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Referat

RegelmaRige korperliche Aktivitdt zahlt zu den Hauptpréaventionsfaktoren chronischer
Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Dyslipiddmie und Hypertonie sowie deren
Folgeerkrankung Atherosklerose. Im Pathomechanismus der Atherosklerose spielen
Monozyten eine entscheidende Rolle. Monozyten kénnen anhand der Expression des
Lipopolysacharidrezeptors CD14 und des Fc-Oberflachenrezeptors CD16 in drei
funktionell unterschiedliche Subgruppen aufgeteilt werden. Entsprechend der
Expressionsintensitat ergeben sich die Gruppen Mol (CD14++, CD16-), Mo2 (CD14++,
CD16+) und Mo3 (CD14+, CD16++). Studien konnten einen Zusammenhang zwischen
erhohter CD16 positiver Monozytenzahl und vaskuléren Pathologien wie erhéhter
Intima-Media-Dicke, erhéhter Plaque-Vulnerabilitat und Erkrankungen wie der koronaren
Herzerkrankung nachweisen. Verschiedene Arbeiten zeigten eine Reduktion CD16
positiver Monozyten nach regelmafiger korperlicher Aktivitat. Bei diesen Arbeiten
erfolgte lediglich die Aufteilung der Monozyten in zwei Subgruppen (CD14++, CD16- und
CD14+, CD16+). Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Monozytensubpopulationen in
der heute gebréuchlichen Einteilung in drei Monozytensubpopulationen zweier Kollektive
im Alter zwischen 18 und 30 Jahren, welche sich in ihrer korperlichen Aktivitat stark
unterschieden, zu untersuchen. Wir verglichen hierzu 42 Leistungssportler der 1. bis 4.
Liga mit 29 Kontrollprobanden, die weniger als zwei Stunden Sport pro Woche trieben.
Untersucht wurden die Unterschiede der Subpopulationen zwischen den Gruppen in
Ruhe und nach korperlicher Belastung. Um eine valide korperliche Ausbelastung
sicherzustellen, wurden die Probanden einer Laufbandspiroergometrie unterzogen,
wobei die anaerobe Schwelle erreicht werden musste. Die Monozytensubpopulationen
wurden vor und nach der Belastung mittels fluoreszensgestutzter Durchflusszytometrie
bestimmt. Zur Berechnung der absoluten Zellzahlen wurde zudem ein Differentialblutbild
angefertigt. Es liel3 sich nachweisen, dass regelméfiiges Training zu einer signifikanten
Senkung der Monozytensubpopulation 3 (CD14+CD16++) fuhrt. Nach kdrperlicher
Ausbelastung zeigten sich in beiden Probandengruppen eine Abnahme der Zellzahlen
in der Mo1- und eine Zunahme in der Mo3-Fraktion. In der Subgruppe Mo2 konnte keine
Verédnderung nachgewiesen werden. Wir schlussfolgerten, dass regelmaRiger Sport zur

Senkung proinflammatorischer Monozyten beitragen kann.
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AbkuUrzungsverzeichnis

MCH:
MCHC:
MCP-1:
M-CSF:
M-CSFR:
MCV:
MET:
MFI:
MHC-II:
Mo1l:
Mo2:
Mo3:
MPS.
NaNs:
NO:
NFkB:

Becton Dickinson

Bovine Serum Albumin Fraktion V — Serumalbumin des Rindes
Chemokine Ligand 2

Chemokine Receptor 2 oder CD192

Cluster of Differentiation

Ethylendiamintetraacetat

Elektrokardiogram

Fluorescens Activated Cell Sorting oder Scanning
Fluoresceinisothiocyanat

Forward Scatter

Immunglobulin

Interleukin

International Union of Immunological Societies
Koronare Herzkrankheit

Low Density Lipoprotein

Lipopolysaccharide

Magnetic Activated Cell Sorting; Produktbezeichnung fir FACS-
Produkte und Zubehér von Miltenyi Biotec

Mean Corpuscular Hemoglobin

Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration
Monocyte chemoattractant protein 1 oder CCL-2
Macrophage colony-stimulating factor
Macrophage colony-stimulating factor receptor oder CD115
Mean Corpuscular Volume

Metabolic Equivalent of Task

Mean Fluorescence Intensity

Major Histocompatibility Complex Il
Monozytensubpopulation 1
Monozytensubpopulation 2
Monozytensubpopulation 3

