigen, sind Tumornekrosefaktor alpha (TNF alpha) und das
Komplementfragment C5 in seiner Aktivierten Form C5a. Dies konnte im Rahmen
eines Marathons (Camus, Poortmans et al. 1997), bei einem 20 miniitigen
Fahrradergometertest bei 80% VOzmax (Camus, Duchateau et al. 1994) oder bei
einem einstiindigen Laufbandtest mit 65% VO:max mit anschlief3ender Ausbelastung

(Scott, Sale et al. 2013) nachgewiesen werden. Bei letzterer Studie wurde zudem das
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pro-inflammatorische Zytokin IL-1beta als unter Belastung ansteigend postuliert. Auf
der anti-inflammatorischen Seite hingegen gab es einen Anstieg des IL-1
Rezeptorantagonisten (IL-1Ra), einem Protein, das den Rezeptor von IL-1 blockt und
somit seine Wirkung verhindert. Die beiden Antagonisten verhielten sich in ihren
Kinetiken unterschiedlich: IL-1beta zeigte nur einen Anstieg direkt unter Belastung,
IL-1Ra blieb, genauso wie IL-6, bis einen Tag nach Belastung erh6ht. Zudem blieb TNF
alpha bis zwei Stunden nach Belastung im Plasma erhéht nachweisbar. Im Vergleich
von gut trainierten Athleten und einer untrainierten Referenzgruppe wahrend eines
Radergometer Stufentests zeigten sich in beiden Gruppen Anstiege von IL-1beta und
Histamin, wobei die Athleten wesentlich hohere Level dieser beiden Proteine
besafden. (Vielleicht lasst sich mit den gesteigerten Histaminleveln auch die
Anfalligkeit fiir Asthma bei Ausdauersportlern erklaren.) Ein dhnliches Niveau besaf3
das Interleukin 8, das in beiden Gruppen einen deutlichen Anstieg mit gleichem
Endwert aufwies (Mucci, Durand et al. 2000). Auch das IL-8 ist in der pro-
inflammatorischen Kaskade von Bedeutung, indem es beispielsweise in der Lage ist,
neutrophile Granulozyten zu aktivieren. Um die Zytokinantwort der Immunzellen
noch genauer zu untersuchen, bieten sich Stimulationsversuche an. Zusatzlich zu den
Messungen der Zytokine im Plasma nach Belastung, die in einer Studie an Triathleten
nach einem Sprinttriathlon héhere IL-6 Level gefunden hatte, wurde das an den
Abnahmezeitpunkten gewonnenen Blut mit LPS stimuliert und die Zytokine im
Uberstand gemessen. Man fand in den direkt nach der Belastung entnommenen
Zellen gegeniiber den Ruhewerten erniedrigte Zytokinantworten in Bezug auf INF
gamma, IL-1beta und TNF alpha, allerdings nicht bei IL-6 (Weinstock, Konig et al.
1997). Ahnliches geht aus der bereits weiter oben zitierten Studie von Degerstrom
hervor (Degerstrom and Osterud 2006). Das Studiendesign mit zwei
aufeinanderfolgenden Radergometer Belastungen erbrachte auf LPS-Stimulation von
Vollblut direkt nach Belastung eine starkere Zytokinantwort fiir I[L-6 und IL-8. Die IL-
6 Sekretion ging in der Ruhephase wieder auf Baseline Niveau zuriick, IL-8 jedoch
nicht ganz. Nach der zweiten Belastung unterschieden sich die Reaktionen
dahingehend, dass diesmal die IL-6 Antwort gegeniiber der ersten Belastung abnahm,
die IL-8 Sekretion aber das Ausmafd der ersten Belastung noch tberschritt. Das
Saulendiagramm der IL-8 Sekretion ist fast deckungsgleich zu dem Diagramm der

Neutrophilenzahlen. Daraus mag man schliefien kénnen, dass es unter Belastung eine
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erhohte Sekretionsbereitschaft und auch ,Kampfbereitschaft der Neutrophilen

geben kann.

2.4.5. Neutrophile Aktivitat durch Belastung

Dass es bei Belastung zu einer Aktivierung der Neutrophilen kommt, legt die Studie
von Reihmane nahe (Reihmane, Jurka et al. 2012). Darin wurde in einem
Fahrradstufentest die Myeloperoxidase als Aktivierungsmarker der Granulozyten
und die IL-6 und TNF alpha Spiegel bestimmt. IL-6 und MPO stiegen wahrend des
Fahrens an und es konnte eine statistisch signifikante Korrelation zwischen den
Verdanderungen von IL-6 und MPO berechnet werden. Ebenfalls korrelierbar war die
Verdanderung von IL-6 vor und nach dem Ironman zu MPO davor und einen Tag
danach (Neubauer, Konig et al. 2008). Zusatzlich zu dem Anstieg der plasmatisch
vorliegenden Myeloperoxidase fand man bei den Triathleten gesteigerte Level von
neutrophilen-spezifischer Elastase. Auferdem waren die Enzyme im Plasma der
Athleten einen Tag nach dem Rennen noch erhéht und erreichten ihr Ausgansniveau
erst finf Tage nach dem Wettkampf. Ein Anstieg der Myeloperoxidase ist auch nach
kiirzerer Belastung vorhanden, wie zum Beispiel einem Marathon (Camus, Poortmans
et al. 1997) oder aber nur zwanzig Minuten Fahrradergometer bei 80% VO;max.
Dieses fiihrt parallel zur Leukozytose zu einem Anstieg wahrend und einem Abfall
zwanzig Minuten nach Ende der Belastung. Obwohl die Verlaufe gleichsinnig zu den
Leukozyten sind, lief} sich keine signifikante Korrelation berechnen (Camus,
Duchateau et al. 1994). Bei einer Belastung von 55% VO2max fiir zwei Stunden findet
sich ebenfalls ein Anstieg von Neutrophilen im Plasma und ihres Enzyms Elastase, der
noch einige Zeit auf dhnlichem Niveau persistiert. Wenn man aber den Elastase-
release pro Granulozyt berechnet, nimmt dieser pro Zelle im Verlauf der
Erholungszeit von 9h ab. Der oxidative burst durch Stimulation der Zellen verhalt sich
genauso, dass zwar die Gesamt-Kapazitat durch die Belastung gesteigert wurde, aber
insgesamt die einzelne Zelle eine geringere ROS-Generationsfahigkeit besitzt. Diese
Ergebnisse werden durch das parallel Ansteigende Stresshormon Cortisol erklart,
dass als Effekt unter anderem Immunsuppression hat (Li and Cheng 2007). Die MPO
abhingige ROS-Produktion nahm unter Belastung zu, nicht nur an mit PMA
stimulierten Zellen, sondern auch native Zellen zeigten erhdhte spontane MPO-
abhingige ROS-Bildung. Fiir ihre Aktivierung muss das Enzym aus den Granula
entlassen werden (Yamada, Suzuki et al. 2000), was auch dem Mechanismus der oben

beschriebenen NETose entspricht. Konsistent mit den Ergebnissen von Li sind die
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Ergebnisse von Morozov (Morozov, Pryatkin et al. 2003), der eine erniedrigte
oxidative burst-Kapazitit in der Phase der Erholung fand. Bisher wurde noch keine
Studie genannt, die unterschiedliche Belastungsintensititen mit den gemessenen
MPO-Leveln in Verbindung brachte. Darauf zielte die Studie von Bury und Kollegen ab
(Bury and Pirnay 1995). Drei Tests wurden mit folgenden Intensitaten durchgefiihrt:
4h 45%, 3h 60% und 2h 75% VO2max. Zur Mitte des Test war eine Staffelung von
intensiv nach weniger intensiv beobachtbar, jedoch am Ende war die Zeit die
entscheidende Grofe fiir die MPO-Menge im Plasma. Aus diesen Ergebnissen wird
eine Tendenz sichtbar, dass die Aktivierung der Neutrophilen abhingig von der
Intensitit sein konnte, allerdings sind die Auswertungszeitpunkte ungliicklich
gewahlt, da die Mitte der vier Stunden das Ende der zwei Stunden Belastung bedeutet
und zum Ende der zwei Stunden der héheren Belastung tatsdchlich hohere Werte als
nach zwei Stunden leichtem Fahren auffindbar sind. Gleichermafden sind die
Unterschiede der MPO und Elastase zu bewerten, die in Laufern beobachtet wurden
(Camus, Pincemail et al. 1992). Zunachst gingen sie bergauf, um schliefilich bergab zu
rennen. Beide Formen der Belastung hatten einen &dhnlichen Effekt auf die
Neutrophilenzahlen, aber die mutmafilich anstrengendere Form, der Bergablauf,
fiihrte zu hoheren Anstiegen der MPO und Elastase, die wahrend der Erholung
langere Zeit erhoht blieb. Daraus lasst sich eine belastungsabhangige Aktivierung der

Granulozyten ableiten.

Aus den in vivo Versuchen zu den NETs kann man schlief3en, dass die Neutrophilen
durch die wahrend der Belastung anflutenden Zytokine aktiviert werden, es wurden
aber auch bakterielle Lipopolysaccharide als Aktivatoren benutzt. Ein Anstieg dieser
bakteriellen Bestandteile findet sich im Blut von belasteten Sportlern und auch ein
Abfall der Anti-LPS-Antikoper ist zu finden (Bosenberg, Brock-Utne et al. 1988). Die
Spiegel der Pra-Wettkampfwerte von Antikérpern und LPS korrelierten mit der
Trainingsintensitdt so, dass man erhohte Spiegel in starker trainierenden Sportlern
fand. Als Herkunft fiir LPS wird die bakterielle Darmflora tiber eine stressinduzierte
Leckage der Darmepithelien diskutiert. Es fanden sich aber keinerlei Korrelationen
zwischen den Verdnderungen von LPS und den dagegen gerichteten
Immunglobulinen mit anderen Immunmarkern wie TNF alpha oder MPO (Camus, Nys
et al. 1998; Camus, Nys et al. 1998). Da es in einer anderen Studie auch keine
Korrelationen zwischen Entzlindungsmarkern und Endotoxin gab, wurde die Rolle

dieser Stoffe in der belastungsinduzierten Entziindungsreaktion als nicht wesentlich
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eingestuft (Camus, Poortmans et al. 1997). Dass LPS aber dennoch eine Rolle in der
Reaktion des Korpers wahrend des Sports hat, zeigt folgende Studie (Brock-Utne,
Gaffin et al. 1988): Darin war ein 89,4km langer Ultra-Marathon zu absolvieren. 80%
der Athleten waren endotoxdamisch und diejenigen, die unter acht Stunden benétigten,
hatten signifikant niedrigere Endotoxinlevel. Zusatzlich zeigten 80% der tber acht
Stunden laufenden Symptome wie Ubelkeit und Erbrechen, aber nur knapp 20% der
unter-acht-Stunden-Laufer. Bei einem Halbmarathon einige Wochen spater hatte

keiner der Laufer Endotoxin im Blut und zeigte auch keine Symptome.

Man kann also resiimieren, dass Belastung unterschiedlicher Art und Dauer mit einer
jeweils modifizierten Immunantwort einhergeht. Dabei sind die entscheidenden
Parameter die Zellzahlen der einzelnen leukozytiren Untergruppen und die

freigesetzten Zytokine mit ihrer jeweiligen pro- und anti-inflammatorischen Funktion.

2.5.Zusammenfassung der Literatur und Fragestellung

Wie nun anhand der vorangehend dargelegten Literatur gezeigt werden konnte, ist
die sportliche Belastung mit zahlreichen immunologischen Veranderungen verkniipft.
Nicht nur die einzelnen Zytokine wie Interleukin 6, 8 oder 10 finden sich vermehrt im
Blut, sondern auch die Zellen andern ihren Aktivititszustand, indem sie wie die
neutrophilen Granulozyten degranulieren und ihre Abwehrfunktion im Plasma zum
Tragen kommen lassen. Parallel zu dieser immunologischen Modifikation des
Organismus ist ein Anstieg der Plasma-DNA beschrieben worden, fiir den aber noch
kein Freisetzungsmechanismus geschweige denn freisetzender Zelltyp gefunden
werden konnte. Ahnliche Plasmaanstiege von zellfreier DNA wie beim Sport findet
man in unterschiedlichen Pathologien und auch die systemische Entziindung gehort
dazu. In Bezug auf dieses Phanomen ergeben sich Parallelen. Man weif3, dass die DNA
in einem entziindlichen Prozess in Form von Neutrophil Extracellular Traps aktiv von
neutrophilen Granulozyten freigesetzt wird. An dieser DNA gebunden finden sich die
sonst granuldr vorkommenden Enzyme neutrophilenspezifische Elastase und
Myeloperoxidase. Diese beiden Enzyme steigen als indirekte Aktivitatsmarker fir
diese Granulozytenart ebenfalls an. Aus diesem Sachverhalt ergeben sich folgende
Fragen fir die vorliegende Arbeit: Lasst sich ein Verhaltnis von DNA zu Leukozyten
oder gar neutrophilen Granulozyten errechnen? Kann man fiir die DNA-Anstiege eine

Verhaltnismafdigkeit zu den granulozytiren Enzymen unter Belastung finden? Und
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konnte dann im letzten Schluss die DNA unter Belastung auch ein Resultat der

NETose sein?

Des Weiteren ist es so, dass seit dem ersten Paper zur DNA unter Belastung zwar
nunmehr fast zehn Jahre vergangen sind, aber nur wenige Paper zu diesem Thema
existieren. In den Papers wird vor allem der Anstieg der Plasma-DNA zusammen mit
anderen im Blut messbaren Parametern betrachtet, aber in keinem Paper findet man
eine Aussage lber die Verkniipfung der DNA mit den Parametern der sportlichen
Belastung. Wie von Beiter (Beiter, Fragasso et al. 2011) vorgeschlagen, soll an einem
Ergometrie-Modell mit Amateur-Radsportlern neben der immunologischen
Fragestellung untersucht werden, ob es Verknilipfungen zwischen der

Belastungsphysiologie und der zellfreien DNA im Plasma gibt.
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3. Materialien und Methoden

3.1.Probandenkollektiv

3.1.1. Rekrutierungsmethode, Ein- und Ausschlusskriterien

In die Studie wurden insgesamt elf mannliche Probanden eingeschlossen, die in der
Ambulanz der Abteilung fiir Sportmedizin des Instituts fiir Sportwissenschaften der
Johannes Gutenberg Universitat zu Mainz eine Leistungsdiagnostik im Rahmen einer
Spiroergometrie erhalten sollten. Die Studie wurde von der Ethikkomission der
Landesdarztekammer Rheinland-Pfalz angenommen. Die Probanden wurden auf die
Moglichkeit der Teilnahme hingewiesen und schriftlich wie auch miindlich aufgeklart.
Die eingeschlossenen  Radsportler waren 23%2,65 Jahre (Mittelwert+
Standardabweichung) alt. Sie hatten einen durchschnittlichen BMI von 22,6+1,51
kg/m? bei einem Gewicht von 75,75kg+5,19 kg und einem Korperfettanteil von
11,09+2,86%.

Standardab

Mittelwert weichung Maximum Minimum
Body-Mass-Index 22 55 1,51 25,00 20,00
Gewicht 75,75 519 84,90 68,30
VO2max 63,53 8,41 78,50 5410
Leistung aerobe 2,84 A7 3,70 1,90
Schwelle
Leistung maximal 494 48 6,10 4,30
FEV1 492 84 6,12 3,24
Ventilation maximale 176,80 22,02 203,00 135,00
Last
Herzfrequenz in Ruhe 83,09 9,84 109,00 72,00
maximale Herzfrequenz 194 55 8,45 207,00 183,00

Tabelle 1: Probandenkollektiv mit deskriptiven Statistiken. Body-Mass-Index in kg/m?;
Gewicht in kg; VO:max in ml Oz/min und kg Kérpergewicht; Leistung in W/kg Kérpergewicht;
FEV1 in l; Ventilation in 1/min und Herzfrequenz in Schligen pro Minute

Als formales Einschlusskriterium wurde zunidchst eine Rennlizenz des Bund
Deutscher Radfahrer (BDR) vorausgesetzt. Mit dem Losen dieser Lizenz unterwirft
sich der Sportler ,den aktuellen Reglements von 10C, UCI, DOSB, BDR; dem aktuellen
WADA- und NADA-Code und akzeptiert die darin vorgesehenen Dopingkontrollen,
Bluttests und deren Standards” (Originalaufschrift der Lizenzkarte des BDR). Diese

Lizenz berechtigt somit zu der Teilnahme an offiziellen Rennen des BDR sowie
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internationalen Rennen. Alle Teilnehmer waren in der Saison 2011 am
Renngeschehen beteiligt. Vornehmlich bestand das Rennprogramm aus kurzen,
intensiven Kriterien, die auf ein bis zwei Kilometer langen Runden mit einer
Gesamtdistanz zwischen 60 und 70 Kilometern ausgetragen werden. Mit Einfiihrung
dieser Voraussetzung der Wettkampfteilnahme sollte eine relative Einheit in der
Leistungsfahigkeit auf dem Radergometer sichergestellt werden. Des Weiteren
mussten die Patienten zwischen 20 und 30 Jahren alt sein. Um anderweitige
Beeinflussung der Testergebnisse zu vermeiden, wurde den Patienten gesagt, dass sie
ab 48 Stunden vor Testbeginn keinen Alkohol sowie kein Koffein zu sich nehmen
dirften. Zudem wurde jegliche Art von Dauermedikation als Ausschlusskriterium
gewertet. Um Interferenzen mit der circadianen Rhythmik auszuschliefden, wurden

die Tests zwischen neun und elf Uhr morgens durchgefiihrt.

Als weiteres Ausschlusskriterium galt zudem eine Bienengiftallergie, die
anamnestisch erfragt wurde, da die hyperamisierende Finalgon-Salbe Stoffe des
Bienengiftes enthalt. Aufierdem fiihrten pathologische Lungenfunktions- und/oder
EKG-Alterationen, die einer Belastung im Rahmen einer Ergometrie widersprechen

zum Studienausschluss.

3.1.2. Abbruchkriterien

Fir den Abbruch des Tests wurden subjektive und objektive Abbruchkriterien
formuliert. Bei den subjektiven wurden Angina Pectoris, Dyspnoe, muskuldre
Ermiidung, Erschopfung. Schwindel, starke Kopfschmerzen, Synkope oder andere

durch den Probanden angegebene Beschwerden als Abbruchkriterium gewertet.