Mononukleéres Phagozytensystem

Natriumacid

Stickstoffmonoxid

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells



pPAVK: perivere arterielle Verschlusskrankheit

PBS: Phosphate Buffered Saline — phosphatgepufferte Salzlésung
RZB: Relative Zentrifugalbeschleunigung

RES: Retikuloendotheliales System

ROS: Reactive oxygen species

SSC: Sideward Scatter

TNF-a: Tumornekrosefaktor-a

USB: Universal Serial Bus

VCAM-1; Vascular Cell Adhesion Molecule 1 oder CD106
VLA-4: Very Late Antigen-4



1. Einleitung
1.1 Monozyten

llia Metchnikow definierte 1880 den Begriff Makrophage, nhachdem er phagozytierende
Zellen in Seeanemonen betrachtete und die Bedeutung dieser Zellgattung fur die
Funktion des Immunsystems erkannte (Newill 2016). Im Rahmen weiterer Forschungen
der darauffolgenden Jahre fasste Ludwig Aschoff 1913 alle Zellen, die dem retikuléaren
Bindegewebe entstammten und zur Phagozytose fahig waren, zum retikuloendothelialen
System (RES) zusammen (Schittenhelm 1925). Diese Systematik, welche die
Zellgattungen nach steigender Phagozytoseaktivitat eingliederte, war allerdings sehr
weit gefasst und unspezifisch, da alle Mitglieder der zellularen Immunabwehr wie z.B.
Endothelzellen, Fibrozyten, retikulare Zellen von Milz und Lymphknoten usw. vertreten
waren und keine immunologischen oder morphologischen Unterschiede zwischen den
Zellarten getroffen wurden. Im Laufe der weiteren Forschung wurden die einzelnen
Zellpopulationen  weiter untersucht. Funktionen wie immunglobulin- oder
komplementgestutzte Phagozytose oder die Entwicklungsablaufe konnten genauer
dargestellt werden. So wurde 1972 von van Furth et al. eine neue und noch heute giiltige
Einteilung des mononukledaren Phagozytensystem (MPS) getroffen. Diese Systematik
beinhaltet in aufsteigender Reihenfolge die Entwicklungsstadien der mononukledren
Phagozyten (R. Van Furth 1972):

Vorlaufer Zelle (Knochenmark) -> Promonozyt (Knochenmark) - Monozyt

(Knochenmark und Blut) > Makrophage und deren spezifische Differenzierung

Wie in der Einteilung dargestellt, sind Monozyten eine Vorstufe in der ,:_4’ ”j {
VY o
Entwicklung zum Makrophagen. Sie entwickeln sich im Knochenmark aus

einer myeloiden Vorlauferzelle und gelangen als Monozyten in die Blutbahn.

Sie sind 15-20 um grof3 und besitzen einen grof3en meist nierenférmigen
Zellkern. Daraus leitet sich auch die Bezeichnung Monozyt ab (siehe 'Abb"d.ungl
Abbildung 1). Nur 2-8% der Gesamtleukozyten im zirkulierenden Blut sind Monozyt

Monozyten. Nach ihrer Bildung befinden sie sich ca. 12-24 h im Blut und (ZT)L(J)gr)]el

wandern per Diapedese in das Bindegewebe, wo die weitere Differenzierung zum
Makrophagen stattfindet. Die Art des entstehenden Makrophagen ist hierbei
gewebsabhangig, z.B. Kupffer’'sche Sternzellen in der Leber, Mikrogliazellen im Gehirn
oder Alveolarmakrophagen in der Lunge. In den entsprechenden Geweben kann die
Uberlebenszeit dann mehrere Monate betragen (Sobotta und Welsch 2009; Riede

2004).



1.2 Funktion mononukledrer Phagozyten

Monozyten oder auch mononukleare Phagozyten sind ein bedeutender Bestandteil des
Immunsystems. Sie begleiten eine Reihe relevanter Aufgaben wie z.B. den Abbau von
gealterter Matrix, Zellen, Bakterien, Tumorzellen und Fremdkdrpern sowie die Kontrolle
von Zellwachstum und Zelldifferenzierung. Hierzu sind sie in der Lage, rezeptorvermittelt
die entsprechenden Fremdkorper oder Zellen zu erkennen und zu phagozytieren. Bei
diesem Vorgang wird der Fremdkdrper in einer Ausstilpung der Zellmembran in die Zelle
internalisiert. Durch intrazellulares Zusammenfiihren des so entstandenen Phagosoms
mit Lysosomen wird das ,intrazellulare Killing“ eingeleitet. In den Lysosomen befinden
sich proteolytische Enzyme (Elastase, Lysozym, saure Hydrolase), welche zum Abbau
bzw. zur T6tung des Phagosomeninhalts fihren. Sie sind des Weiteren in der Lage, nach
entsprechendem Prozessieren Antigene an MHC-lI-Klasse-Rezeptoren zu prasentieren
und mit T-Zellen zu interagieren. Neben der Phagozytose kénnen Monozyten und
Makrophagen bei entsprechender Stimulation eine Vielzahl biologisch aktiver
Substanzen sezernieren und Ubernehmen so immunmodulatorische Fahigkeiten, z.B.
die Regulation des Entziindungsgeschehens Uber pro- und antiinflamatorische Zytokine
(TNF-a; IL-10), chemotaktische Komplementkomponenten (C5b), Beeinflussung der
Gerinnung und Freisetzung toxischer Radikale (Hahn et al. 2001; Sobotta und Welsch
2009; Riede 2004; Lullmann-Rauch 2006).

1.3 Rezeptorbesatz und Subgruppen der Monozyten

1.3.1 Der CD14-Rezeptor

Monozyten und Makrophagen besitzen die Mdglichkeit, spezifische Antigenstrukturen
Uber Mustererkennungsrezeptoren zu erfassen und dber die Auslésung einer
intrazellularen Signalkaskade entsprechende Reaktionen auszulésen. Mithilfe des
Rezeptors CD14 ist es Makrophagen und Monozyten maglich, Lipopolysaccharide (LPS)
gramnegativer Bakterien zu erkennen. CD14 ist ein 55 kDa groR3es Protein, welches in
der Plasmamembran mittels eines Glycosylphosphatidylinositol-Ankers verbunden ist.
CD14 ubernimmt bei der Lipopolysaccharid-Erkennung modulierende Aufgaben.
Lipopolysaccharide werden im Korper zunachst durch das Akute-Phase-Protein
Lipopolysaccharid Binding Protein (LBP) gebunden und an CD14 tibergeben. Der CD14-
LPS-Komplex interagiert und aktiviert nun den Toll-Like-Rezeptor-4-MD-2-Komplex,
welcher eine intrazellulare Kaskade auslost, die Uber den Transkriptionsfaktor NFkB die

Transkription von Peptiden einleitet (Murphy et al. 2014).



1.3.2 Der CD16-Rezeptor

Mithilfe von hoch affinen und spezifischen Antikdrpern ist es dem Immunsystem maoglich,
Pathogene wie Bakterien, Viren, Fremdkdrper und Toxine zu opsonieren und zu
inaktivieren. Hierzu steht neben dem Komplementsystem auch eine Reihe von
Effektorzellen zur Verfugung, die mit spezifischen Rezeptoren fur den Fc-Teil von
Antikdrpern ausgestattet sind. Diese Fc-Rezeptoren sind strukturell so aufgebaut, dass
sie nur einen bestimmten Antikorperisotyp binden kénnen. CD16 oder auch FcyRIIl ist
ein ca. 50-70 kDa grof3es Protein, das Antikorper vom Typ IgG bindet und so die
Wirksamkeit der Phagozytose von antikbrpermarkierten Pathogenen verbessert (Murphy
et al. 2014).

1.3.3 Subgruppen der Monozyten

In den vergangenen Jahrzehnten erfolgten intensive Forschungen, um die Bedeutung
und Funktion von Monozyten bei inflammatorischen Erkrankungen zu ergriinden.
Insbesondere die Perfektionierung der Durchflusszytometrie in Kombination mit
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern brachte bedeutende Fortschritte. Passlick und
Ziegler et al. differenzierten mit dieser Technik 1989 erstmalig zwei
Monozytensubpopulationen unter Verwendung von CD14- und CD16-Antikérpern. Sie
trennten damals zwischen Monozyten, welche im hohen MaRRe CD14 aber kein CD16
exprimierten von einer kleineren Monozytengruppe, die wenig fir CD14 aber fur CD16
hoch positiv waren (Passlick et al. 1989). Im Laufe weiterer Arbeiten wurde die Aufteilung
auf drei Monozytensubpopulationen erweitert und eine einheitliche Nomenklatur
geschaffen, die durch die International Union of Immunological Societies (IUIS) validiert
wurde (Ziegler-Heitbrock et al. 2010). Tabelle 1 stellt die Subgruppen und deren

Rezeptorbesatz dar.