Als objektive Kriterien zahlten Einschrankungen der kardiovaskuldren Funktions-
und Leistungsfahigkeit, die mit EKG und Blutdruckmessung tiberwacht wurden.
Konkret waren dies ST-Streckenverdnderungen, maligne Herzrhythmusstérungen,
atypisches Blutdruckverhalten mit Uberschreitung des systolischen Blutdrucks iiber
250 oder des diastolischen Blutdrucks von 120, zudem Blasse oder unkoordinierte

Bewegungen des Probanden

3.2. Materialien und Gerate

Gerat/ Material Hersteller

Ergoselect 200 Fahrradergometer Ergoline GmbH, Bitz
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Ambistick Spirometrie Geratherm  Respiratory GmbH, Bad
Kissingen

Blue Cherry Spirometrie Software Geratherm  Respiratory GmbH, Bad
Kissingen

Spiro pro+ Pocketspirometer

Jaeger, Héchberg

InBody 3.0 Body composition analyzer

Biospace, Seoul, Stidkorea

Monovetten und Venenpunktionsset

,Butterfly”

Sarstedt AG und Co, Sarstedt

QlAvac 24 Vacuumpumpe

QIAGEN, Hilden

Heizthermomixer MHR 13

HLC, Bovenden

iMark Microplate Reader

Biorad, Miinchen

Microplate Manager 6 Software

Biorad, Miinchen

iCycler MylQ5 Detection System

Biorad, Miinchen

Galaxy 170 S Brutschrank, New Brunswick

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge 5424 R und 5810 R

Eppendorf, Hamburg

10, 100, 1000 pl Pipetten ,,Research Plus”

Eppendorf, Hamburg

»Multipette stream”

Eppendorf, Hamburg

»,Easypet” Stabpipette

Eppendorf, Hamburg

Stabpipette Cellstar 5, 10, 25, 50 ml

Greiner bio-one, Erlangen

Pipettenspitzen

Greiner bio-one, Erlangen

Falcon tube 15 ml

Greiner bio-one, Erlangen

Reagiergefalle 0,2; 0,5; 1,5ml

Greiner bio-one, Erlangen

PCR-plate Klebefolie ,,Ampiseal

Greiner bio-one, Erlangen

gPCR tube plate, white

Peglab, Erlangen

Excel 2010 fur Mac

Microsoft, Bad Homburg vor der Héhe

SPSS 21

IBM, Ehningen
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3.3.Chemikalien

Chemikalie

Bezugsfirma

PBS

Invitrogen, Darmstadt

UltraPure DNase/RNase free distilled water

Invitrogen, Darmstadt

Tego Puffer 2-fac

Bioline, Luckenwalde

Velocity Polymerase

Bioline, Luckenwalde

MgCl; 25mM Bioline, Luckenwalde
HotStar Taq Plus Polymerase QIAGEN, Hilden
HotStar Taq PCR-Puffer QIAGEN, Hilden
QIAmp DNA Blood Mini Kit QIAGEN, Hilden

dNTPs

Roth, Karlsruhe

SYBR Green

Sigma, Hamburg

FITC 0.1 uM 10-fach

Sigma, Hamburg

MPO ELISA kit

USCN Life Sciences

3.4.Testaufbau

3.4.1. Spiroergometrie

Fir die Tests wurde das Fahrradergometer der Ambulanz der Abteilung fiir
Sportmedizin eingesetzt, das mit einen Computer verbunden war, der das Ergometer
steuert: Dieser Computer regelt die eingestellte Last, gegen die der Proband arbeiten

muss, zudem laufen iiber diesen PC Blutdruckmessung, 12-Kanal-EKG-Ableitung und

die spirometrische Uberwachung des Probanden.

Die Spirometrie arbeitet mit einem offenen System, bei dem tiber eine Atemmaske
mit Flow-Meter das inspiratorische sowie das exspiratorische Gasgemisch analysiert
wird. Die Messgrofden V02, VCO;, Atemzugvolumen, Atemminutenvolumen und
Respiratorischer Quotient (RQ) werden mittels breath-by-breath-Modus ermittelt, um

die kleinstmogliche zeitliche Auflosung dieser Parameter zu erhalten.




Nach einer sportmedizinischen Untersuchung mit Ruhe-EKG,
Lungenfunktionsuntersuchung und Korperzusammensetzungsanalyse mittels
Bioimpedanzanalyse wurden die Probanden auf dem Radergometer dahingehend
vorbereitet, dass ihnen das Ohrlappchen mit hyperamisierender Finalgon-Salbe
eingerieben wurde. Dies dient dazu, dass die Laktatabnahme mittels Stechlanzette
und heparinisierter Kapillare unter Belastung etwas leichter von statten gehen kann.
Die Geometrie des Rades wurde durch Sattel- und Lenkerposition nach Wunsch des
Sportlers eingestellt und die EKG-Saugelektroden nach Eindhoven und Wilson
angelegt. Anschlieflend wurde die Spirometriemaske angepasst und mit der
Messeinheit verbunden. Nach Aquilibrierung der Atemgase wurde der Test mit einer
einminiitigen Aufwdrmphase begonnen, in der der Proband zunidchst ohne
Widerstand pedalierte. Nach dieser ersten Minute wurde der Test mit 50 Watt
Eingangsbelastung gestartet. Das Testprotokoll beinhaltete 3 Minuten andauernde
Stufen mit 50 Watt Steigerung zur vorherigen, die automatisch durch den Computer
eingestellt wurden. Nach jeder Stufe wurde aus dem Ohrldppchen eine Probe
Kapillarblut. Auf Zeichen des Sportlers wurde der Test bei volliger Ausbelastung
abgebrochen und in eine 6 Minuten lange Ausrollphase libergegangen, in der das
Ergometer auf eine Last von 50 Watt eingestellt wurde. Nach dieser Zeit durfte sich

der Sportler vom Rad begeben.

3.4.2. Probengewinnung

Dem Sportler wurden direkt nach Ankunft in der Ambulanz der Abteilung fir
Sportmedizin nach Erklarung des Einverstindnisses zur Teilnahme an der Studie
insgesamt zwei 7,5ml EDTA-Rohrchen fiir die Gewinnung von Plasma und ein 2,7ml
EDTA-Rohrchen fiir die Bestimmung eines Differentialblutbildes mittels standard
Venenpunktionstechnik aus einer Armvene entnommen, sodass der Blutverlust
insgesamt ca. 17ml bei dieser (Zeitpunkt 1 =T1) und jeder folgenden Entnahme im
Verlauf betrug. Die weiteren Entnahmen fanden direkt nach Beendigung des Tests
noch auf dem Radergometer sitzend wahrend der Ausrollphase (T2) und neunzig

Minuten nach Ende der Belastung statt (T3).

Die Proben fiir das Differentialblutbild wurden bei 4°C bis zur Abholung durch den
Fahrer des Amedes Labors Raunheim gelagert. Fiir die Weiterverarbeitung des
Vollbluts zu Plasma wurden die Entnahmeréhrchen unmittelbar in das nur wenige
Schritte entfernte Abteilungslabor gebracht. Dort wurden die R6hrchen eréffnet und
das Vollblut der zwei Abnahmebehadlter mittels Stabpipette in je ein 15 ml Falcon
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Tube tuberfiihrt. Diese Tubes wurden bei 1600 rcf fiir 10 min zentrifugiert,
anschliefiend aus der Zentrifuge genommen und nun das Plasma ebenfalls mit
Stabpipette von der Zellphase abgenommen und in einem neuen 15 ml Falcon Tube
zusammengeflhrt. Dieses Tube wurde nun bei 16000 rcf fiir 5 min zentrifugiert, um
restliche durch das Abnehmen noch im Plasma befindlichen Zellen und sonstigen
Detritus zu beseitigen (Beiter, Fragasso et al. 2011). Nach diesem Schritt wurde das
Plasma mit einer Multipette der Firma Eppendorf in 200ul Aliquots aufgeteilt und

anschliefdend bei -20°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

3.5. Datenauswertung der Spiroergometrie

Wahrend des Tests speichert die Software der Spiroergometrie alle dreifdig Sekunden
die aktuellen Werte des Probanden und nach Abschluss des Tests gibt der Computer
eine sogenannte Wasserman 9-Felder-Grafik aus, in der der Verlauf der wesentlichen
Parameter wie Herzfrequenz, COz2-Abgabe und Oz-Aufnahme, der daraus berechnete
Respiratorische Quotient (RQ), die Ventilation und die Wattstufen graphisch
dargestellt sind. Zudem fasst er die Ruhe-, Schwellen und Maximalwerte in einer
Tabelle zusammen. Der RQ ldsst Riickschliisse dariiber zu, welchen
Hauptenergietrager der Sportler gerade verbrennt. Bei vornehmlich fettgestiitzter
Energiebereitstellung ist er <1, bei zunehmend anaerobem, kohlenhydratabhédngigen
Stoffwechsel steigt er iliber 1. Die hochsten Werte nimmt er kurz nach
Belastungsabbruch an, wenn der Sportler versucht seine Sauerstoffschuld

ventilatorisch zu kompensieren.

3.5.1. Bestimmung der aerob-anaeroben Schwelle

Wahrend der Ergometrie werden, wie bereits beschrieben, die Atemgase stindig
analysiert und zudem aus dem Ohrlappchen des Probanden Kapillarblut gewonnen.
Die metabolische Schwelle wird dabei durch das Programm WinLactat anhand der
Laktatkurve des Belastungsintervalls gewahlt, wahrend die respiratorische graphisch

aus obigen Wassermann-Darstellungen ermittelt wird.

3.6. Differentialblutbild

Die Bestimmung des Differentialblutbildes wurde, genauso wie die weiter unten
beschriebene Messung der neutrophilenspezifischen Elastase, aus
Praktikabilitatsgriinden im Labor Raunheim der Amedes Labor-Gruppe durchgefiihrt.
Diese Bestimmung erfolgt dort aus EDTA-Blut mittels eines vollautomatischen

Sysmex XE-5000 Durchflusszytometers. Die Erythrozyten und Thrombozyten werden
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darin tiber Impedanzmessung, die Leukozyten wund Lymphozyten iiber

lasergesteuererte Grof3en- und Strukturunterschiede gemessen.
3.7.DNA-Messung

3.7.1. DNA-Isolation aus Blutplasma

Zum Teil musste die DNA zunachst aus dem Blutplasma aufgereinigt werden. Dazu
wurde das QIAmp DNA Blood Mini Kit verwendet, das mittels speziell beschichteter
Saulen die DNA aus dem dazugegebenen Plasma festhdlt und spater mittels

Spiilpuffer wieder in Losung bringt.

Die Aufreinigung geschah nach dem vorgegebenen Protokoll fiir Plasma mittels
Vakuumpumpe. Dafiir wurden 400ul Plasmaaufgetaut und unter Zugabe von 40ul
Proteinase K und 400ul Buffer AL bei 56°C fiir 30 min auf dem Thermoblock inkubiert
und anschliefend mit 400pl hundertprozentigem Ethanol versetzt. Diese Losung
wurde nach kurzem Abkitihlen auf die vorbereiteten Auftrennungssaulen gegeben, die
mit dem QIAGEN QIAvac 24 verbunden waren, um die Fliissigkeit durch die Saule zu
saugen. Die Vacuumextraktion ist eine komfortablere und schnellere Alternative zum
Abzentrifugieren der Sdulen, da man sich jeweils das Herausnehmen und umsetzen
der Saulen spart und stattdessen nur die niachste Losung auf die Sdaule geben muss.
AnschliefSend wurden die Sdulen mit 750ul Buffer AW 1 und nach erneutem
Absaugen 750ul Buffer AW 2 gewaschen. Nach einem einminiitigen
Trockenzentrifugieren bei 1000g wurde die auf der Sdule befindliche DNA mit 100pul
Buffer AE fiir 1 min inkubiert. Durch das Verhaltnis von 400ul Plasma zu 100pl
Elutionspuffer wurde eine vierfache Aufkonzentrierung der DNA im Vergleich zum
Plasma erreicht. Jede Sdule wurde auf ein neues 1,5 ml Eppendorf Reagenzgefafs
gesetzt und bei 6000g fiir 1 min abzentrifugiert. Das Eluat wurde sofort zur

Aufbewahrung in den -20°C Gefrierschrank verbracht.

Aufgrund der grofden Probenzahl, die die Anzahl an Absaugstutzen der Vacuumanlage
aber auch der Zentrifuge tiberschritt, wurde die Aufreinigung in zwei Durchgédngen
durchgefiihrt: Zunachst die sechs ersten Probanden mit ihren drei

Abnahmezeitpunkten und anschliefsend die zweite Halfte mit insgesamt 15 Proben.

3.8. DNA-Quantifizierung mittels RT-PCR

Die real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) ist ein Verfahren, das wie die

herkémmliche PCR auf einer exponentiellen Vermehrung spezifischer DNA-

39



Sequenzen beruht. Bei der RT-PCR wird dem Reaktionsansatz ein
Fluorenszenzfarbstoff zugefiigt, der in jedem Vermehrungszyklus ein zu
bestimmendes Signal emittiert. Ubersteigt dieses Signal eine Schwelle (Threshold),
wird es detektiert und anhand einer Standardgrade einem absoluten DNA-Wert

zugeordnet.

Es kommen zwei verschiedene Primerpaare zum Einsatz, die in hochkonservierten,
repetitiven DNA-Sequenzen binden, die iiber alle Chromosomen gleichmaf3ig verteilt
sind. Mit dieser Primerwahl ist man in der Lage, auch Bruchteile von genomischer
DNA zu quantifizieren, da man hier nicht wie bei single locus primern davon abhingig
ist, dass genau dieses eine Stiick Genom freigesetzt wird. Die eine Methode setzt
aufgereinigtes Plasma ein und verwendet Primer fiir das LTR5 Element, die andere
verdiinntes Plasma und L1PA2-Primer. Fiir beide PCR-Setups gibt es ein Primerpaar,
das ein unter hundert Basenpaare langes Fragment amplifiziert, und ein langes
jenseits der zweihundert Basenpaare, um eventuelle Unterschiede in der DNA-
Integritdt feststellen zu konnen. Diese Integritit berechnet sich mittels des
Quotienten aus Quantitit des langen geteilt durch die Quantitit des kurzen
Fragments dar. Das bedeutet bei einer Integritat von 0,5 doppelt so viele kiirzere

Fragmente wie lange vorliegen.

3.8.1. Real-time PCR aus verdiinntem Plasma

Bei dieser PCR ist das repetitive Element das sogenannte L1PA2-Element, in dem die
Primer binden. Es ist ein sogenanntes LINE-Element, was fiir long interspersed
nuclear element steht und eine hochkonservierte, nichtkodierende DNA-Sequenz
darstellt. Die Sequenz und spater die Primer wurden mittels Software gefunden,

wobei zunichst im UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu) eine geeignete

Sequenz gesucht und anschliefiend mit Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3)

die entsprechenden Primer nach Schmelzpunkt und Affinitat definiert wurden. Die
verwendeten Primer amplifizieren ein 90 und ein 222 Basenpaar langes Fragment,
die beide circa 3300 Mal im menschlichen Genom binden. Fiir das kurze Amplikon
lautet das Primerpaar forward 5-TGCCGCAATAAACATACGTG-3" und reverse 5'-
GACCCAGCCATCCCATTAC-3’, fiir das lange ist der forward derselbe, der reverse lautet
aber 5’-TGCCGCAATAAACATACGTG-3’. Als Standards wurde die L1PA2-Sequenz
mittels eines E. Coli-Stamms amplifiziert und in einer entsprechenden Verdiinnung
zur Bestimmung der Standardreihe eingesetzt. Als externer Kalibrator wurde das
verdiinnte Plasma eines Institutsmitarbeiters verwendet, indem auf jeder Platte die
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Detektionsschwelle auf einen definierten Wert dieser Probe gesetzt wurde. Da die
Platte nur iiber 96 Wells verfiigt, mussten auch hier die Probanden auf zwei Platten

aufgeteilt werden.

Wahrend der Vorbereitungen fiir den Versuch wurde die Arbeitsbank und alle im
Versuch benutzten Gerate fir 30 min UV-bestrahlt. Zunachst wurde das Plasma 1:40
in sterilem Wasser verdiinnt, indem 117yl H20 und 3upl Plasma in einem
Reagenzgefafd zusammengefiihrt wurden. Um Ungenauigkeiten in der Handhabung
der Proben und spater in der elektronischen Auswertung vorzubeugen, wurden alle
Proben in Tripletts gemessen. Fiir das PCR-Mastermix wurden pro Triplett 24pl
TEGO-Puffer 2-fach, 0,7ul 10-faches SYBR Green, 0,5ul 0,1uM FiTC, 1ul Velocity
Polymerase, 1pl 25mM MgClz, 4pl 3,49uM Primer Mix aus forward und reverse
primer eingesetzt und mit einem Triplett rechnerischem Sicherheitsabstand fiir die
vorgesehene Anzahl Proben berechnet. Nun wird in jedes fiir die Proben vorgesehene
Reagenzgefaf zu den 6,4l verdiinnten Plasmas noch 41,6ul Mastermix gegeben. Fiir
die NTC wurden 6,4l in sterilem Wasser geldstes Mausplasma verwendet, damit die
eventuell durch Plasmaproteine verursachte Beeinflussung der Messung auch in der
NTC berticksichtigt wird. Somit hat man pro Triplett ein Gesamtvolumen von 48pl,
was drei Mal 15pl fiir die Einzelmessung plus Pipettierverlust entspricht. Zum
Abschluss wird die Platte mit einer PCR-Folie sorgfiltig abgeklebt und 2 min bei
1500g in der grofsen Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Anschlief3end wird im iCycler
MylQ5 die Plattenbelegung festgelegt und das Protokoll gewahlt. Dieses besteht nach
der initialen Heizphase aus einem Halt von zwei Minuten bei 98°C, gefolgt von 35
Zyklen mit Schmelzvorgang fiir zehn Sekunden bei 94°C, Anlagerung fir dreifdig
Sekunden bei 64°C und Verlangerung fiir zehn Sekunden bei 79°C. Mit Abschluss des
Laufs wurde die Kalibration durchgefiihrt und die Rohdaten exportiert und in
Microsoft Excel 2011 anhand der etablierten Standardkurve die Detektionsschwellen

in absolute DNA- Mengen umgerechnet.