Tabelle 1 Monozytennomenklatur (Ziegler-Heitbrock et al. 2010)

Subgruppe Bezeichnung Rezeptorbesatz

Mol Classical CD14**CD16"
Mo2 Intermediate CD14**CD16*
Mo3 Nonclassical CcD14*CD16**

+ Expression 10-fach hoher als Isotypenkontrolle; ++ Expression
100-fach héher als Isotypenkontrolle



1.4 Pathomechanismus der Atherosklerose

Die Atherosklerose ist eine der bedeutendsten, chronisch fortschreitenden
Erkrankungen des Gefal3systems. Ihre lokalen Manifestationen verursachen
Erkrankungen wie die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK), Schlaganfall und
die koronare Herzerkrankung (KHK). So fuhrten im Jahr 2015 die KHK und der
Myokardinfarkt die Todesursachenstatistik an (Statistisches Bundesamt (Destatis)). Die
zugrunde liegende Pathologie dieser Erkrankungen, die Atherosklerose, wird schon seit
Jahrhunderten erforscht. Der haufig verwendete Begriff Arteriosklerose wurde von
Lobstein im Jahre 1833 definiert (Acierno 1994). Da diese Bezeichnung nur die
Verkalkung bzw. Verhartung der Arterien beschreibt und sich im Laufe der Forschung
auch proliferative sowie entziindliche Ursachen herausbildeten, schlug Marchand im
Jahre 1904 die Bezeichnung Atherosklerose vor; eine Verbindung aus dem Wort
LAthero® (altgriechisch fur ,gritzeartig”) zur Beschreibung der fettigen Degeneration und
Sklerose fur die GefaRverhartung (Sclerosis). Die Atherosklerose ist ein Prozess welcher
das gesamte GefaRsystem betrifft. Sie beginnt zunachst mit einer lokalen
Entzindungsreaktion. Im weiteren Verlauf folgt eine systemische Immunreaktion.
Ursachlich fur die lokale Entziindungsreaktion ist eine Erhéhung der Permeabilitat des
GefalRendothels. Diese endotheliale Dysfunktion wird durch diverse Risikofaktoren
beginstigt, wie z.B. arterielle Hypertonie, Dyslipoproteinamie, Rauchen und Diabetes
mellitus. Im Verlauf kommt es durch die Erhéhung der Permeabilitdt zur Ablagerung
insbesondere von LDL-Cholesterin im Bereich der Tunica intima. LDL selbst ist hierbei
zunachst wenig proinflammatorisch. Erst durch die oxidative Verénderung durch
Enzyme sowie Bindung an Proteoglykane der extrazellularen Matrix werden
Makrophagen zur Internalisierung stimuliert (Fogelstrand und Borén 2012). Hierdurch
kommt es zur lokalen Entziindungsreaktion. Diese Makrophagen entwickeln sich aus
peripheren Monozyten (siehe Abschnitt 1.1). Sie werden infolge der endothelialen
Entzindungsreaktion bedingt durch oben genannten Noxen angelockt. Die
Endothelzellen exprimieren hierzu das Adh&asionsmolekil VCAM-1 (vascular cell

adhesion molekule 1) und erleichtern damit den Monozyten die Anbindung.
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Abbildung 2 Monozytenmigration (Jaffer et al. 2006)