3.8.2. Real-time PCR aus aufgereinigtem Plasma
Das zweite Primerpaar zielt auf das LTR5-Element ab. Dieses ist ebenfalls eine
hochkonservierte repetitive Sequenz und die verwendeten Primer binden circa 200
Mal im menschlichen Genom. Die Primer wurden nach derselben Art und Weise
gefunden wie auch die L1PA2-Primer. Der forward Primer fiir das kurze Fragment
von 70 Basenpaaren hat die Sequenz ACCGAGACATTCCATTGCC, wahrend der reverse
Primer GCCTCTTGCAGTTGAGACAAG ist. Das langere iiber 323 Basenpaare gehende
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Primerpaar besteht aus GGAGAGGGTCAGCAGACAAAC fir forward und
GACACCGTAAAGGGTCTGTG fiir reverse. Fir die Kalibration der einzelnen Platten
wird ein Paar des Standards auf die Platte gebracht, das einerseits 10> und
andererseits 102 Kopien pro pl der LTR5-Sequenz entspricht. Uber die
Bindungsfrequenz des Primers im menschlichen Genom kann man berechnen,
wievielen Kopien genomischer DNA dies entspricht und tiber einen
Umrechnungsschritt kommt man auf die absolute Menge genomischer DNA in der
Probe. Diese Berechnungen werden in einer vorher angelegten Exceltabelle
durchgefiihrt. Die Kalibration erfolgt anhand des 102-Kopien-Standards bei einem

festgelegten Detektionsschwellenwert.

Flr das Kit missen pro Triplett 5pl PCR-Puffer, 1ul 25 mM MgCly, 0,251ul HotStar Taq
Plus-Polymerase, 1ul 10mM dNTPs, 0,7l zehn-faches SYBR Green, 0,25ul 1uM FiTC
und 16,9l steriles Wasser in einem Reagiergefafd gemischt werden. Anschlief3end
werden in einem neuen Gefafd 24pl Kit mit 8ul Primermix aus forward und reverse
und 16 pl Eluat aus oben beschriebener Aufreinigung beziehungsweise steriles
Wasser fiir die NTC gemischt. Wieder werden 15pl in jedes Well pipettiert und nach
Verschluss der Platte mit Folie die Zentrifugation fiir 2 Minuten bei 1500 rcf
durchgefiihrt. Auch fiir diese PCR erfolgt der Lauf im iCycler MyIQ5. Das Protokoll
besteht anfangs aus einem Halt von 5 Minuten bei 95°C, gefolgt von 40 Zyklen mit
Schmelzen fiir 15 Sekunden bei 94°C, Anlagerung fiir 30 Sekunden bei 61°C und
Verlangerung fiir 30 Sekunden bei 80°C.

Die Aufreinigung und Messung dieser Methode wurden zum Teil durch Tobias Ehlert

und Olga Moser durchgefiihrt.
3.9. Enzymmessungen

3.9.1. ELISA fiir Myeloperoxidase

Zur Bestimmung der Plasmakonzentration der Myeloperoxidase wurde das Kit der
Firma USCN Life Sciences verwendet. Das Prinzip des Sandwich ELISA beruht auf an
der Oberflache des Sets gebundenen, spezifischen Antikdrpern, die das Plasmaprotein
binden. Ein Sekundarantikérper bindet ebenfalls und wird spater durch einen
weiteren Antikorper, der ein Enzym fiir Farbreaktionen besitzt, detektiert. Durch
Zugabe eines Farbstoffes kann man durch Messung von Absorption im die Quantitat

des Proteins bestimmen.
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Alle in diesem Versuch benutzten Chemikalien sind im Kit enthalten und das
Prozedere entspricht dem im Handbuch vorgegeben. Fiir die Messung werden die
Plasmaproben zunidchst aufgetaut und im Verhadltnis 1:10 mit ready to use PBS
verdiinnt. Anschlieflend wird das mitgelieferte Referenzprotein in 1ml standard
diluent gelost und iiber weitere Verdliinnungen eine Standardreihe erstellt. Die
Standardreihe und eine blank-Probe aus PBS wird zusammen mit den verdiinnten
Plasmaproben in Duplikaten auf die ELISA-Platte pipettiert und die Platte dann bei
37°C im Brutschrank fiir 2 Stunden inkubiert. Alle nun folgenden Inkubationsschritte
erfolgen ebenfalls unter Brutschrankbedingungen. Wahrenddessen werden die
detection reagents A und B mit ihrem jeweiligen assay diluent A und B verdiinnt und
nach dreimaligem Waschen der Platten mit washing solution wird zunachst detection
reagent A fir eine Stunde und anschlieflen detection reagent B fiir 30 Minuten
hinzugegeben. Um eine sichtbare Reaktion zu erhalten werden die Wells nun fiir 20
Minuten mit substrate solution und zum Schluss noch mit stop solution inkubiert. Die
durch den letzten Schritt entstandene Farbung der Wells wird im Plate Reader
gelesen und mit der Microplate Manager 6 Software ausgewertet. Dabei markiert man
die Konzentrationsreihe als Standard und der Computer gibt dem Benutzer fiir die

einzelnen Proben die absolute Menge an Protein anhand dieser Standardkurve aus.

3.9.2. PMN-Elastase

Wie bereits erwidhnt, fiihrte diese Analyse das Amedes-Labor durch. Fiir die
Quantifizierung der PMN-Elastase benutzt das Labor das ELISA-Kit der Firma Immun
Diagnostik, Bensheim. Dieses Kit beruht auf demselben Prinzip wie das eben
beschriebene Kit fiir die Myeloperoxidase. Auch hier wird das Plasma der Probanden
zundchst 1:100 verdiinnt. Unterschiede sind lediglich die Inkubationszeit und -

temperatur, da hier nur eine Stunde und bei Raumtemperatur inkubiert wird.

3.10. Datenerfassung und statistische Auswertung

Alle Daten wurden in Excel 2010 zusammengefasst und mittels SPSS 21 auf dem
Terminalserver des Zentrums fiir Datenverarbeitung der Johannes Gutenberg
Universitdt ausgewertet. Es wurden deskriptive Statistiken fiir alle Parameter erstellt.
Die Varianztestung wurde mit dem einseitigen Wilcoxon-Test durchgefiihrt. Wegen
der nicht bei allen Variablen gegebenen Normalverteilung wurde der
Korrelationskoeffizient nach Spearman fiir die Parameter zu den Zeitpunkten und

ihre jeweilige Verdanderungen zwischen den Messzeitpunkten errechnet. Fiir die
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Korrelationen wurde als kleinstes R=0,500 vorausgesetzt. Abschliefdend wurden die
Ergebnisse graphisch dargestellt und von den Korrelationen Streudiagramme
entworfen. Wegen der Verwendung der Spearman-Korrelation wurde nach
Riicksprache mit Frau Dr. Elsifler vom Institut fiir Medizinische Biometrie,
Epidemiologie und Informatik (IMBEI) der Universitit Mainz auf Ausgleichsgeraden
in den Streudiagrammen verzichtet, da ihre Aussagekraft bei der betrachteten
Probandenanzahl nicht grof3 genug sei. Zudem seien bei Korrelationen die p-Werte
ohne Aussage in Bezug auf den numerischen Wert des Koeffizienten, weshalb diese in
der Darstellung der Ergebnisse ebenfalls weggelassen wurden. SPSS stellt die
Korrelationskoeffizienten in der Ausgabetabelle mit drei Dezimalstellen dar, welche

aus Vereinfachungsgriinden im Ergebnisteil auf zwei Stellen gerundet wurden.
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4. Ergebnisse

4.1. Deskriptive Statistiken und Wilcoxon-Test

Im Folgenden werden die Ergebnisse der deskriptiven Statistik und des Wilcoxon-
Tests dargelegt. Von allen Testungen sind Tabellen mit Informationen iiber
Mittelwerte und Standardabweichung beziehungsweise die p-Werte im Anhang zu
finden. Zudem befinden sich im Anhang die Abbildungen, auf die im Text verwiesen

wird.

4.1.1. Leistungsphysiologie

Beziiglich ihrer Leistung auf dem Radergometer wurde bei Abbruch der Belastung
eine VOz2max von 63,53 ml x kg KG! x min! ermittelt und auf der Grundlage der
Laktatmessung ergaben sich Leitungswerte an der individuellen metabolischen
anaeroben Schwelle von 3,21+0,51 W/kg KG und einer maximalen Leistung von
4,94+0,48 W/kg KG. Dabei war die Leistung an der aeroben Schwelle geringfiigig
niedriger als an der metabolischen und beide Schwellenwerte waren kleiner als die
maximale Leistung bei Belastungsabbruch (Abb.1). Die Sportler erreichten bei
Belastungsende eine maximale Herzfrequenz von 194,55+8,45 Schlagen pro Minute,
bei einer Steigerung um den Faktor 2,34 vom Ausgangswert von 83,09+9,84 Schlagen
pro Minute. Das Einsekundenvolumen (FEV:i) wahrend der sportmedizinischen
Untersuchung vor Belastung war mit 4,92+0,84 1 bestimmt worden. Daraus ergaben
sich fiir die maximale Ventilation theoretische Werte von 196 1/min nach Berechnung
der MVV, der maximalen willkirlichen Ventilation. Tatsachlich kamen die Probanden
im Mittel auf 176,8+22,8 I/min. Das mittlere Laktat stieg von 1,15 mmol/l auf
maximale Werte von 10,29+2,17 mmol/l, was einer Vervielfachung um den Faktor
8,94 entspricht. Auch der letzte belastungsabhdngige Parameter, der respiratorische
Quotient, stieg von den Schwellenwerten an der respiratorischen zur metabolischen

und zum Maximalwert zum Zeitpunkt T2 von 0,94 zu 0,99 und finalen 1,19 an.

Die wahrend der Belastung erhobenen Parameter Herzfrequenz, Blutlaktat,
Ventilation, respiratorischer Quotient und Leistung stiegen alle signifikant mit p-
Werten im Wilcoxon-Test zwischen 0,003 und 0,005 an. Herzfrequenz und
Ventilation zeigten von Ruhe zur ventilatorischen aeroben Schwelle und von der
Schwelle zur Ausbelastung leicht gegenldufige Trends (Abb. 2): Die Herzfrequenz
stieg zundchst starker als die Ventilation an, nach der Schwelle jedoch geringer als die

Ventilation.
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4.1.2. Leukozyten

— Leukozyten
Neutrophile
— Lymphozyten
— Monozyten
— Eosinophile
8,00 — Basophile

10,007

6,00

Zellen pro nl

4,00

2,004

00

Zeitpunkt
Fehlerbalken: 95% CI

Abbildung 3: Zellen pro nl im Testverlauf

Die aus den Differentialblutbildern gewonnenen Zellzahlen der einzelnen
Leukozytensubpopulationen zeigten normwertige 5,33%+1,17 Zellen pro nl fiir die
Gesamtzahl der Leukozyten. Davon entfielen 1,87+0,49 auf die Lymphozyten,
2,58+0,74 auf die neutrophilen Granulozyten und die Differenz von 0,88 auf
eosinophile und basophile Granulozyten sowie Monozyten. Die Zellen, aufder die
eosinophilen Granulozyten, stiegen im Belastungsintervall zwischen T1 und T2
signifikant an. Der Anstieg beruhte vor allem auf den Lymphozyten, die um den
Faktor zwei im Gegensatz zu den neutrophilen Granulozyten um den Faktor 1,55
anstiegen, bei einem Anstieg der Gesamtleukozyten um das 1,67-fache auf 8,94+1,81.
Nach der Belastung sank die Gesamtleukozytenzahl auf nur noch 7,4+1,73, was auch
dem Trend der Lymphozyten entsprach, die auf Werte unter Ausgangsniveau abfielen
(1,27+0,23). Die neutrophilen Granulozyten hingegen stiegen zum Zeitpunkt T3 hin
weiter an und ubertrafen ihr Niveau direkt nach Belastung um den Faktor 1,33. Die
tibrigen Zellpopulationen nahmen bis auf die Eosinophilen alle signifikant zu und

fielen inklusive der eosinophilen signifikant im Erholungszeitraum ab.
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4.1.3. DNA-Messungen

—— L1PA2 90bp

807 LTRS 70bp
L1PA2 222bp

— LTR5 323bp

607

407

Mittelwert

U—

Zeitpunkt
Fehlerbalken: 95% CI

Abbildung 4: Verlauf der DNA-Spiegel der Einzelmessungen

Die DNA-Messungen, die zu allen drei Zeitpunkten durchgefiihrt wurden, zeigen fiir
beide Primerpaare hohere Werte fiir die kurzen Fragmente als fiir die langen
Fragmente. Zudem maf} der direkt die DNA aus verdiinntem Plasma messende
L1PA2-Primer grofdere Mengen an DNA als der mit eluierter DNA arbeitende LTR5-
Primer. Die Werte nach Belastung waren um den Faktor 5,51 bei den kurzen LTR5-
Fragmenten und 4,56 bei den kurzen L1PA2-Fragmenten hoher. Die langen
Fragmente stiegen unter Belastung um den Faktor 7,01 (LTR5) und 8,29 (L1PA2) an.
Im Intervall zwischen Belastungsabbruch und T3-Blutentnahme fielen die DNA-
Spiegel um den Faktor 0,24 beim LTR5 und L1PA2 fiir das kurze Fragment, sowie
0,16 fiir das lange Fragment des L1PA2. Beim langen Fragment des LTR5-Primers
ergab sich der Faktor 1,89 als Mittelwert der DNA-Spiegelveranderungen, da zwar bei
den meisten Probanden auch diese Fragmentspiegel abfielen, allerdings einige
wenige noch weiter zunahmen. Die Integritit der mittels L1PA2 gemessenen DNA
nahm unter der Belastung zu (0,26 auf 0,46) und fiel in der Erholungsphase auf den
Ausganswert wieder ab. Dazu kontrar verhielt sich die LTR5-Integritat, da sie unter
Belastung geringfiigig abfiel (0,11 auf 0,07) und anschlieflend wieder das vor-

Belastungs-Niveau erreichte. Um nun zu erfahren, ob die Mittelwertsunterschiede
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signifikant waren, wurde der Wilcoxon-Test durchgefiihrt. Dabei ergab sich, dass alle
DNA-Spiegel Veranderungen zwischen den Zeitpunkten T1 und T2 aufier die
Verdanderungen der langen Fragmente des LTR5-Primers signifikant waren. Zudem
waren die Abfélle der Plasma-DNA-Spiegel im Intervall zwischen T2 und T3 ebenfalls
signifikant. Fiir die Integritit der im Plasma befindlichen DNA konnten signifikante

Unterschiede nur fiir die DNA-Integritdt des L1PA2-Primers gezeigt werden.

4.1.4. Elastase und Myeloperoxidase

— Elastase

90,00 Myeloperoxidase

80,00

70,00

60,00
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Fehlerbalken: 95% CI

Abbildung 6: Verlauf der neutrophilen-spezifischen Enzyme im Testverlauf. Die
Myeloperoxidase ist wegen der giinstigeren graphischen Darstellbarkeit mit 10 zu
multiplizieren.

Wahrend der Belastung kommt es zu einem Anstieg der granuldren Enzyme Elastase
und Myeloperoxidase. Wahrend die Elastase um den Faktor 1,75 von 38,27+9,81
ng/ml auf 67,00£19,21 ng/ml ansteigt, verzeichnet die Myeloperoxidase einen
Anstieg um das 1,43-fache von 531,8+263,2 ng/ml auf 760,0+175,7 ng/ml. Die
Anstiege sind mit einseitigen p-Werten von p<0,001 (Elastase) und p=0,002 (MPO)
signifikant. Im Intervall zwischen den Blutentnahmen T2 und T3 gab es fiir beide
Enzyme signifikanten Abfille, die mit p-Werten von p=0,009 und p=0,006 deutlich
unter dem Signifikanzniveau von p=0,05 liegen. Die absoluten Werte fiir diesen

Messzeitpunkt waren im Vergleich zum Vorbelastungsniveau noch leicht erhéht und
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betrugen fiir die Elastase 50,18+15,76 ng/ml, wahrend die Myeloperoxidase um den
Faktor 0,79 auf nur noch 597+112,6 ng/ml fiel.

4.2.Korrelationen der Zeitpunktmessungen

4.2.1. DNA-Messungen

Da die DNA-Messungen denselben Parameter, niamlich den Plasma-DNA-Spiegel,
erfassen, wurde zundchst die Korrelation der einzelnen Messmethoden an den
jeweiligen Zeitpunkten (T1, T2 und T3) untereinander durchgefiihrt, um etwaige
Schliisse auf eine methodische Ungenauigkeit zu erkennen. Die bivariaten
Korrelationen nach Spearman ergaben, dass die Messungen in sich gut korrelieren.
Die Korrelationskoeffizienten bewegten sich im Bereich von R=0,89 fiir das Paar der
kurzen zu langen Fragmente des L1PA2-Primers nach Belastung (T2) als héchstem
Wert (Abb. 7) und R=0,61 fiir die Korrelation des langen Fragments des L1PA2-
Primers mit dem kurzen Fragment des LTR5-Primers vor Belastung. Es fiel allerdings
auf, dass die DNA-Werte zum Zeitpunkt T3, die mit dem LTR5-Primer gemessen
waren, jeweils nur mit dem kurzen Fragment des L1PA2-Primers korrelieren, aber

nicht jedoch das kurze mit dem langen Fragment des LTR5-Primers.

4.2.2. DNA-Messungen und Zellen
Die Korrelation der Zellzahlen mit dem DNA-Spiegel wurde auch tiber die Zeitpunkte
hinweg betrachtet, da es durchaus interessant sein konnte, ob hohe Zellzahlen

beispielsweise zum Zeitpunkt T1 mit hohen DNA-Spiegeln bei T2 einhergehen.

Es ergaben sich fiir die gesamten Leukozyten an T1 und T2 nur ausreichend hohe
Korrelationskoeffizienten mit dem langen Fragment des LTR5 nach Belastung mit R=-
0,6 beziehungsweise R=-0,68 (Abb. 8). Bei den leukozytdren Subpopulationen
korrelierten zum Beispiel die direkt gemessene DNA zum Zeitpunkt T1 mit den
Lymphozyten T3 mit Koeffizienten von R=-0,51 (90bp) und R=-0,52 (222bp). Bei den
im Rahmen dieser Arbeit besonders beachteten neutrophilen Granulozyten zum
Zeitpunkt T2 liefden sich mit dem langen LTR5-Fragment Korrelationskoeffizienten
von R=-0,65 (T1) und R=-0,7 (T2) errechnen (Abb. 9). Die Subpopulation, die die
meisten hohen Korrelationen mit den DNA-Spiegeln ergab, waren die basophilen
Granulozyten. Sie zeigten Korrelationen zum Zeitpunkt T1 von R=-0,64 fiir das kurze
L1PA2-Fragment und R=-0,57 fiir das lange LTR5-Fragment. Zu dem

Untersuchungszeitpunkt nach der Erholungsphase korrelierten die Basophilen mit
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der DNA vor Belastung mit sehr hohen Koeffizienten von R=-0,75 (LTR5 323bp; Abb.
10) und R=-0,8 (L1PA2 90bp) sowie mit den DNA-Plasma-Spiegeln direkt bei
Belastungsabbruch mit etwas geringeren R=-0,69 (L1PA2 90bp) und R=-0,56 (L1PA2
222bp und LTR5 323bp). Die eosinophilen Granulozyten korrelierten mit den DNA-
Messungen nur Uber Zeitpunkte hinweg, so zum Beispiel die Eosinophilen vor
Belastung mit dem langen L1PA2 (R=-0,54) oder aber selbige zum Zeitpunkt T2 mit
dem langen Fragment der direkt gemessenen DNA zum Zeitpunkt vor Belastung
(R=0,52). Ebenso verhielten sich die Monozyten, die zum Zeitpunkt T1 mit allen
Zeitpunkten des kurzen LTR5-Fragments, bei T2 noch mit denen vor Belastung und
nach Erholung gut korrelieren, aber eben nur mit diesem Fragment und nicht den
drei anderen. Dabei sind die Korrelationskoeffizienten im Bereich zwischen R=0,51
fir Monozyten bei Belastungsabbruch mit der DNA nach Erholung und R=0,58 fiir

beide Parameter vor Belastung.

4.2.3. Neutrophile und Enzyme

Die Korrelationen der neutrophilen Granulozyten mit den Plasma-Enzym-Spiegeln
ergaben ausreichend hohe Korrelationskoeffizienten fiir die Zellen mit der Elastase.
So war die Elastase vor Belastung mit einem R=0,56 und nach der Erholungsphase
mit R=0,63 (Abb. 11) korrelierbar. Allerdings konnten die Myeloperoxidase-Spiegel

keine ausreichend hohen Koeffizienten mit den neutrophilen Granulozyten erzielen.

4.2.4. DNA-Messungen und neutrophilenspezifische Enzyme

Die beiden Enzyme Elastase und Myeloperoxidase wurden ebenfalls mit den DNA-
Spiegeln korreliert. Die Elastase erreichte die hochsten Koeffizienten mit den jeweils
folgenden Zeitpunkten. So wurde die Korrelation der Elastase vor Belastung mit den
langen Fragmenten beider Primer nach Belastung mit R=-0,68 (L1PA2Z) und R=-0,6
(LTR5) berechnet. Fiir die Elastase bei Belastungsabbruch mit der DNA nach
Erholung (Abb. 12) gab es noch hohere Koeffizienten als bei eben genannter Paarung,
die sich zudem fiir alle DNA-Messungen berechnen liefen. Die kurzen Fragmente
korrelierten starker als die langen, da zum Beispiel das kurze L1PA2-Fragment ein
R=0,91 erzielte und dessen langes Fragment den mit R=0,52 niedrigste Koeffizienten

aufwies.

Die Myeloperoxidase nach Belastung (T2) zeigte bei der Korrelation gute
Koeffizienten mit dem 70bp-Fragment (R=0,55) sowie dem 222bp-Fragment

(R=0,62), beides vor Belastung. Zudem korrelierte sie zum gleichen Zeitpunkt T2
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invers mit den langen Fragmenten beider Primer nach Erholung (T3) bei einem R=-
0,6 fiir das 222bp-Fragment und R=-0,5 fiir das lange LTR5-Fragment.

Zeitpunktentsprechende Korrelationen ergaben sich nicht.

4.2.5. DNA und Leistungsphysiologie
Da es so viele Korrelationen mit einem R>0,500 gab, werden hier nur diejenigen
dargelegt, bei denen der leistungsphysiologische Parameter mit grofder gleich zwei

DNA-Messungen gute Korrelationskoeffizienten erzielte.

Als erster Bereich sollen die respiratorischen Parameter dargelegt werden. Hierbei
war es bereits moglich, die Ventilation in Ruhe mit den DNA-Spiegeln des 323bp-
Fragments und der beiden L1PA2-Fragmente nach Belastungsabbruch invers zu
korrelieren. Das R lag zwischen -0,62 (222bp) und -0,67 (323bp). Ebenso korrelierte
die vor-Belastungs-DNA gut mit der Ruheventilation, da die Koeffizienten R=-0,56 fiir
LTR5 323bp und R=-0,6 fiir L1PA2 90bp betrugen. Die im weiteren Verlauf
gemessene Ventilation zum Zeitpunkt der respiratorisch ermittelten Schwelle
korrelierte gut mit allen vier DNA-Messungen bei Belastungsabbruch. Der Koeffizient
der langen Fragmente war hierbei am hdchsten mit R=0,68 fiir beide Primer (Abb.13).
Trotz dieser Ergebnisse fiir die Ventilation im Verlauf der Belastung war sie zum
Zeitpunkt des Belastungsabbruchs nicht mit den DNA-Spiegeln mit einem R>0,500 zu
korrelieren. Der aus der Ventilation indirekt abgeleitete Parameter, der
respiratorische Quotient RQ, korrelierte invers mit allen vier DNA-Messungen zum
Zeitpunkt des Belastungsabbruchs. Hierbei betrug der Korrelationskoeffizient
zwischen R=-0,6 und R=-0,83 fiir das kurze beziehungsweise lange Fragment
(Abb.14) der LTR5-Messung. Als weiterer Parameter der korperlichen Anstrengung
zeigte die Herzfrequenz an der respiratorisch bestimmten Schwelle
Korrelationskoeffizienten von R=0,51 (langes LTR5-Fragment) und R=0,51 (langes
L1PA2-Fragment) zum Zeitpunkt des Belastungsabbruchs. Die Maximale
Herzfrequenz war invers korreliert mit den DNA-Spiegeln vor Belastung (R=-0,58
und R=-0,5). Das Laktat konnte keine mehrfachen, ausreichend hohen

Korrelationskoeffizienten erzielen.

Flr den Parameter der erbrachten Leistung, also die Leistung in Watt pro Kilogramm
Korpergewicht (W/kg KG), an der respiratorisch bestimmten Schwelle mit den DNA-
Spiegeln aller Messmethoden nach Belastungsabbruch wurden die hochsten

Koeffizienten der ganzen Leistungsphysiologie berechnet. So betrug das R=0,59 fiir
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das L1PA2 90bp-Fragment und R=0,84 fiir das kurze LTR5-Fragment (Abb. 15).
Ebenfalls gute Korrelationen liefden sich fiir die Leistung an der metabolisch
bestimmten Schwelle und der LTR5-DNA nach Belastung errechnen. Im Gegensatz
zur Ventilation war auch die maximal erbrachte Leistung mit allen mittels der vier
Messmethoden gemessenen DNA-Spiegeln nach Belastung zu korrelieren. Wie schon
an der respiratorisch bestimmten Schwelle bewegten sich die Koeffizienten im

Bereich von R=0,55 (langes LTR5) und R=0,84 (kurzes LTR5; Abb.16).

4.3.Korrelationen der Veranderungen zwischen den Zeitpunkten

Es muss bei der Darstellung der Ergebnisse fiir die Verdnderungen zwischen den
Zeitpunkten darauf hingewiesen werden, dass ein negativer Korrelationskoeffizient
zwischen den Intervallen von T1 nach T2 und T2 nach T3 bedeutet, dass
beispielsweise ein starker Anstieg im ersten mit einem starken Abfall im zweiten
Zeitraum einhergeht. Das ergibt sich aus der Kalkulation der Verdnderung, die als
Quotient von T2/T3 berechnet wurde. Der Quotient wird demzufolge umso kleiner
desto starker der Abfall ist. Somit driickt in dieser Darstellung das negative
Vorzeichen eines Korrelationskoeffizienten einen starken Anstieg mit einem
dazugehorigen starken Abfall aus. Bei Koeffizienten fiir dieselben Zeitintervalle gilt

dies selbstverstandlich nicht.

4.3.1. DNA-Messungen

Flr die Korrelationen der Verdnderungen der DNA-Spiegel zwischen den Zeitpunkten
ergaben sich gute Korrelationskoeffizienten fiir alle Messmethoden untereinander
Zeitintervall-entsprechend und auch nicht Zeitintervall-entsprechend. Beispielsweise
war der Koeffizient der beiden LTR5-Fragmente im ersten Intervall R=0,96 und im
zweiten R=0,74. Ebenso verhalt es sich zwischen den Messmethoden. Exemplarisch
seien hier die beiden kurzen Fragmente genannt, deren Veranderungen wahrend der
Belastung mit R=0,87 und wahrend der Erholung mit R=0,9 korrelieren. Bei der inter-
Intervallkorrelation ergaben sich weiterhin hohe Korrelationskoeffizienten, hierfiir
diene das kurze LTR5-Fragment wahrend der Belastung und der Erholung mit R=-

0,83 als Beispiel.

4.3.2. DNA-Spiegel und Zellen
Die jeweils in den Intervallen messbaren Veranderungen der Zellzahlen korrelierten
mit den Verdnderungen der DNA-Plasma-Spiegel nur bei den Monozyten im

Belastungszeitraum mehrfach ausreichend hoch. So waren sowohl beide kurze
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Fragmente als auch das lange Fragment des LTR5 mit den Monozyten im Bereich von
R=-0,5 fiir das lange Fragment und R=-0,56 fiir das kurze L1PA2-Fragment
korrelierbar. Die Leukozyten unter Belastung liefden sich ausschlief3lich mit dem
langen, direkt gemessenen Fragment korrelieren, genauso wie die Eosinophilen

(R=0,51 beziehungsweise R=-0,53).

4.3.3. Neutrophile und Enzyme

Fir die Verdnderungen der Neutrophilenzahlen und der Enzym-Plasma-Spiegel
ergaben nur die Verdnderungen der Myeloperoxidase mit den Neutrophilen gute
Korrelationen. Die errechneten Ergebnisse waren intervallentsprechend, sodass
jeweils die Neutrophilen- und die Myeloperoxidasenverdanderung unter Belastung
und im Erholungsintervall ein R=-0,57 (Abb. 18) und R=0,72 ergaben. Fiir die
Verdanderungen der Elastase-Spiegel konnten keine ausreichend starken

Korrelationen berechnet werden.

4.3.4. DNA-Messungen und neutrophilenspezifische Enzyme

Genau wie bereits im vorhergehenden Abschnitt war es nicht moéglich, die Elastase
mit der Verdnderung der DNA-Spiegel mit guten Koeffizienten zu korrelieren,
wohingegen es wiederum fiir die Myeloperoxidasenveranderung im
Belastungszeitraum mit der Veranderung der durch das kurze L1PA2-Fragment
gemessenen DNA bei einem R=0,55 moglich war. Weitere drei gute Korrelationen gab
es im Erholungszeitraum. Dabei ergaben sich Korrelationen von R=0,7 ebenfalls mit
dem kurzen L1PA2-Fragment als stiarkste (Abb. 19) und R=0,55 mit dem langen

LTR5-Fragment als schwachste Korrelation.

4.3.5. DNA und Leistungsphysiologie
Wie im Abschnitt der Korrelationen der einzelnen Zeitpunkte sollen hier aufgrund
der Anzahl an starken Einzelkorrelationen nur diejenigen Parameter genannt werden,

die mit mehreren DNA-Messungen gute Korrelationen ergaben.

Beginnend wiederum bei der Ventilation war die Ventilationssteigerung im gesamten
Belastungsintervall, also Ventilation in Ruhe zur maximalen Ventilation, mit drei der
vier DNA-Messungen unter Belastung gut korrelierbar (R=0,5 bis R=0,54). Und auch
die Ventilationssteigerung zwischen der respiratorisch bestimmten Schwelle und der
maximalen Ventilation korrelierte gut mit denselben drei Messmethoden (LTR5 lang
und kurz sowie L1PA2 kurz). Bei der Korrelation eben dieser Ventilationsianderungen
mit den DNA-Veranderungen im Erholungsintervall ergaben sich R=0,53 (90bp) und
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R=0,83 (323bp). Bei der statistischen Betrachtung der Gesamtianderung der
Ventilation mit den Erholungsverdnderungen der DNA korrelierten alle
Messmethoden gut bei R im Bereich von R=-0,55 fiir das kurze LTR5er und R=-0,71
fir dessen langes Fragment. Fiir die Anderung des respiratorischen Quotienten
zwischen der metabolisch bestimmten Schwelle und der Belastungsanderung der
DNA waren jeweils die kurzen sowie das lange LTR5er gut invers korrelierbar (R=-
0,51 bis R=-0,69). Im post-Belastungs-Zeitraum wurden jedoch nur noch die langen
Fragmente beider Methoden mit R=0,61 und R=0,57 berechnet. Die Steigerung
zwischen der respiratorisch bestimmten Schwelle und dem maximalen RQ korrelierte
mit den beiden LTR5-Messungen im Erholungszeitraum bei R=0,67 (70bp) und
R=0,89 (323bp). Fir die Veranderung der Herzfrequenz zwischen der
respiratorischen Schwelle und der maximalen Herzfrequenz und der DNA-Steigerung
unter Belastung ergaben sich starke Koeffizienten fiir alle vier Messungen mit R=-
0,64 fir den langen L1PAZ2er als kleinsten Wert und R=-0,76 fiir den kurzen L1PA2er
(Abb. 20) und den langen LTR5er. Die Koeffizienten der Verdnderungen der DNA im
Erholungszeitraum waren bei einem R=0,7 als niedrigstem, aufgestellt fiir das kurze
LTR5-Fragment, und R=0,9 beim langen L1PA2-Fragment als hdchstem ungleich
héher.
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5. Diskussion

Als Ziel der Studie galt es zunichst, die Aktivierung der neutrophilen Granulozyten
mit den Verdnderungen der zellfreien DNA unter Belastung und in der
darauffolgenden Erholung zu untersuchen und eventuelle Parallelititen der
Verdanderungen aufzufinden. Hierdurch sollen Schliisse ermdglicht werden, die eine
Herkunft der DNA aus neutrophilen Granulozyten im Sinne der oben beschriebenen
NETs nahelegen. Des Weiteren soll, angesichts der bislang fehlenden Einsichten in die
Verkniipfung der DNA mit Belastungsparametern, die explorative Statistik in diesem
Bereich eventuelle Abhadngigkeiten der DNA-Spiegel von den Indizes der Belastungs-

und Leistungsfahigkeit aufzeigen.

Im Folgenden sollen die Ergebnisse kurz noch ein Mal dargestellt werden um sie

anschlief3end im Kontext des bisher Bekannten zu interpretieren und zu verstehen.
5.1.Zusammenfassung der Ergebnisse

5.1.1. Deskriptive Statistiken

Wahrend der Belastungsphase durchliefen alle Probanden eine Anpassung ihres
kardiorespiratorischen Systems dahingehend, dass alle bestimmten Parameter wie
Herzfrequenz, Ventilation, respiratorischer Quotient und Blutlaktat signifikant

anstiegen. Die dabei erbrachte Leistung betrug im Mittel 4,94 W /kg KG.

Signifikant veranderte sich ebenfalls die Zusammensetzung der Leukozyten. Unter
Belastung stieg die Gesamtzahl der Leukozyten stark an, wobei der Hauptanstieg
durch die im Vergleich mehr angestiegenen Lymphozyten zu erkldren war, gefolgt
von den neutrophilen Granulozyten. Von den tlibrigen Populationen stiegen nur die
Monozyten zahlenmafig bedeutsam an, was aber den grundsatzlich niedrigen Zahlen
an eosinophilen und basophilen Granulozyten zu schulden ist. Im Erholungsintervall
nahm die Gesamtleukozytenzahl ab, jedoch noch nicht auf Ruhewerte. Dieser Abfall
erklarte sich durch einen massiven zahlenmafdigen Riickgang der Lymphozyten im
Sinne einer Lymphopenie. Allerdings war das Gesamtleukozytenniveau nicht wie in
Ruhe, da die neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu den nach-Belastungsleveln
noch weiter anstiegen. Genauso wie die Lymphozyten fielen die Monozyten im
Erholungszeitraum unter ihr Ausgangslevel. Folglich lagen erh6hte Gesamtzahlen mit

Neutrophilie und Lymphopenie vor.
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Fir die DNA-Spiegel war derselbe Verlauf wie bei den Leukozyten messbar. Die
unterschiedlichen Messmethoden zeigten zwar unterschiedliche absolute Werte, aber
der Trend des Anstiegs unter Belastung und der Abfall danach waren dhnlich. Die mit
der direkten L1PA2 Methode gemessenen DNA-Spiegel waren jeweils im Vergleich
der kurzen als auch langen Fragmente hoher als die mittels LTR5-Primer aus
aufgereinigtem Plasma gemessenenen DNA-Werte. Die Anstiege lagen im Bereich des
etwa fiinf-fachen des Ausgangswertes und normalisierten sich innerhalb der neunzig
Minuten Erholungszeit, sodass die DNA-Spiegel nach der Erholungsphase wieder auf
dem Ausgangsniveau angekommen waren. Bei der Integritat der DNA im Plasma aus
der Ratio von Quantitat des langen zu dem kurzen Fragment nahm diese wahrend der
Belastungsphase zumindest fiir das L1PA2-Primerpaar deutlich zu, wahrend sie fir

das LTR5-Primerpaar etwas abnahm und sich nach Erholung wieder normalisierte.

Die letzte Gruppe der bestimmten Parameter sind die Neutrophilen-spezifischen
Enzyme Elastase und Myeloperoxidase. Auch fiir die Neutrophilen-spezifischen
Enzyme konnten signifikante Anstiege unter Belastung und signifikante Abfille im
Erholungszeitraum berechnet werden. Die Plasmamenge der Enzyme verdoppelte
sich fast, erreichte aber nach neunzig Minuten Erholung nicht ganz das

Ausgangsniveau.

5.1.2. Korrelationen der Zeitpunktwerte

Zunachst wurden die absoluten Werte zu einzelnen Zeitpunkten von Plasma-DNA,
Leukozyten, Leistungsphysiologie = und  Neutrophilen-spezifische = Enzyme
untereinander korreliert, um spater noch ihre Veranderungen in den einzelnen

Testintervallen zu korrelieren.

Die Zeitpunkt-entsprechende Korrelation der DNA-Messungen untereinander
bestatigte, dass die einzelnen Methoden in sich konsistent den Plasma-DNA-Spiegel
abbilden. Als Ausreifder sei das lange Fragment des LTR5-Primers genannt, welches
nach Erholung nur noch mit seinem kurzen Fragment korrelierte, jedoch nicht mit
den anderen beiden Messmethoden. Abgesehen von diesem Beispiel korrelierten

jedoch zu allen Zeitpunkten alle Methoden gut miteinander.