Vor Ort sezernieren Monozyten das Monocyte-chemoatractant-protein 1 (MCP-1),
welches die Einwanderung weiterer Monozyten hervorruft (Gu et al. 1998). Im
subendothelialen Raum akkumulieren dadurch vermehrt Monozyten, die sich unter dem
Einfluss des macrophage colony stimulating factor (M-CSF), welcher von den
Intimazellen sezerniert wird, zu Makrophagen differenzieren. Ebenfalls wird durch M-
CSF die Expression von Scavenger Rezeptoren gesteigert und hierdurch die
rezeptorvermittelte Aufnahme von modifizierten LDL gesteigert (Willem J. S. de Villiers
1994). Das dadurch tGbermaRig in Makrophagen aufgenommene modifizierte LDL wird
in lysosomalen Verdauungsvakuolen enzymatisch umgewandelt und lagert sich vakuolar
ab. Diese lipidgefullten Makrophagen werden histologisch als Lipophagen oder
Schaumzellen bezeichnet (Riede 2004). Die durch die Makrophagen sezernierten
Zytokine wie TNF-a und Interleukin-18 unterhalten die weitere Aktivierung von
Makrophagen und Schaumzellen. Einwandernde CD4* T-Lymphozyten schitten
Zytokine aus, die zur Apoptose der Lipophagen fiihren. Durch den Zellzerfall kommt es
zur Freisetzung der lysosomalen Cholesterinkristalle und es bildet sich eine instabile
Lipidplague. Makrophagen, Endothelzellen und Thrombozyten sezernieren den platelet
derived growth factor, woraufhin eine Proliferation der glatten Muskelzellen aus der
Tunica media erfolgt. Durch die Vermehrung der extrazellularen Matrix, insbesondere
durch Kollagen, fibrosiert und kalzifiziert die Lipidplague zunehmend und es bildet sich
eine Deckplatte. Der somit entstehende atherosklerotische Plaque engt den Blutstrom
und damit die Durchblutung der distaleren Gewebe ein. Des Weiteren trennt diese Platte
den Blutstrom vom prothrombotischen zell- und cholesterinhaltigen Inhalt. Bricht diese

Platte durch mechanische Belastung oder proteolytische Aktivitat auf, kommt es durch
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Aktivierung des zellularen und plasmatischen Gerinnungssystems zur Bildung eines
Thrombus, der zum teilweisen oder vollstandigen Verschluss des GefalRes fuhren kann.
In Folge der Umorganisation des Thrombus durch vermehrte Produktion von Kollagen
durch Mediamyozyten und Kalzifizierung kann es dann zum irreversiblen

Gefalverschluss kommen (Riede 2004).

1.5 Die Bedeutung der Monozytensubpopulationen in der Pathogenese
der Atherosklerose

Wie erwdhnt sind Monozyten einer der bedeutendsten Zellen im
Atherosklerosegeschehen. Zahlreiche Studien der vergangenen Jahre versuchten die
Frage zu klaren, welche Bedeutung und Funktionen in der Pathogenese durch die
jeweiligen Subpopulationen wahrgenommen werden. Zu Beginn etablierte sich hierbei
nur die Aufteilung nach CD16 positiven und negativen Monozyten, so dass die Funktion
und Bedeutung der intermedidren CD14**CD16" Fraktion unbericksichtigt blieb.
Dennoch zeigten epidemiologische Studien, dass eine erhohte Anzahl CD16*
Monozyten mit der koronaren Herzerkrankung, erhdhter Plaque-Vulnerabilitat und
erhohter Intima-Media-Dicke assoziiert sind (Hristov und Weber 2011). Weiterhin waren
bestimmte Risikofaktoren wie ein erhdhter BMI, Bewegungsmangel und erhdhte
Triglyceridwerte mit einer erhéhten Anzahl CD16* Monozyten im Blut korreliert (Hristov
und Weber 2011).

1.5.1 Funktionelle Besonderheiten der CD14**CD16- Monozyten (Mo1l)

Um die funktionellen Besonderheiten genauer differenzieren zu kénnen, wurden der
Rezeptorbesatz, die Zytokinsekretion (insbesondere nach Stimulation mit
Lipopolysachariden (LPS)) und genetische Untersuchungen durchgefiihrt. Hierbei stellte
sich heraus, dass CD14++CD16- Monozyten im Vergleich zu den anderen Subgruppen
im hoheren Mal3e Zytokine wie Interleukin-6, -8 und -10 sowie TNF-a sezernieren. Wong
et al analysierten 2011 die Geneexpression der drei Monozytensubpopulationen. Unter
den meist exprimierten Genen fanden sich in der Gruppe der CD14++CD16- Monozyten
unter anderem CD14, CCR2 (welcher der Rezeptor fir das Monocyte-chemoatractant-
protein 1 ist) und CD62L (welches als Oberflachenprotein fir die Lymphozyten-
Endothelzell-Adhasion verantwortlich ist). Des Weiteren wurden in dieser Untersuchung
die 1554 nachgewiesenen Gene nach Expressionshaufigkeit und Funktion entsprechend