Bei der Korrelation der Leukozyten mit den DNA-Spiegeln wurden, anders als bei den
DNA-Messungen, auch Paare iiber die Zeitpunkte hinaus betrachtet. Die Leukozyten
vor und nach Belastung ebenso wie die neutrophilen Granulozyten direkt danach

(T2) korrelierten nur mit dem langen Fragment des LTR5-Primers nach Belastung
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mit negativem Koeffizienten im Bereich von circa R=-0,6. Des Weiteren waren die
basophilen Granulozyten diejenige Zellsubpopulation, die die meisten guten
Korrelationen erzielten. So gab es sowohl zwischen den T1-Basophilen als auch den
T3-Basophilen und der T1-DNA gute Korrelationen. Allerdings korrelierten diese
Basophilen nach Erholung auch noch mit der DNA bei Belastungsabbruch. Alle oben
genannten Korrelationen waren negativen Vorzeichens. Die Eosinophilen zeigten
kein klar erkennbares Muster in ihren Korrelationen abgesehen davon, dass sie nur
mit den direkt gemessenen Fragmenten korrelierten. Die Monozyten korrelierten

positiv ausschliefdlich mit dem LTR5 70bp-Fragment.

Bei den Korrelationen, die die NET-Hypothese stiitzen sollen gab es Korrelationen
zwischen den Zahlen der Neutrophilen an T1 und T3 mit den entsprechenden
Elastase-Spiegeln, wohingegen die Myeloperoxidase keinen korrelativen
Zusammenhang ergab. Jedoch war es in der folgenden Korrelation der Enzyme mit
den DNA-Spiegeln moglich, die T2-MPO mit der T1-DNA und auch der T3-DNA zu
verbinden. Dabei waren die Korrelationen mit der T1-DNA positiv; die nach Erholung
waren negativ und nur diejenigen Korrelationskoeffizienten mit den langen
Fragmenten beider Primer waren ausreichend hoch. Die Koeffizienten lagen zwischen
R=#0,5 und R=%0,6. Fiir die Elastase wiederum waren die guten Korrelationen
zahlenmafdig noch haufiger und auch die Koeffizienten waren mit maximalen R=0,91
wesentlich besser. So korrelierte die Elastase T1 negativ mit der DNA T2 und positiv

zum Zeitpunkt T2 mit der DNA nach Erholung.

Als letzte grofie Gruppe wurde die Leistungsphysiologie mit der DNA korreliert.
Hierbei waren die starken Korrelationen so zahlreich, dass nur mehrfache
Korrelationen einzelner Parameter mit einem DNA-Zeitpunkt in Betracht gezogen
wurden. Hierbei sind als die Parameter mit den stirksten korrelativen
Zusammenhangen der respiratorische Quotient bei maximaler Last, die Ventilation in
Ruhe, die Ventilation an der respiratorisch bestimmten aeroben Schwelle, die
Leistung an der aeroben Schwelle und die maximale Leistung zu nennen. Der RQ
korrelierte genauso wie die Ventilation in Ruhe negativ mit der DNA bei
Belastungsabbruch. Dagegen waren die Koeffizienten der Ventilation an der Schwelle,
der Leistung an der Schwelle und der maximalen Leistung positiv mit der DNA nach
Belastung zu korrelieren. Die anderen Parameter wie Herzfrequenz und Laktat an

den unterschiedlichen Zeitpunkten ergaben nur vereinzelte gute Korrelationen.
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5.1.3. Korrelationen der Verdanderungen in den Testintervallen
Um etwaige Zusammenhange in der Verdnderung einzelner Parameter zu entdecken,
wurden auch die Verdnderungen in den Testintervallen zwischen den einzelnen

Zeitpunkten korreliert.

Auch hierbei waren die DNA- Messungen untereinander gut zu korrelieren. Sowohl
die Verdanderungen in denselben Intervallen als auch die nicht Intervall-
entsprechenden Verdnderungen standen in gutem korrelativen Verhéltnis

zueinander.

Die an diesem Punkt einzige zu nennende auffillige Zellpopulation waren die
Monozyten. Ihr Anstieg unter Belastung war mit der Verdnderung der beiden LTR5-
Fragmente sowie der des kurzen L1PA2-Fragments im Bereich von R=-0,5 zu
korrelieren. Alle anderen Zellpopulationen, seien es die Gesamtleukozyten oder auch

die Neutrophilen, hatten jeweils nur eine Korrelation mit einer DNA-Messung.

War bei der Korrelation der Zeitpunkte noch die Elastase das Enzym gewesen, das
mit den Neutrophilen gute korrelierte, so war es bei der Berechnung der
Korrelationen zwischen den Verdnderungen die Myeloperoxidase. Diese lief3 sich
negativ zwischen T1 und T2 und positiv zwischen T2 und T3 korrelieren, sogar mit
einem R=0,72. Und auch die Korrelationen iiber die Veranderungen mit der DNA
ergaben sich ausschliefflich mit der Myeloperoxidase. Insbesondere im
Erholungsintervall waren die Koeffizienten mit im Bereich von R=0,7 liegenden
Werten sehr gut. Im Belastungszeitraum korrelierte ausschliefilich das kurze L1PA2-

Fragment positiv mit der Veranderung der MPO-Menge im Plasma.

Zum Abschluss der Ergebniszusammenfassung sollen noch die Korrelationen der
Verdanderungen der leistungsphysiologischen Parameter mit den Veranderungen der
DNA genannt werden. Die Anderung der Ventilation zwischen Ruhe und Maximum
korrelierte positiv mit den DNA-Anstiegen, wdhrend der Ventilationsanstieg
zwischen respiratorisch bestimmter Schwelle und Maximum negativ korrelierte. Das
gleiche Phdnomen der Vorzeichenumkehr ist bei der Korrelation beider
Ventilationsanderungen mit der Verdanderung der DNA im Erholungsintervall zu
beobachten. Das heifdt, dass beide negativ mit dem DNA-Anstieg aber positiv mit dem
DNA-Abfall korrelieren. Genauso wie die Ventilation ab der Schwelle verhalt sich
auch der respiratorische Quotient und korreliert negativ mit den

belastungsabhdngigen = DNA-Anstiegen. Die  Herzfrequenz, die in den
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Zeitpunktkorrelationen noch keine grofde Rolle spielte, stellte sich in den
Korrelationen der Anderungen stark dar. Wie auch schon bei der Ventilation und dem
respiratorischen Quotienten waren die Koeffizienten mit der belastungsabhingigen
Verdanderung der DNA negativ, um dann mit dem DNA-Abfall positiv zu korrelieren.
Auch hier waren die Korrelationskoeffizienten im Bereich von R=0,7 und mehr sehr

stark.
5.2.Ergebnisinterpretation

5.2.1. Leistungsphysiologische Bewertung des Probandenkollektivs

Bevor eine inhaltliche Interpretation geschieht, soll der Vorsatz liberpriift werden,
ein leistungsstarkes und homogenes Probandenkollektiv zusammengestellt zu haben.
Fir das Kollektiv wurde eine mittlere VO;max von 63,5 ml Oz/min x kg
Korpergewicht bestimmt, was einer exzellenten Ausdauerleistungsfahigkeit in dieser
Altersgruppe entspricht (Heyward 1998). Man kann also folgern, dass es gelungen
war, ein leistungsstarkes Kollektiv zusammenzustellen. Dass ebenfalls eine
Homogenitiat gegeben war, erkennt man an der geringen Standardabweichung der
maximalen Leistung von 4,94+0,48 W/kg KG, also auch hier war die selbst gestellte

Bedingung erfiillt.

Die  leistungsphysiologische @ Auswertung der  Spiroergometrie  zeigte
erwartungsgemafs starke Anstiege der Ventilation und Herzfrequenz sowie einen
exponentiellen Verlauf des Plasmalaktats. Die im Ergebnisteil abgebildete Graphik
(Abb. 2) zeigt, dass die Herzfrequenz zunachst starker ansteigt als die Ventilation, im
Zeitraum nach Uberschreiten der Schwelle aber letztere den steileren Anstieg zeigt.
Genau diesen Verlauf publizierte bereits eine Studie aus dem Jahr 1975 (Vokac, Bell
et al. 1975), in der sich Probanden auf dem Fahrradergometer belasten mussten und
dann der Verlauf von Herzfrequenz und Ventilation untersucht wurde. Bei einer
maximal erreichten Herzfrequenz von 194 Schligen pro Minute wird in etwa der
Bereich der Faustregel flir die maximale Herzfrequenz 220-Lebensalter erreicht,
wobei man diejenigen tiber 200 Schlagen pro Minute zu den Personen mit besonders

hoher maximaler Frequenz zidhlen muss.

5.2.2. DNA-Messung und -Methodik
Bei der Uberpriifung der Plausibiltit der DNA-Messungen sieht man, dass sich diese

in ihren absoluten Ergebnissen unterscheiden. Diese Unterschiede médgen in der
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Methode begriindet sein, da die Plasmaproben der etwas niedriger messenden LTR5-
Methode zundchst durch eine Aufreinigungsprozedur gelaufen waren und die L1PA2-
Methode nur das verdiinnte Plasma benotigt. Diese Erklarung mag fiir die
Unterschiede der beiden kurzen Fragmente die wesentliche Erklarung sein, aber fir
die langen Fragmente konnten noch entscheidender als die Aufreinigung die
Langenunterschiede der Target-Sequenz der Primer sein. Diese unterscheidet sich
um 101bp zwischen den beiden Methoden. Die gewaltigen Unterschiede der
absoluten Menge zwischen den langen und kurzen Fragmenten sieht man im
Vergleich der Integritat. Diese liegt bei der LTR5-PCR grundsatzlich um die 10%, aber
bei der L1PA2 unterliegt sie Schwankungen und kommt so auf fast 50% nach
Belastung. Dass solche Unterschiede zustande kommen, kann daran liegen, dass die
fir die plasmatische DNA-Beseitigung zustdndige DNase [ die DNA in Stiicke vom
Vielfachen von 150bp zerschneidet, was wiederum der Linge eines
Nukleosomenabschnittes entspriache. Der eine lange Primer amplifiziert ein
Fragment von 323bp, was aber genau oberhalb des Doppelten von 150bp liegt. Stellt
man sich nun vor, dass wahrend einer Anstrengung massiv DNA im Blut anfallt und
die DNase folglich immer mehr Substrat erhalt, hat der 222bp-Primer immer noch
eine hohere Wahrscheinlichkeit als der 323bp-Primer in einem im Abbau
befindlichen DNA-Strang genau seine Sequenz finden zu konnen. Aber trotz aller
Unterschiede methodischer Natur, die in differierenden Absolutwerten miunden, ist
wichtig, dass die DNA-Quantifikation und ihre Relationen untereinander stimmig sind,

was man auch an den guten Korrelationen sieht.

Unabhédngig von den Differenzen der einzelnen Messmethoden ist der Anstieg der
Plasma-DNA unter Belastung nachweisbar. Dies deckt sich mit den vorangehend
diskutierten Studien, die DNA-Anstiege wahrend Halbmarathon (Atamaniuk, Vidotto
et al. 2004), Ultramarathon (Atamaniuk, Vidotto et al. 2010), Krafttraining
(Atamaniuk, Vidotto et al. 2010) oder Laufbandergometrie (Beiter, Fragasso et al.
2011) beschrieben, wobei sich das Ausmafd der DNA-Anstiege unterscheidet. Die
Halbmarathonlaufer stiegen fast um den Faktor 20 an, die Laufband-Laufer zehn-fach,
wahrend die Gewichtheber nur ca. vier-fach stiegen. Daraus kénnte man eine Zeit-
und Belastungs-abhdngige Freisetzung der DNA folgern, da zwar Gewichtheben
grofden Stress flir den Kérper bedeutet, dieser allerding nur von sehr kurzer Dauer ist.
Die in dieser Studie gemessenen Anstiege der kurzen Fragmente von fiinf- bis neun-

fach kommen demnach sowohl den Ergebnissen der Kraftsportler als auch der
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Laufband-Laufer nahe. Vom Prinzip her war die Laufbandergometrie der
Radergometrie mit drei Minuten-Intervallen sehr dhnlich angelegt, aber
interessanterweise setzten die auf dem Radergometer belasteten Sportler nur die
Halfte der cfDNA der Laufband-Kohorte frei. Ob es sich dabei um belastungs- oder
methodenspezifische Differenzen handelt, kann man noch nicht sicher sagen.
Gemessen wurden die Proben in der Laufband-Studie mit einem Single-locus-Primer
fiir das Myostatin-Gen und nicht wie in der vorliegenden Studie mit unspezifischen
Primern. Deshalb kann es durchaus sein, dass hier die Vergleichbarkeit nicht gegeben
ist. Ein genauer Vergleich mit den Forschungsarbeiten von Atamaniuk ist ebenfalls
nicht sicher durchzufiihren, weil hier in der Literatur die Spezifikation des Primers

fehlt.

Somit kann man aus den vorliegenden Studien folgern, dass die Radsportler mit ihrer
DNA-Freisetzung im Rahmen des bisher Bekannten liegen, aber aufgrund der
methodischen Varianz der einzelnen Studien keine genaue Aussage tliber den Grund
dieser Unterschiede zu treffen ist. Wird der methodische Aspekt vernachlassigt, ware

eine Intensitats- und Zeit-abhdngige Beziehung durchaus méglich.

5.2.3. Zelluldre Immunantwort auf Belastung

Man findet wahrend der Spiroergometrie eine starke Vermehrung der Leukozyten in
der Blutbahn, die vornehmlich lymphozytiren Ursprungs ist. Es tragen auch die
Neutrophilen zu der Steigerung bei, sind jedoch im Vergleich zu den Lymphozyten
nicht so bedeutend fiir den Anstieg der Zellzahl unter Belastung. Wahrend der
Erholung sinkt die Leukozytenzahl wieder, allerdings nicht ganz in den Bereich des
Ruhewertes. Dies liegt vor allem an der massiv nach Belastung vorliegenden
Neutrophilie, wahrend nun die Lymphozyten so stark abgefallen sind, dass sie sogar

im Sinne einer Lymphopenie unter ihrem Ausgangswert liegen.

Im Kontext der eingangs diskutierten Literatur liegt diese Studie beziiglich der
Belastungsdauer unter den kiirzesten, da vielfach Protokolle mit Dauer von mehreren
Stunden submaximaler Belastung gewahlt wurden. Was aber die Intensitat anbelangt,
kann man bei einer im Rahmen eines Stufenprotokolls bis zur Erschopfung
durchgefiihrten Belastung von einer hohen Belastung sprechen. Ebenfalls einen
Stufentest mit maximaler Ausbelastung wahlte Morozov (Morozov, Pryatkin et al.
2003) in der bereits oben dargestellten Studie, in der Ruderer auf einem Laufband

einem Stufentest unterzogen wurden. Beim Vergleichen der Ergebnisse fillt auf, dass
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die Leukozytenzahlen vor und direkt nach Belastung quasi identisch sind. Die
Erholungsprobe wurde nach einer Stunde und nicht wie in der vorliegenden Studie
nach eineinhalb Stunden gewonnen. Eine weitere Probe wurde drei Stunden nach
Belastung gewonnen und zeigte einen erneuten Anstieg der Leukozyten, vor allem
durch eine massive Neutrophilie getragen. Dies gibt zu bedenken, dass vielleicht die
Zellzahlen zum hier verwandten Nachbelastungs-Zeitpunkt von neunzig Minuten
nach Belastungsende nicht ganz mit dem Ausgangsniveau iibereinstimmen, weil
bereits die Neutrophilie gemessen wurde, die sich im weiteren Verlauf noch starker
ausbilden wird. Dass dem nicht so sein muss, kdnnte man von Camus (Camus,
Duchateau et al. 1994) ableiten. Ein ebenfalls zwanzigminiitiges Belastungsprotokoll,
allerdings submaximal, fiihrte zu einer lymphozytiren Leukozytose mit
anschliefdender Neutrophile bei Lymphopenie. Dieselben Zellzahlverdanderungen wie
bei den Radsportlern konnten im Rahmen eines Walking-Tests gezeigt werden
(Nieman, Henson et al. 2005). Letzten Endes bleibt nur die durch die
Literaturdiskussion schon gewonnene Erkenntnis, dass sich das Verhalten und
Verhéltnis der Zellpopulationen im Plasma je nach Belastungsform und -intensitat
unterscheidet. Im Kontext der vorgestellten Literatur sind bei den Radsportlern
durchaus normale und auch in dieser Hohe zu erwartende Zellzahlveranderungen

aufgetreten.

Bei der Korrelation der Zellen und der DNA-Plasma-Spiegel waren keinerlei klare
statistische Zusammenhange gegeben. Man hatte eventuell Korrelationen zwischen
Lymphozyten in Ruhe mit den DNA-Spiegeln in Ruhe erwarten kénnen, nachdem ein
solches Verhalten schon in vitro gezeigt worden war (Anker, Stroun et al. 1975), aber
dies war nicht der Fall. Dagegen korrelierten nur die Basophilen T1 mit der
dementsprechenden DNA sowohl als auch mit der nach Erholung. Die negative
Korrelation zwischen DNA und Basophilen suggeriert eine Beseitigungsfunktion
dieser Zellpopulation fiir die DNA. Dies scheint allerdings recht unwahrscheinlich, da
Basophile nicht in der Lage sind zu phagozytieren. Zwar verdoppeln sich die
Basophilen unter Belastung, aber ihre Zahlen bleiben dennoch zu gering, als dass man

sich diese Zellpopulation als effektiv agierende Zellgruppe vorstellen konnte.