den monozytdren Subgruppen zugeordnet. Es zeigte sich, dass die CD14++CD16-



Monozyten im hohen MalRRe Gene in den Kategorien Angiogenese, Wundheilung,
Koagulation und Bildung antimikrobieller Proteine besitzen. Schlussfolgernd nehmen
CD14++CD16- Monozyten ihre  Hauptaufgaben aufgrund der  hdheren
Phagozytoseaktivitat und Zytokinsekretion in der Abwehr mikrobiologischer Pathogene
als auch in der Reparatur geschadigter Epithelien war (Wong et al. 2011, Idzkowska et
al. 2015).

1.5.2 Funktionelle Besonderheiten der CD14"*CD16*" Monozyten (Mo2)

In der Gruppe der CD14++CD16+ Monozyten, welche als Ubergangsform zwischen den
CD14 hoch positiven (Mol) und CD14 positiven Monozyten (Mo3) gilt, konnte
nachgewiesen werden, dass bestimmte Merkmale und Funktionen wie
Rezeptorexpressionen von Mol und Mo3 vorhanden sind. So ist CCR2, das
ausschlie3lich von CD16- Monozyten (Mol) exprimiert wird, zusammen mit CX3CR1,
das nur von CD16++ Monozyten (Mo3) gebildet wird, nachweisbar (ldzkowska et al.
2015). Nach LPS-Stimulation ist diese Gruppe in der Lage, hohe Mengen an
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und IL1- zu sezernieren (Wong et al. 2011).
Des Weiteren kdénnen sie von allen Subgruppen die groRte Menge an ROS (reactive
oxygen species) produzieren und freisetzen (Zawada et al. 2011). Durch eine hohe
Dichte an MHC-II-Rezeptoren sind sie in der Lage, mit CD4* T-Lymphozyten zu
interagieren (Wong et al. 2011).

1.5.3 Funktionelle Besonderheiten der CD14*CD16** Monozyten (Mo3)

Im Gegenzug zu den CD14 hoch positiven Monozyten (Mo1l) zeigt die Gruppe der CD14
positiven Monozyten (Mo3) deutliche Unterschiede im Rezeptorbesatz. CCR2 und
CD62L sind nicht nachweisbar. AuRerdem besitzt diese Art der Monozyten im Vergleich
eine hohere zytoskelettale Mobilitdt. Dies wurde durch in vitro-Tests als auch Uber
genetische Untersuchungen nachgewiesen (Wong et al. 2011). Schlussfolgern lasst
sich, dass aufgrund dieser Eigenschaften ein Kriechen Uber Endothelien moglich ist.
Nach Stimulation mit Lipopolysachariden werden hohe Mengen an TNF-a und IL-1f3
sezerniert (Wong et al. 2011). Daher kann die Hauptaufgabe dieser Subgruppe in der
immunologischen Uberwachung von Geweben insbesondere auf beschadigte oder viral
infizierte Zellen gesehen werden (ldzkowska et al. 2015). In Versuchen konnte
nachgewiesen werden, dass sich CD14+CD16++ Monozyten aus CD14++CD16-

Monozyten  entwickeln. Rogacev et al. wiesen nach, dass nach



Stammezelltransplantationen die erste nachweisbare Population die CD16 negative ist
(Mo1l). Im weiteren Verlauf erscheint dann die CD16 positive (Mo2), gefolgt von der
CD16 hoch positiven Monozytensubpopulation (Mo3) (Rogacev et al. 2015). In in vitro-
Studien konnten diese Entwicklungen ebenfalls bestatigt werden (Ildzkowska et al.
2015). Basierend auf dieser Erkenntnis handelt es sich bei der Gruppe der CD16++
Monozyten wahrscheinlich um den hochsten Reifegrad der Monozyten.