In dhnlicher Weise ist es schwierig, die Korrelationen der Monozyten einzuordnen:
Sie korrelieren zu T1 mit allen 70bp-Fragment-Messungen, an T2 noch mit T1 und T3.
Im Verlauf des Belastungs-Protokolls ist ihre Verdnderung negativ mit der der DNA

korreliert. Die fiir die basophilen Granulozyten nicht zutreffende Uberlegung der
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DNA-Clearance durch Phagozytose konnte bei den Monozyten durchaus zutreffend
sein, da das Aufnehmen von Partikeln aus der Blutbahn ihrer Aufgabe entspricht.
Auch die Korrelationen fiir die zahlenméaf3ige Veranderung der Monozyten mit der
Verdanderung der DNA kénnten dazu passen. Inwiefern Monozyten reine DNA-Striange
phagozytieren koénnen, konnte in der Literatur-Recherche nicht ermittelt werden.
Jedoch konnte bisher gezeigt werden, dass Monozyten secondarily necrotic cell-
derived material (SNEC), also Zell-Debris von zu Grunde gegangenen Zellen,
aufnehmen kénnen (Munoz, Janko et al. 2009). Hinter diesem Begriff stecken alle
Teile der Zelle von Organellen iiber Membranen zu Kern-DNA. Allerdings wird in
diesem Artikel nicht klar, wie sehr die Phagozytose dieser SNEC-Partikel von an der
DNA anhaftenden Proteinen abhédngig ist, da sie beim Vorkommen von Antikérpern
gegen ds-DNA von Lupus-Patienten starker ausgepragt ist als im Gesunden. Somit ist
nicht sicher, dass auch im Abbau befindliche, blanke DNA-Strange endozytiert
werden, da die anti-ds-DNA Antikérper auch mit DNA-stindigen Proteinen
interagieren. Allerdings ist bewiesen, dass von Monozyten abstammende
Makrophagen zusatzlich zur plasmatisch vorkommenden DNase I fiir die Beseitigung
der NETs verantwortlich sind (Farrera and Fadeel 2013). Folglich ist es durchaus
moglich, dass ein zahlenmaflig starkes Vorhandensein dieser Zellen im Blut bereits zu
einem frithen Zeitpunkt der Belastung und demnach auch DNA-Freisetzung mit einer
Aktivierung oder Aktivitat der Monozyten einhergeht. Die Folge wire die gezeigte
gegenliufige Korrelation der Monozyten und der DNA. Jenseits der Uberlegung zur
Clearing-Funktion der Monozyten ware ein mit Zellzerfall verbundener DNA-Anstieg
mit den errechneten Korrelationen vereinbar, da Probanden mit hoher DNA geringe
Monozytenzahlen aufweisen. Dies kdonnte auch fiir die weiter oben angefiihrten
basophilen Granulozyten gelten. Hierbei ist anzuzweifeln, dass gerade nur diese
beiden Zellpopulationen zerfallen sollen und ihre DNA freisetzen. Es kdnnten genauso
wahrscheinlich alle anderen Zellen des Koérpers sein, die hier aber nicht betrachtet
wurden. Folglich wird der ungeordnete Zellzerfall jedweder Form zunachst nicht

weiter in Betracht gezogen.

Aus den Betrachtungen iiber die basophilen Granulozyten und Monozyten wird
ersichtlich, dass es keine direkte, offensichtliche Beziehung zwischen DNA-Anstiegen
oder auch -abféllen und Zellpopulationen gibt. Zwar scheint es aus der Literatur

heraus deutliche Beziehungen zu geben, die aber im Modell der sportlichen Belastung
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so nicht bestdtigt werden konnten. Die Neutrophilen und ihre DNA-

Freisetzungsmoglichkeiten werden im Anschluss diskutiert.

5.2.4. Sind NETs fiir den DNA Anstieg unter Belastung verantwortlich?

Aus den vorangegangenen Betrachtungen zum Verhalten der Zellen in der
Belastungssituation ging bereits hervor, dass es zu einem massiven Einstrom von
Neutrophilen in die Blutbahn kommt, der sich im Erholungsintervall noch verstarkt.
Diese Beobachtung ist jedoch rein deskriptiver, numerischer Natur und sagt noch
nichts tiber ihren Aktivitdtszustand aus. Fiir die Hauptfragestellung dieser Arbeit
muss sich aber noch mit ihrer Aktivierung beschiftigt werden, was indirekt
geschehen kann. Die beiden Enzyme Neutrophilen-spezifische Elastase und
Myeloperoxidase sind bereits als unspezifische Aktivitdtsmarker beschrieben worden
(Peake, Wilson et al. 2004), da sie eine Degranulation und somit Aktivierung der
Neutrophilen unter Belastung bezeugen. In der vorliegenden Studie konnte ebenfalls
eine Aktivierung mittels MPO- und Elastase-Anstieg gezeigt werden, der sich nach
neunzig Minuten Erholung noch nicht ganz normalisiert hatte. Dazu ist die Literatur
etwas widerspriichlich: Einerseits geht man von einer Normalisierung der Plasma-
Level bereits nach kurzer Erholung aus (Camus, Pincemail et al. 1992), andererseits
ist in anderen Belastungsarten und -dauern eine verzogerte Normalisierung der
Plasmaspiegel beschrieben, die maximal bis fliinf Tage nach Belastung bendtigt
(Neubauer, Konig et al. 2008). Die absoluten Enzymlevel der Elastase entsprechen
nicht den Werten, die in unterschiedlichen Belastungsintensititen bereits
beschrieben wurde (Robson, Blannin et al. 1999; Neubauer, Konig et al. 2008). Und
auch fiir die Myeloperoxidase waren die Triathleten von Neubauer nicht im Bereich
der hiesigen Studie, die etwa dreifach so hohe MPO-Spiegel nachwies. Das heift nicht,
dass die hier verwandte Methodik falsch sein muss, finden sich MPO-Werte in dieser
Hohe doch durchaus in der Literatur (Bury and Pirnay 1995). Wahrscheinlich
resultieren die Differenzen fiir beide Enzyme aus den unterschiedlichen
Belastungsintensitidten, die von moderat bis maximal und lange andauernd reichen.
Einen Hinweis darauf gab die Studie von Bury, die unterschiedliche
Degranulationskinetiken fiir unterschiedlichen Belastungsintensititen und -dauern

postulierte.

Bei der statistischen Auswertung der Daten fiel eine gute Korrelierbarkeit der Ruhe-
(T1) und Erholungswerte (T3) der Elastase mit den jeweiligen Zeitpunkt-
entsprechenden Neutrophilenzahlen auf. Nach Belastung ist die gute Korrelierbarkeit
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fir diese zwei Parameter allerdings aufgehoben. Fiir die Myeloperoxidase war
keinerlei Korrelation moglich. Basierend auf diesen Zahlen kann folglich von einer
Ruhesekretion des granuldren Enzyms Elastase ausgegangen werden. Dies kann
dadurch erkladrt werden, dass die beiden Enzyme in unterschiedlichen Typen Granula
in der Zelle vorliegen und die Elastase-haltigen schneller und unspezifischer
freigesetzt werden als diejenigen, die MPO enthalten (Faurschou and Borregaard
2003). Zudem unterscheidet sich ihre Funktion: Wahrend die MPO ein rein
bakterizides Enzym ist, kommt der Elastase auch eine Funktion bei der Zersetzung
von Matrixproteinen zu, was bendtigt wird, wenn der Granulozyt die Blutbahn
verlassen will. Hierzu muss er Extrazelluldirmatrix zersetzen kénnen um sich einen
Weg durch die das Gefafd umgebenden Strukturen zu bahnen. In Ruhe sezernieren
alle Neutrophilen eine gewisse Menge an Elastase, da ein Gleichgewicht von
intravasalem und wandstindigem Vorhandensein der Zellen vorliegt. Unter
Belastung kann man davon ausgehen, dass der erh6hte mechanische Scher-Stress der
erhohten Flussgeschwindigkeit Neutrophile in den Blutstrom reif3t (Muir, Cruz et al.
1984) und somit nicht mehr soviel Durchtritt durch die Gefafdwand (Extravasation)
stattfindet. Dazu passen konnte der nach Belastung nicht mehr auffindbare
statistische Zusammenhang zwischen Neutrophilen und Elastase. Dass die
Neutrophilen eine nicht-proportionale Antwort der Elastase auf den Stimulus
Belastung geben, ist bereits in der Literatur bekannt (Biondi, Tassi et al. 2003). Auch
fir die MPO wurde konstatiert, dass die Verhaltnismafdigkeit zwischen
zahlenmafdigem Anstieg und absoluter MPO im Plasma nicht gegeben ist (Camus,
Duchateau et al. 1994; Bury and Pirnay 1995). Im Zuge der Betrachtung der
Enzymspiegel und Zellzahlen muss zudem beachtet werden, dass die Neutrophilen
nach Erholung zahlenmif3ig mehr vorhanden waren als nach Belastung, die Elastase-
Spiegel aber fast wieder den Ruhewert erreicht hatten. Somit haben die Neutrophilen
nach Belastung eine schwachere konstitutive Sekretion als vorher. Und auch die
Zeitpunktkorrelationen mit einer positiven Korrelation zwischen Verdanderung der
Neutrophilen und MPO-Spiegel im Erholungsintervall stiitzten diese These. Man
beobachtet, dass diejenigen Probanden mit der Plasma-MPO weniger stark abfallen
wenn sie starker mit den Neutrophilen wahrend der Erholung ansteigen. Diese
Uberlegungen sind konsistent mit den Beobachtungen, dass Neutrophile nach
Belastung nicht mehr in der Lage sind, in gleichem Maf3e oxidative burst zu betreiben

wie in Ruhe (Li and Cheng 2007), es also zu einer Erschopfung der Zellen kommt.
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Gleiches driickt sich auch in ihrem verringerten Enzym-release pro Zelle aus (Robson,
Blannin et al. 1999). Man kann also aus obigen Betrachtungen schliefden, dass zwar
Neutrophile aktiviert werden, sie aber keine einheitliche Reaktion zeigen.
Wahrscheinlich liegen unter Belastung wie in einem Abszess unterschiedliche
Aktivierungsstadien nebeneinander vor (Yipp, Petri et al. 2012) und je nach

Individuum kann sich diese Reaktion auch zeitlich unterscheiden.

Nachdem die Aktivierung der Neutrophilen unter Belastung gezeigt werden konnte,
bleibt die Frage, ob jene Aktivierung auch in Einklang mit den DNA-Anstiegen zu
bringen ist. Dies wiirde helfen zu klaren, ob wirklich NETs als DNA-haltige Strukturen
fir einen Anstieg der DNA verantwortlich sein koénnen. Da die Neutrophilen-
spezifischen Enzyme in NETs eine strenge raumliche Assoziation zur DNA aufweisen
(Brinkmann, Reichard et al. 2004), miissten auch parallele beziehungsweise
proportionale Anstiege von DNA und Enzymen statistisch auffallig werden. So sind
Korrelationen zwischen der Ruhe-Elastase und der T2-DNA und wiederum der T2-
Elastase und der Erholungs-DNA statistisch auffallig, wobei jedoch die erste
Korrelation negativ die zweite aber positiv ist. Das ldsst die Interpretation zu, dass
jemand, dessen Neutrophile eine starke Elastase-Ruhesekretion betreiben, unter
Belastung nicht mehr so stark DNA-Freisetzen konnen. Um diese These zu erhédrten
fehlen allerdings dhnliche Korrelationen fiir die MPO. Eine statistische Auffalligkeit
der MPO wire auf Grund der bekannten NET-Struktur wiinschenswert. Was man
jedoch schliefden kann ist, dass durch eine hohe Ruhesekretion die Zelle an Elastase
verarmt. Dadurch ware weniger Elastase vorhanden, die aber unabdingbar fiir die
Dekondensation der DNA im Zuge der NETose ist (Papayannopoulos, Metzler et al.
2010). In den Mechanismus der NETose fiigt sich auch die zweite Korrelation in
Bezug auf die Elastase ein, da sie hohe Elastase-Spiegel bei Belastungsabbruch mit
hohen DNA-Spiegeln nach Erholung verkniipft. Wenn man fiir das Durchlaufen der
NETose einen Zeitansatz von zehn Minuten bis vier Stunden mit Maximum nach zwei
Stunden (Brinkmann, Reichard et al. 2004) in Betracht zieht, kann eine Belastung von
circa 20 Minuten zu kurz sein, als dass dieser Vorgang schon hitte vollstandig
ablaufen koénnen. Wenn durch die Belastung nun eine systemische
Entziindungsreaktion provoziert wurde, die in der Folge die Neutrophilen stimuliert,
konnen es durchaus nach 90 Minuten NETs sein, die im Plasma vorliegen. Wie bereits
erwahnt fehlen zur Elastase parallele Korrelationen der Myeloperoxidase, die nur

nach Belastung (T2) positiv mit der Ruhe- und negativ mit der Erholungs-DNA
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korreliert, aber nicht mit der Belastungs-DNA selbst. Die Korrelationen zwischen
MPO und DNA nach Belastung erreichen nur R-Werte von circa R=0,23, was kein
zufriedenstellender statistischer Wert ist. Die Korrelationen der MPO und DNA
bedeuten, dass jemand mit hohen Ruhe-DNA-Werten auch hohe Belastungs-MPO-
Level erreicht, aber die hohen Belastungs-MPO-Werte dann mit niedrigen Erholungs-
DNA-Leveln vergesellschaftet sind. Allerdings sind es auch nur die langen Fragmente
nach Erholung, die korrelieren. Somit verandert sich die Aussage dahingehend, dass
hohe Belastungs-MPO-Werte mit hoher fragmentierter DNA assoziiert sind, man
folglich zwischen MPO-Spiegel und DNA-Abbau eine Verbindung ziehen kann. In
dieselbe Richtung deutet die Korrelation der Verdnderungen von DNA und MPO, die
positiv ist. Dies bedeutet, dass grofie Abfdlle in Plasma-MPO auch mit grofien
Veranderungen der DNA einhergehen. Fasst man zusammen, resultiert folgendes
Modell: Hohe Ruhe-Plasma-DNA-Spiegel enden mit hohen Nach-Belastungs-MPO-
Leveln, die sich wiederum proportional zur Gesamt-DNA abbauen, allerdings geht
eine hohe T2-MPO mit weniger langen Fragmenten nach Erholung einher. Letzterer
Punkt ist in sich wahrscheinlich nicht ganz schliissig, da die Korrelationen des
Erholungszeitraums einerseits aussagen, dass sowohl kurze als auch lange Fragmente
gleich stark fallen wie die MPO, aber auf der anderen Seite verzeichnen diejenigen mit
hohen T2-MPO-Spiegeln geringere lang-fragmentierte DNA. Somit miissten sie schon
bei Belastungsabbruch geringere Mengen an langfragmentierter DNA aufweisen. Das
ist auch der Fall, wenn man sich die graphische Auswertung der Einzelmessungen
anschaut (nicht gezeigt). Da es, wie bereits oben angedeutet, eine schlechte
statistische Verkniipfbarkeit der T2-DNA mit der T2-MPO gibt, muss man von einer
recht unspezifischen und unabhéangigen Freisetzung der MPO und DNA in das Plasma
unter Belastung ausgehen. Da aber bereits angesprochen wurde, dass die
Neutrophilen unterschiedlich stark von Belastung aktiviert werden, konnte dies fir

die NET-gebundene DNA-Freisetzung ebenso der Fall sein.

Alles in allem scheint es aus den eben geschilderten Betrachtungen heraus schwierig
zu sein, die NET-Hypothese mit den vorliegenden Daten zu beweisen. Zwar werden
beide Formen der neutrophilen Enzyme in etwa gleich stark unter Belastung ins
Plasma sezerniert, aber die DNA zeigt hier kein direktes, paralleles oder
proportionales Verhalten, das sich mit der Enzymfreisetzung in Deckung bringen
liefe. Die reinen Daten konnten wegen der vorhandenen Anstiege aller NET-

Bestandteile dabei auf NETs hindeuten. Und auch wenn man immer wieder statistisch
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gute Korrelationen berechnen kann, die den Schluss erleichtern kénnten, dass es eine
Assoziation der Enzyme zur DNA gibt, beispielsweise die positive Korrelation der
MPO und DNA im Erholungsintervall, so ist es dennoch schwierig aus all den Zahlen
ein schliissiges Gesamtkonzept zu etablieren. Aber die grofde Anzahl an starken
Korrelationskoeffizienten macht es wahrscheinlich, dass die Daten nicht blof auf
purem Zufall beruhen. Fiir einen sicheren Nachweis koénnten weitere
Untersuchungen mit beispielsweise direkter Visualisierung der NETs im Plasma nach

Belastung beweisend sein.

5.2.5. DNA als leistungsphysiologischer Parameter

Als letzter Punkt soll nun abschliefiend der Bezug der DNA zur Leistungsphysiologie
hergestellt werden. Dabei ist der einfachste Zusammenhang der Statistik der
Leistungsphysiologie mit der DNA die positive Korrelation der absoluten Leistung pro
Kilogramm Korpergewicht an der aeroben Schwelle sowie der maximal erbrachten
Leistung und der DNA-Spiegel zum Zeitpunkt T2, also dem Belastungsabbruch.
Gleichermaf3en fligt sich in dieses Bild die negative Korrelation des respiratorischen
Quotienten bei maximaler Leistung mit der DNA zum Zeitpunkt des
Belastungsabbruchs. Wenn man die beiden leistungsspezifischen Werte RQ und
maximale Leistung in Verbindung bringt, dann korrelieren sie invers mit einem R=-
0,54 miteinander. Aus diesen Zahlen und Zusammenhdngen ist ersichtlich, dass
jemand mit einer hohen maximalen Leistung nicht iiber eine grofie anaerobe
Kapazitat mit auf Kohlenhydraten basierendem Stoffwechsel verfiigt, da numerisch
gesehen, ein geringer RQ mit einer hoheren Leistung pro Kilogramm Koérpergewicht
zusammenfdllt. Um dazu in der Lage zu sein, muss er eine gute Grundlagenausdauer
besitzen, die ihm erlaubt iliber lange Zeit noch fettbasiert und aerob Leistung zu
erbringen. Somit legen die Zahlen nahe, dass der DNA-Spiegel bei Belastungsabbruch

ein Maf? fiir die Ausdauerleistungsfahigkeit einer Person sein kénnte.

Ein naheliegender Gedanke ist durchaus, dass ein Proband mit hoher Gesamtleistung
lange auf dem Fahrrad getreten haben muss. Und gesetzt den Fall, dass die DNA-
Freisetzung vor allem ein Zeit-abhangiger Prozess nach erfolgter Stimulation durch
Belastungs-bedingte Stimulantien, welche auch immer es seien, ist, dann hat ein
Proband mit langerem Belastungsintervall auch ldnger die Mdoglichkeit, DNA in das
Blut abzugeben. Diese Bedenken miissen aber auch berticksichtigen, dass der Wert in
W/kg KG angegeben ist und der Absolutwert gar nicht so entscheidend ist, da die

Leistung durch das Gewicht relativiert wird. Es ist méglich, dass unter anderem auch
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eine Zeitabhangigkeit gegeben ist, die jedoch durch das Versuchsprotokoll und die
Probandenwahl der gegenwartigen Studie nivelliert und begrenzt werden sollte, da

auf ein vergleichbares Leistungsniveau wertgelegt wurde.

Zurtck zu der Tatsache, dass ein Ausdauer-trainierter Sportler einen nicht so hohen
RQ bei Ausbelastung erzielt, also weniger auf einen reinen Kohlenhydratstoffwechsel
angewiesen ist. Dies ermoglicht den Gedanken, dass ein Sportler mit hohem RQ bei
maximaler Belastung noch starker darauf angewiesen ist, die Glukose vollstdandig aus
dem Blut in die Muskeln aufzunehmen. Wenn also die DNA-Freisetzung ein aktiver,
Energie-verbrauchender (Glukose-verbrauchender) Prozess ist, ihr aber keine
Energietrager unter Belastung zur Verfligung stiinden, dann wiirde es wiederum
erklaren, dass Sportler mit einem starken anaeroben Stoffwechsel nicht so hohe Level
an frei zirkulierender DNA aufweisen konnen. Sollte im Gegensatz zu den oben
diskutierten Ergebnissen die NETose unter Belastung doch eine Rolle spielen, wiirde
sich der Sachverhalt in die Erklarung gut einfligen, dass hohe Blutglukoselevel den
oxidative burst der neutrophilen Granulozyten beeintrachtigen (Sato, Shimizu et al.
1992) und zudem nach Ausdauertraining die Glucoseaufnahme aus dem Blut nicht
mehr so stark von Statten geht wie im untrainierten Zustand (Bergman, Butterfield et
al. 1999), also vermehrt Glucose im Blut vorkommt. Wie sehr sich die Blutglucose-
Spiegel unter Belastung von trainiert zu untrainiert darstellen, konnte aus der
Literatur heraus nicht geklart werden. In dieser Studie waren alle Probanden als gut
trainiert  anzusehen, jedoch  unterscheidet sich die  Fahigkeit des
Kohlenhydratstoffwechsels von Person zu Person. Nichts desto trotz bleibt der
Schluss weiterhin moglich, dass es eine Verbindung der Ausdauerleistungsfahigkeit
und der DNA-Freisetzung gibt. Ob diese Verbindung dasselbe Substrat fiir die
Energiegewinnung, namlich Glucose, ist oder ein bis dato unbekannter und auch nicht

naheliegender Zusammenhang, bleibt weiter zu untersuchen.

Ein weiterer Aspekt des anaeroben, Kohlenhydrat-basierten Stoffwechsels bei
ermiidender Belastung ist die Verstoffwechselung von Glucose zu Laktat. Die Briicke
zwischen freier DNA und Laktat wurde bereits geschlagen, indem ein quasi paralleler
Anstieg von Laktat und DNA im Verlauf einer Ergometer-Belastung beschrieben
wurde (Beiter, Fragasso et al. 2011). Bei genauer Betrachtung der Daten féillt ein
geringfligig friherer Anstieg der DNA im Vergleich zum Laktat auf. In der
vorliegenden Studie ergab sich allerdings keinerlei Korrelation des absoluten Laktats

mit der DNA und auch die Verdnderungen der DNA korrelierten nicht in dem Mafie
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mit dem Laktat wie die anderen unter Belastung gemessenen Parameter. Das Laktat
korreliert mafdig gut mit der Leistung an der metabolisch bestimmten Schwelle (R=-
0,6), aber aufderst schlecht mit der maximalen Leistung pro Kilogramm
Korpergewicht. Aus dieser Beobachtung kann man folgern, dass es zwar eine
parallele, exponentielle Freisetzung von DNA und Lakatat geben mag, die aber in
keinster Weise in absoluten Dimensionen parallel oder verhaltnismafiig ist. Der
bereits diskutierte RQ gibt ebenso Auskunft iiber die anaerobe Stoffwechselfahigkeit
wie das Laktat. Demzufolge miisste eigentlich die Korrelation des Laktat mit der DNA
der des RQ entsprechen, was jedoch nicht der Fall ist. Immerhin korrelieren diese
beiden Parameter an der metabolischen Schwelle mit einem R=0,54 miteinander, zu
anderen Zeitpunkten wesentlich schlechter. Man muss also schlussfolgern, dass zwar
beide Parameter den anaeroben Stoffwechsel abbilden, dies aber mit
unterschiedlichen Kinetiken und Absolutwerten tun. In Zusammenschau mit der
Beiter-Studie und den gerade angestellten Uberlegungen zum anaeroben
Stoffwechsel verbleibt der Gedanke, dass die DNA und das Laktat zwar dhnliche
exponentielle Freisetzungskinetiken haben, aber durch ihre etwas unterschiedliche
zeitliche Anflutung im Plasma nicht in Korrelation zu den hier gefundenen
Ergebnissen zu bringen sind. Demzufolge besitzen die DNA und das Laktat
unterschiedliche Aussagekraft in Bezug auf die Leistungsfahigkeit eines Probanden:
Das Laktat ist eher ein Maf$ fiir die Kohlenhydratverstoffwechselung, wahrend die

DNA ein pradiktiver Marker fiir die absolute Leistungsfahigkeit sein konnte.

Als zweite Gruppe der leistungsphysiologischen Parameter wiesen die
kardiorespiratorischen = Parameter = Herzfrequenz und  Ventilation hohe
Korrelationskoeffizienten mit der DNA auf. Hierbei sind einerseits die Zeitpunktwerte
aber auch die Verdnderungswerte interessant und aufschlussreich. Ein Sportler mit
niedriger Ruheventilation erreicht ein hoheres DNA-Niveau bei Belastungsabbruch
als ein Sportler mit einer hoheren Ruheatmung. An der respiratorisch bestimmten
Schwelle ist das Verhéltnis andersherum. Somit haben sich diejenigen mit niedrigem
Ausgangswert bereits schon verhaltnisméafiig mehr in Bezug auf die Atmung pro
Minute gesteigert als die anderen. Zwar haben wir keine Korrelation, die eine
Verbindung zwischen der maximalen Ventilation und der T2-DNA belegt, aber die
Zeitpunktverdanderungen passen genau in das eben skizzierte Bild: Diese besagen,
dass ein starker DNA-Anstieg im Belastungszeitraum mit einem geringeren Anstieg

der Ventilation zwischen Schwelle und Maximum einhergeht. Und die Korrelation mit
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dem Gesamtanstieg der Ventilation zwischen Ausgangswert in Ruhe und der maximal
am Belastungsabbruch erreichten Ventilation fligt sich nahtlos ein. Man kann
zumindest fiir die Ventilation zusammenfassen: Ein Sportler steigert sich bis zur
Schwelle stark und anschliefdend nicht mehr so sehr mit der Ventilation, wenn er
kleinere absolute DNA-Mengen im Blutplasma nach Belastung aufweist.
Andersherum verhalt sich derjenige mit hohen Mengen DNA im Blut: Hier findet bis
zur Schwelle ein moderater und spater ein relativ starkerer Ventilationsanstieg statt.
Fir die Erholungszeit gibt es negative Korrelationen zwischen Ventilationsanstieg
und DNA Abfall. Jene beruhen einerseits auf der mathematischen Berechnung der
Zeitpunktverhaltnisse als Quotient des jeweils folgenden dividiert durch den
vorangehenden Wert, andererseits auf der Tatsache, dass diejenigen mit der DNA
nicht so stark abfallen kénnen, die unter Belastung auch einen eher geringen Anstieg
zu verzeichnen hatten. Passend zu den Werten der Ventilation sind die Korrelationen
zwischen DNA und Herzfrequenz an der respiratorisch bestimmten Schwelle und die
Verdanderung zwischen ebendieser Schwelle und dem Maximum mit der Veranderung
der DNA unter Belastung. Daran sieht man trotz der leicht unterschiedlichen Anstiege
von Herzfrequenz und Ventilation im Verlauf der Belastung (Abb. 2) eine einheitliche
kardiorespiratorische Reaktion des Korpers. Da die DNA nur vor und nach Belastung
gemessen wurde, ist es leider nicht moglich, auch die Schwellenwerte miteinander zu
korrelieren. Da Ventilation und Leistung an der Schwelle positiv mit der DNA
korrelieren, soll auch das Verhaltnis zwischen den beiden Leistungsparametern
gezeigt werden. Die Leistung korreliert mit der Ventilation an der Schwelle mit einem
R=0,82 und bei maximaler Last immerhin noch mit R=0,62. Somit schlief3t sich der
Kreis der Parameter. Wenn man dann noch beachtet, dass die DNA bei
Belastungsabbruch mit Koeffizienten um R=0,5 mit der VO2max korreliert, dann ist
ein vollstandiger Ringschluss der Logik der Belastungsparameter erreicht, da wir die
absolute Ventilation und die Sauerstoffaufnahme mit der absoluten Leistung in
Verbindung bringen konnten und diese Parameter allesamt positiv mit der frei
vorliegenden DNA  korrelieren. Es ist somit moglich, Marker der
Ausdauerleistungsfahigkeit in Bezug zur Menge an frei vorliegender DNA zu setzen.
Dass die Feststellungen in Bezug auf die VO;max und die Maximalleistung durchaus
stimmig sind, ist bereits gezeigt worden (Hawley and Noakes 1992), wobei es auch
Stimmen gibt, die eine derartige Verbindung zwischen VO;max und Leistung

bestreiten (Bishop, Jenkins et al. 1998). Die Ventilation und die VO;max steigen unter
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Belastung bis zur respiratorischen Schwelle parallel an, danach steigt die Ventilation
disproportional, da die zunehmende Hyperkapnie den Atemantrieb verstarkt. Trotz
dieser etwas unterschiedlichen Trends sind VOzmax und Ventilation an der Schwelle
und beim Maximum gut zu korrelieren. In die Diskussion der respiratorischen
Parameter fligt sich der oben diskutierte Sachverhalt des respiratorischen Quotienten
ebenfalls ein, da jemand, der dem System nicht so viel Sauerstoff zufiihren kann, sei
es bedingt durch Limitation der Gasaufnahme oder des -austauschs, mehr anaeroben
Stoffwechsel betreiben muss und folglich einen hoheren RQ hat. Die andere Position
ist derjenige mit guter Sauerstoffaufnahme und darum geringem RQ aber hoher

Endleistung und hohem DNA-Spiegel bei Belastungsabbruch.

Fiir die in sich schliissigen Uberlegungen iiber die Belastungsphysiologie gibt es in
der Literatur ausreichend Nachweise, wenn auch zum Teil widerspriichliche.
Aufgrund der oben dargelegten Uberlegungen scheint die cfDNA ein plausibler
Marker der belastungsphysiologischen Vorgdnge zu sein, auch wenn es aus den
vorliegenden Daten keinen offensichtlichen Hinweis auf die Zusammenhange gibt. In
diesem Kontext legen die Daten nahe, dass die cfDNA ein indirekter Marker fiir die
Ausdauerleistungsfahigkeit einer Person sein kann. Da aber die Forschung zur
zellfreien DNA bei Belastung noch am Anfang steht, bedarf es weiterer Studien zum

genauen Verstandis dazu, wie die einzelnen Prozesse ineinander greifen.

5.3.Kritische Uberlegungen

Ziel dieser Studie war es primar, mittels indirekter Parameter dariiber eine Aussage
treffen zu konnen, ob die DNA aus neutrophilen Granulozyten freigesetzt wird. Die
hierfiir verwandte Methodik entstammt der klinischen NET-Forschung, die als Ansatz
des NET-Nachweises jeweils die DNA und die MPO nachweif3t. In vitro geschieht dies
meist mikroskopisch, aber Logters (Logters, Paunel-Gorgulu et al. 2009) fiihrte den
NET-Beweis in Kniegelenkspunktaten mit eben dieser Methodik. Nun ist ein
Kniegelenkspunktat fiir gewo6hnlich zellfrei und ein Auftreten von MPO und Zellen
bedeutet schon eine entziindliche Reaktion. Ganz anders im Plasma, wo immer
Leukozyten in einem gewissen Aktivitdtsstadium verharren und MPO und Elastase
durchgehend in einem niedrigen Grundspiegel messbar sind. Somit muss die Frage
erlaubt sein, ob diese Methodik fiir das Plasma spezifisch genug war. Ein zentrales
Protein der NETose sind die citrullinierten Histone, die bisher noch nicht im

Blutplasma im Zusammenhang mit anderen Vorgingen nachgewiesen wurden und

72



folglich ein guter Marker fiir plasmatische NETose waren. Leider war es wegen
technischer Probleme nicht méglich im Rahmen dieser Studie den citH3-Nachweis zu
fihren. Zudem waire es sehr wahrscheinlich lohnenswert zu versuchen, ob es von
direkt nach Belastung entnommenem Plasma auch moglich ist, dieselben
fluoreszenzmikroskopischen Bilder wie nach in vitro-Stimulation von neutrophilen
Granulozyten zu erzeugen. Eine weitere Moglichkeit ware die DNA direkt auf

Neutrophilen-spezifische Methylierungsmuster zu untersuchen.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Studie an Radsportlern auf dem Fahrradergometer war es zu zeigen, dass die
unter Belastung ansteigende DNA aus aus neutrophilen Granulozyten stammenden
NETs besteht. Zudem sollten die wahrend der Belastung gemessenen
leistungsphysiologischen Parameter in Bezug zur DNA im Verlauf des
Belastungsprotokolls gesetzt werden, um etwaige Zusammenhédnge zwischen Belastung,
Leistungsfahigkeit und DNA aufzuzeigen. Dafiir wurden elf Amateur-Radsportler im
Rahmen einer Belastungsergometrie untersucht. Die Messung der Plasma-DNA erfolgte
mittels RT-PCR fiir repetitive Sequenzen wahrend die Aktivierung der Neutrophilen

liber Enzymmessungen der Myeloperoxidase und Elastase im Plasma geschabh.

Alle aus der Literatur bekannten Fakten wie Leukozytose, DNA-Anstieg und
Degranulation der Neutrophilen unter Belastung konnten auch im Modell der
Fahrradergometrie im Rahmen eines Stufenprotokolls gezeigt werden. Was jedoch nicht
eindeutig statistisch zu beweisen gelang, ist eine Verbindung der DNA zu der
Degranulationsreaktion der neutrophilen Granulozyten. Zwar erscheinen immer wieder
statistische Verbindungen zwischen den Aktivititsmarkern der neutrophilen
Granulozyten und der Plasma-DNA, aber es ist anhand der gegebenen Daten kein
einwandfreier Beweis fiir die These zu erbringen. Die Frage nach der Verkniipfbarkeit
von DNA und leistungsphysiologischen Parametern ergab eindeutigere Ergebnisse. So
war es moglich, die absolute Leistung eines Probanden proportional mit dem Plasma-
DNA-Spiegel zu verkniipfen. Des Weiteren zeigte sich derselbe Zusammenhang auch fiir
die Ventilation und Herzfrequenz. Im Allgemeinen scheint es eine Verkniipfung
zwischen Ausdauerleistungsfahigkeit und demzufolge aerober Stoffwechselkapazitat

und DNA-Freisetzung zu geben.

Zwar ist es noch nicht moglich, die genaue Herkunft und Funktion der DNA wahrend
einer sportlichen Belastungssituation zu erkldaren, aber wenn die DNA in Verhaltnis oder
Verbindung zu der absoluten korperlichen Leistungsfihigkeit und der
Leistungsfahigkeit des kardiorespiratorischen Systems steht, ware sie gegebenenfalls
ein geeigneter Indikator fiir Aussagen dariiber. Fiir eine solche analytische Funktion
bedarf es aber noch mehr Erkenntnissen iiber die physiologischen Mechanismen, die

hinter dem Phidnomen der freien DNA unter Belastung stehen.
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8. Anhang

8.1.Tabellen der deskriptiven Statistiken

Standardab Perzentile

Mittelwert weichung Maximum  Minimum 25 50 75
Herzfrequenz in Ruhe 83,09 9,84 109,00 72,00 76,00 81,00 85,00
Herzfrequenz aerobhe 157,91 14,69 187,00 128,00 153,00 157,00 164,00
Schwelle
Herzfrequenz 161,64 11,45 182,00 140,00 157,00 161,00 168,00
metabolische Schwelle
maximale Herzfrequenz 194 55 8,45 207,00 183,00 188,00 194,00 202,00
Ventilation in Ruhe 16,80 5,07 27,00 11,00 13,50 15,00 19,50
Ventilation aerobe 79,20 2015 111,00 53,00 59,75 75,50 95,00
Schwelle
Ventilation maximale 176,80 22,02 203,00 135,00 157,50 184,00 195,25
Last
RQ an aerober Schwelle 94 02 98 90 93 95 96
RQ an metabolischer .99 03 1,04 93 96 .99 1,00
Schwelle
RQ bei maximaler Last 119 04 1,29 1,14 1,16 118 1,21
Laktat Ruhe 115 25 1,60 80 1,00 1,20 1,30
Laktat metabolische 2,55 57 3,30 1,50 2,00 2,70 3,10
Schwelle
maximales Laktat 10,29 217 15,20 7,90 8,20 10,20 11,70
Leistung aerobe 2,84 47 3,70 1,90 2,60 2,90 3,20
Schwelle
Leistung metabolische 3,21 51 410 2,30 2,80 3,30 3,50
Schwelle
Maximale Leistung 494 48 6,10 4,30 4,50 490 5,20

Tabelle 2: Deskriptive Statistiken der Leistungsphysiologie. Herzfrequenz in Schligen pro Minute;
Ventilation in 1/min; RQ= respiratorischer Quotient; Laktat in mmol/l; Leistung in Watt/kg
Korpergewicht
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Leukozyten T1
Leukozyten T2
Leukozyten T3
Lymphozyten T1
Lymphozyten T2
Lymphozyten T3
Neutrophile T1
Neutrophile T2
Neutrophile T3
Eosinophile T1
Eosinophile T2
Eosinophile T3
Basophile T1
Basophile T2
Basophile T3
Monozyten T1
Monozyten T2
Monozyten T3

Mittelwert

5,33
8,94
7,40
1,87
3,75
1,27
2,58
4,00
534

A7

18

Standardab
weichung

117
1,81
1,73
49
87
23
74
1,24
1,53
12
15
05
02
02
01
19
20
1

Maximum
7,40
13,00
10,50
2,91
559
1,60
422
6,24
8,30
44
51

Minimum
3,70
7,30
4,90
115
2,16

85
1,68
2,89
2,99

06

14

25
4,20
7,70
570
1,60
3,43
1,08
1,85
2,93
4,05

Perzentile
50
5,20
8,20
7,50
1,84
3,70
1,27
2,59
3,85
552
14
1=
1

75
6,00
9,70
8,50
2,00
4,27
1,44
2,88
4,80
5,36

Tabelle 3: Leukozyten gesamt und unterteilt in Subpopulationen dargestellt fiir jeden einzelnen

Abnahmezeitpunkt in Zellen pro nanoliter

PCRLTR5 70bp T1
PCRLTR5 70bp T2
PCRLTR5 70bp T3
PCRLTR5 323bp T1
PCRLTR5 323bp T2
PCRLTR5 323bp T3
PCRL1PA2 90bp T1
PCRL1PA2 90bp T2
PCRL1PA2 90bp T3
PCRL1PA2 222bp T1
PCRL1PA2 222bp T2
PCRL1PA2 222bp T3

Mittelwert
10,84
57,32
11,06

116
547
1,04
16,57
72,88
16,85
4,30
33,11
477

Standardab
weichung

4,32
26,13
3,70
68
6,19
63
5,81
21,08
5,86
1,40
9,29
1,88

Maximum
18,02
101,30
17,60
2,27
16,83
2,48
29,63
110,11
32,82
710
50,25
9,76

Minimum
6,00
18,87
575
04
16
28
10,74
4712
12,33
2,39
22,53
2,61

25
7,41
37,23
6,99
55

60
11,42
51,45
13,58

2,73
2428
3,86

Tabelle 4: DNA-Messungen fiir alle Primer und Zeitpunkte in ng/ml.

Elastase T1
Elastase T2
Elastase T3
Myeloperoxidase T1
Myeloperoxidase T2
Myeloperoxidase T3

Tabelle 5:

Mittelwert
38,27
67,00
50,18
53,18
76,00
59,70

Standardab
weichung

918
19,21
15,76
26,32
17,57
11,26

Maximum
50,00
110,00
85,00
109,00
103,00
73,00

Minimum
23,00
45,00
30,00
27,00
55,00
36,00

25
29,00
55,00
37,00
33,00
62,50
51,75

Neutrophilen-spezifische Enzyme Elastase und MPO

Perzentile
50
9,01
56,88
12,04
1,21
2,75
83
14,09
78,60
14,54
451
33,00
413

Perzentile
50
40,00
63,00
48,00
42,00
68,00
62,50

in ng/ml

75
14,08
77,70
(5%

1,80
11,23
1,52
20,36
87,39
18,56
5,08
43,04
511

75
46,00
75,00
59,00
63,00
93,50
68,00

far

jeden

Abnahmezeitpunkt. Die Werte der MPO sind aus Griinden der graphischen Darstellbarkeit durch
den Faktor zehn zu geteilt.
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8.2.Graphiken der deskriptiven Statistiken
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Abbildung 2: Verlauf Herzfrequenz und Ventilation
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Abbildung 5: DNA-Integritit im Testverlauf
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8.4.Tabellen iiber Vervielfachungen in den Intervallen und deren Wilcoxon-Tests

Die Werte in den Tabellen driicken die faktorielle Zunahme (fold-change) der Parameter
aus. Dabei erfolgte die Berechnung als Quotient des jeweils spater liegenden Zeitpunkts
dividiert durch den fritheren Zeitpunkt. Hinter der Tabelle der deskriptiven Statistik ist

die Ergebnistabelle der p-Werte des Wilcoxon-Tests zu finden.

8.4.1. Anderungen der leistungsphysiologischen Parameter

Standardab Perzentile

Mittelwert weichung Maximum  Minimum 25 50 75
Herzfrequenz Ruhe zu 2,36 18 2,57 1,90 2,29 2,40 2,47
Maximum
Herzfrequenz aerobe 1,24 b 1,48 1,07 118 1,24 1,29
Schwelle zu Maximum
Herzfrequenz 1.21 .08 1,35 1,06 1,14 1,22 1,25
metabolische Schwelle
zu Maximum
Ventilation Ruhe zu 11,22 2,74 13,86 578 10,03 12,14 13,26
Maximum
Ventilation aerobe 2,33 48 321 1,74 1,86 2,34 2,61
Schwelle zu Maximum
RQ aerobe Schwelle zu 1,26 05 1,36 1,16 1,22 1,26 1,30
maximale Last
RQ metabolische 1,21 05 1,32 115 117 1,20 1,24
Schwelle zu maximale
Last
Laktat Ruhe zu maximal 912 1,87 11,70 5,63 7,46 9,08 10,60
Laktat metabolische 416 97 6,08 3,10 3,30 410 517
Schwelle zu max
Leistung aerobe 1,77 26 2,37 1,41 1,63 1,73 1,85
Schwelle zu maximal
Leistung metabolische 1,56 23 1,96 1,27 1,36 1,53 1,71

Schwelle zu maximal

Tabelle 6: Veranderungen der leistungsphysiologischen Parameter zwischen Ruhe, Schwelle und
maximaler Leistung. RQ= respiratorischer Quotient

Ventilation
Ventilation maximale Last - maximale maximale maximales
maximale Last Ventilation Herzfrequenz - Herzfrequenz - maximales Laktat - Laktat
- Ventilation in aerobe Herzfrequenz in Herzfrequenz Laktat - Laktat metabolische
Ruhe Schwelle Ruhe aerobe Schwelle Ruhe Schwelle
Exakte Signifikanz (1- ,001 ,001 ,000 ,000 ,000 ,000
seitig)
WkgKG RQ an
metabolische RQ maximale metabolischer
W/kgKG maximal Schwelle - Last - RQ Schwelle - RQ an
- W/kgKG aerobe W/kgKG aerobe aerober aerober
Schwelle Schwelle Schwelle Schwelle
Exakte Signifikanz (1- ,000 ,000 ,000 ,000
seitig)
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8.4.2. Zellzahlanderungen

Mittelwert
Leukozyten T1zu T2 1,70
Leukozyten T2 zu T3 83
Lymphozyten T1 zu T2 2,03
Lymphozyten T2 zu T3 .36
Neutrophile T1zu T2 1,13
Neutrophile T2 zu T3 1,35
Monozyten T1zu T2 1,52
Monozyten T2 zu T3 35
Basophile T1zu T2 A7
Basophile T2zu T3 1,63
Eosinophile T1 zu T2 94
Eosinophile T2 zu T3 50

Standardab
weichung

27
15
37
,08
22
,26
,39
13
12

Perzentile
Maximum  Minimum 25 50

217 1,37 1,48 1,70
1,04 62 70 82
2,74 1,45 1,79 1,98
57 26 3 35
1,62 84 98 1,05
1,94 93 1,21 1,38
235 1,01 1,26 1,50
59 ,20 23 33
65 32 34 48
2,74 ,00 1,18 1,74
1,52 ,00 82 .90
73 31 38 48

75
2,00
99
2,30
38
1,26
1,45
1,77
39
56
2,04
1,16
67

Tabelle 7: Verinderungen der Leukozyten unter Belastung (T1 nach T2) und in der neunzig-
miniitigen Erholungsphase (T2 nach T3)

Leukozyten Leukozyten Lymphozyten  Lymphozyten Neutrophile
T2- 13- T2- 13- T2-
Leukozyten Leukozyten Lymphozyten Lymphozyten Neutrophile
T T2 ™ T2 ™
Exakte Signifikanz (1- ,000 ,003 ,000 ,000 ,000
seitig)
Eosinophile Eosinophile Basophile Basophile Monozyten
T2- 13- T2- 13- T2-
Eosinophile Eosinophile Basophile Basophile Monozyten
T T2 T T2 T
Exakte Signifikanz (1- 517 ,001 021 007 ,000
seitig)
8.4.3. DNA-Veranderungen
Standardab Perzentile
Mittelwert weichung Maximum  Minimum 25 50
PCRLTR5 70bp 5,51 2,37 9,98 2,14 3,60 552
T1zuT2
PCRLTR5 70bp 24 A5 56 1 13 18
T2zuT3
PCRLTR5 323bp 7,01 8,47 29,09 .08 48 6,23
T1zuT2
PCRLTR5 323bp 1,89 3,14 9,55 07 .09 32
T2zuT3
PCRL1PA2 90bp 4 56 1,10 7,31 2,82 402 442
T1zuT2
PCRL1PA2 90bp 24 ,09 .39 12 18 22
T2zuT3
PCRL1PA2 222hp 8,29 2,71 12,83 415 5,37 8,87
T1zuT2
PCRL1PA2 222bp 16 07 33 05 1 15
T2zuT3

Neutrophile
13-
Neutrophile
T2

,001

Monozyten
13-
Monozyten
T2

,000

75
7,32

Tabelle 8: Verinderungen der DNA-Spiegel zwischen den einzelnen Abnahmezeitpunkten
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PCRLTR5 PCRLTR5 PCRLTR5 PCRLTR5 DNA Integritat  DNA Integritat
70bp T2 - 70bp T3 - 323bp T2 - 323bp T3 - LTR5T2- LTR5T3 -
PCRLTR5 PCRLTR5 PCRLTR5 PCRLTR5 DNA Integritat  DNA Integritat
70bp T1 70bp T2 323bp T1 323bp T2 LTR5 T1 LTR5 T2
Exakte Signifikanz (1- ,000 ,000 021 319 382
seitig)
PCRL1PA2 PCRL1PA2 PCRL1PA2 PCRL1PA2 DNA Integritat  DNA Integritét
90bp T2 - 90bp T3 - 222bp T2 - 222bp T3 - L1PA2 T2 - L1PA2T3-
PCRL1PA2 PCRL1PA2 PCRL1PA2 PCRL1PA2 DNA Integritait  DNA Integritét
90bp T1 90bp T2 222bp T1 222bp T2 L1PA2 T1 L1PA2 T2
Exakte Signifikanz (1- ,000 ,000 ,000 ,000 ,001
seitig)
8.4.4. Enzymadnderungen
Standardab Perzentile
Mittelwert weichung Maximum Minimum 25 50 75
Elastase T1zu T2 1,77 34 2,21 1,22 1,45 1,81 213
Elastase T2zu T3 78 27 1,44 39 63 75 87
Myeloperoxidase 1,74 27 2,20 1,35 1,50 1,72 1,96
T1zuT2
Myeloperoxidase 91 31 1,61 55 71 88 1,04
T2zu T3
Tabelle 9: Verinderungen der Enzymspiegel
Elastase T2 - Elastase T3 - Myeloperoxidase T2-  Myeloperoxidase T3 -
Elastase T1 Elastase T2 Myeloperoxidase T1 Myeloperoxidase T2
Exakte Signifikanz (1- ,000 ,009 002 ,006
seitig)
8.5.Korrelationstabellen
8.5.1. NET-Korrelationen
Neutrophile Enzym Korrelationskoeffizient
Neutrophile T1 Elastase T1 ,560
Neutrophile T3 Elastase T3 ,629

Enzym DNA-Messung Korrelationskoeffizient
Elastase T1 PCR LTR5 70bp T2 -,647

Elastase T1 PCR L1PA2 222bp T2 -,679

Elastase T1 PCR LTR5 323bp T2 -,597

Elastase T1 PCR L1PA2 90bp T3 ,610

Elastase T2 PCR LTR5 323bp T1 , 706

Elastase T2 PCR LTR5 70bp T3 ,615
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Elastase T2 PCR L1PA2 90bp T3 ,911
Elastase T2 PCR LTR5 323bp T3 ,580
Elastase T2 PCR L1PA2 222bp T3 ,519
Elastase T3 PCR LTR5 323bp T3 ,628
Myeloperoxidase T2 PCR LTR5 70bp T1 ,550
Myeloperoxidase T2 PCR L1PA2 222bp T1 ,617
Myeloperoxidase T2 PCR LTR5 323bp T3 -,502
Myeloperoxidase T2 PCR L1PA2 222bp T3 -,600
Myeloperoxidase T3 PCR LTR5 70bp T3 ,663

8.5.2. Leistungsphysiologie

Parameter DNA-Messung Korrelationskoeffizient
RQ max. Last PCR LTR570bp T2 -,603
RQ max. Last PCR LTR5 323bp T2 -,826
RQ max. Last PCR L1PA2 90bp T2 -,530
RQ max. Last PCR L1PA2 222bp T2 -,699
RQ an metabolischer Schwelle | PCR LTR5 323bp T3 =777
Ventilation in Ruhe PCR LTR5 323bp T1 -,558
Ventilation in Ruhe PCR L1PA2 90bp T1 -,595
Ventilation in Ruhe PCR L1PA2 90bp T2 -,632
Ventilation in Ruhe PCR LTR5 323bp T2 -,669
Ventilation in Ruhe PCR L1PA2 222bp T2 -,620
Ventilation in Ruhe PCR LTR5 323bp T3 -,554
Ventilation aerobe Schwelle PCR LTR5 70bp T2 517
Ventilation aerobe Schwelle PCR L1PA2 90bp T2 ,559
Ventilation aerobe Schwelle PCR L1PA2 222bp T2 675
Ventilation aerobe Schwelle PCR LTR5 323bp T2 ,675
Herzfrequenz in Ruhe PCR LTR5 70bp T3 -,538
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Herzfrequenz aerobe Schwelle | PCR L1PA2 222bp T1 -,566
Herzfrequenz aerobe Schwelle | PCR LTR5 323bp T2 511

Herzfrequenz aerobe Schwelle | PCR L1PA2 222bp T2 ,507

Herzfrequenz metabolische | PCR L1PA2 222bp T1 -,545
Schwelle

Maximale Herzfrequenz PCR LTR5 70bp T1 -,575
Maximale Herzfrequenz PCR L1PA2 222bp T1 -,501
Maximale Herzfrequenz PCR LTR5 70bp T2 -,538
Laktat Ruhe PCR LTR5 323bp T3 -,513
Laktat metabolische Schwelle PCR LTR5 323bp T1 -,530
Laktat metabolische Schwelle PCR LTR5 323bp T3 -, 794
W/kgKG Aerobic Threshold PCR LTR5 70bp T2 ,842

W/kgKG Aerobic Threshold PCR LTR5 323bp T2 , 764

W/kgKG Aerobic Threshold PCR L1PA2 222bp T2 ,723

W/kgKG Aerobic Threshold PCR L1PA2 90bp T2 ,586

W/kgKG Aerobic Threshold PCR LTR5 323bp T3 -, 794
W/kgKG metabolic Threshold PCR LTR5 70bp T2 ,588

W/kgKG metabolic Threshold PCR LTR5 323bp T2 ,661

W/kgKG maximal PCR LTR5 70bp T2 ,835

W/kgKG maximal PCR L1PA2 90bp T2 ,546

W/kgKG maximal PCR L1PA2 222bp T2 , 748

W/kgKG maximal PCR LTR5 323bp T2 ,550

8.6.Korrelation der Zeitpunktverdanderunge

8.6.1. NETs-Korrelationen

Enzymverdnderung DNA-Veranderung Korrelationskoeffizient

Myeloperoxidase T1 zu T2 PCR L1PA2 90bp T1 zu T2 ,550

Myeloperoxidase T2 zu T3 PCR L1PA2 90bp T2 zu T3 , 700

Myeloperoxidase T2 zu T3 PCR LTR5 70bp T2 zu T3 ,653




Myeloperoxidase T2 zu T3

PCR LTR5 323bp T2 zu T3

,552

Neutroveranderung Enzymverdnderung Korrelationskoeffizient
Neutrophile T1 zu T2 Myeloperoxidase T1 zu T2 -,567
Neutrophile T2 zu T3 Myeloperoxidase T2 zu T3 717

8.6.2. Leistungsphysiologie

Parameterveranderung DNA-Veranderung Korrelationskoeffizient
W aerobe Schwelle zu max PCR LTR5 323bp T2 zu T3 ,569
W aerobe Schwelle zu max PCR L1PA2 222bp T2 zu T3 ,509
Ventilation aerobe Schwelle | PCRLTR5 70bp T1 zu T2 -,539
ZU max

Ventilation aerobe Schwelle | PCR LTR5 323bp T1 zu T2 -,564
ZU max

Ventilation aerobe Schwelle | PCR L1PA2 90bp T1 zu T2 -,515
ZUu max

Ventilation aerobe Schwelle | PCR L1PA2 90bp T2 zu T3 527
ZU max

Ventilation aerobe Schwelle | PCRLTR5 323bp T2 zu T3 ,830
ZU max

Ventilation aerobe Schwelle | PCR L1PA2 222bp T2 zu T3 ,552
ZU max

Ventilation Ruhe zu max PCR LTR5 70bp T1 zu T2 ,552
Ventilation Ruhe zu max PCR LTR5 323bp T1 zu T2 ,539
Ventilation Ruhe zu max PCR L1PA2 90bp T1 zu T2 ,503
Ventilation Ruhe zu max PCR LTR5 70bp T2 zu T3 -,547
Ventilation Ruhe zu max PCR LTR5 323bp T2 zu T3 -, 709
Ventilation Ruhe zu max PCR L1PA2 90bp T2 zu T3 -,636
Ventilation Ruhe zu max PCR L1PA2 222bp T2 zu T3 -,685
RQ metabolische Schwelle zu | PCR LTR5 70bp T1 zu T2 -,555
max. Last

RQ metabolische Schwelle zu | PCR LTR5 323bp T1 zu T2 -,536
max. Last

RQ metabolische Schwelle zu | PCR L1PA2 90bp T1 zu T2 -,509
max. Last

RQ metabolische Schwelle zu | PCR LTR5 323bp T2 zu T3 ,569
max. Last

RQ metabolische Schwelle zu | PCR L1PA2 222bp T2 zu T3 ,609
max. Last

RQ aerobe Schwelle zu max. | PCR L1PA2 90bp T1 zu T2 ,682
Last
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RQ aerobe Schwelle zu max.

PCR LTR5 70bp T2 zu T3

,667

Last

RQ aerobe Schwelle zu max. | PCR LTR5 323bp T2 zu T3 ,888
Last

Herzfrequenz metabolische | PCR LTR5 70bp T1 zu T2 -,691
Schwelle zu max

Herzfrequenz metabolische | PCR LTR5 323bp T1 zu T2 -,691
Schwelle zu max

Herzfrequenz metabolische | PCR L1PA2 90bp T1 zu T2 -,555
Schwelle zu max

Herzfrequenz metabolische | PCR LTR5 323bp T2 zu T3 ,569
Schwelle zu max

Herzfrequenz aerobe Schwelle | PCR LTR5 70bp T1 zu T2 -, 755
zu max

Herzfrequenz aerobe Schwelle | PCR LTR5 323bp T1 zu T2 -,764c
Zu max

Herzfrequenz aerobe Schwelle | PCR L1PA2 90bp T1 zu T2 -,764
Zzu max

Herzfrequenz aerobe Schwelle | PCR L1PA2 222bp T1 zu T2 -,636
Zu max

Herzfrequenz aerobe Schwelle | PCR LTR5 70bp T2 zu T3 ,671
zu max

Herzfrequenz aerobe Schwelle | PCR LTR5 323bp T2 zu T3 , 702
Zu max

Herzfrequenz aerobe Schwelle | PCR L1PA2 90bp T2 zu T3 , 764
Zzu max

Herzfrequenz aerobe Schwelle | PCR L1PA2 222bp T2 zu T3 ,900
Zu max

Laktat Ruhe zu max PCR L1PA2 90bp T1 zu T2 -,534
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