1.6 Sport als praventiver Faktor

Die Austibung von Sport und regelmaRige korperlicher Bewegung gelten als eine der
Haupteinflussfaktoren zum Schutz der Gesundheit. Evolutiondr war korperliche
Leistungsfahigkeit einst ein relevanter Faktor, um ein Uberleben sicherzustellen. Die
Suche nach Nahrung, Jagd, Flucht vor Feinden und das Errichten eines Unterschlupfes
machten regelmafige Bewegung notwendig. In unserer Gesellschaft entwickelte sich
bedingt durch Industrialisierung und der darauffolgenden Automatisierung,
FlieBbandfertigung und zunehmender Burotatigkeit ein kdrperlich inaktives und
monotones Bewegungsmuster, welches sich meist auch in der Freizeit fortsetzt. Man
kann sagen, dass der Mensch inshesondere in industrialisierten Landern der Welt nicht
mehr artgerecht lebt. Dieser Lebensstil fuhrt zur Entstehung von Zivilisationskrankheiten
wie z.B. Bluthochdruck, Diabetes mellitus Typ II, Dyslipoproteinamie, Erkrankung des
Bewegungsapparats und Adipositas. Gesundheitsférdernde  gesellschaftliche
MaRnahmen oder Public health sind deshalb schon seit Jahrzehnten Inhalt der
Forschung. Hierbei muss zwischen Sport und regelmafiger korperlicher Aktivitat klar
getrennt werden. Sport wird definiert als Tatigkeit, die mit dem Ziel der korperlichen
Ertlichtigung, der Freude an kérperlicher Bewegung und die im Wettkampf ausgetibt
wird. RegelmaRige korperliche Aktivitdt hingegen beinhaltet alltdgliche Tatigkeiten wie
die Nutzung von Treppen, Bewadltigung des Arbeitsweges zu Ful’ oder per Fahrrad und
Haushaltstatigkeiten wie Gartnern oder Staubsaugen. In der FoOrderung des
Gesundheitsbewusstseins bietet sich eben in diesen Bereichen eine Reihe von
Ansatzpunkten, da nicht jeder Blrger zur Ausiibung von Sport motiviert werden kann.
Zur besseren Quantifizierung der Dosis-Wirkungsbeziehung von korperlicher Aktivitat
und Préavention kann als Einheit das Metabolische Aquivalent (MET) herangezogen
werden. Ein MET entspricht hierbei einem Energieverbrauch von einer kcal pro
Kilogramm Korpergewicht pro Stunde, also dem Ruheenergieverbrauch des
menschlichen Kdrpers. Eine Aktivitat die dreimal héher als der Ruheenergieverbrauch
ist, entspricht demzufolge drei MET. Fir Praventionsempfehlungen werden haufig MET-

Minuten herangezogen. Die WHO empfiehlt eine kdrperliche Aktivitat von 600 MET-



Minuten pro Woche (World Health Organisation 2011). Diese Empfehlung lasst sich
alltaglich relativ leicht umsetzten. Beispielsweise enspricht Gehen mit 5 km/h 5 MET. Bei
einer 30-minutigen Gehstrecke pro Arbeitstag (5 MET x 30 min x 5 Tage = 750 MET-
Minuten) ist die WHO-Empfehlung bereits tUberschritten. Meta-Analysen, insbesondere
in Bezug auf kardiovaskulare Prévention, konnten deutliche Risikoreduktionen bei
Zunahme der korperlichen Aktivitat nachweisen. So konnten Kyu et al. in einer Meta-
Analyse zeigen, dass die Risikoreduktion fir Krankheiten wie Herzinfarkt, Schlaganfall,
Diabetes, Kolon- und Brustkrebs bei einer kdrperlichen Aktivitat von 3000 - 4000 MET-
Minuten pro Woche am hdchsten ist. Im Bereich der kardiovaskularen Erkrankungen
zeigte sich hierbei eine Risikoreduktion von 23%. Eine zuséatzliche Steigerung auf mehr
als 8000 MET-Minuten zeigte allerdings nur eine geringe Zunahme der Risikoreduktion
auf 25% (Kyu et al. 2016).

2. Zielstellung

Mehrere Arbeiten der Vergangenheit wiesen den Zusammenhang zwischen
regelmafiger kérperlicher Aktivitat und einer Reduktion der im
Atherosklerosegeschehen relevanten CD16 positiven Monozyten nach. Hierbei fanden
bisher lediglich Gatingschemata im Sinne einer Zweiparameterbetrachtung nach CD14
hoch positiv und CD16 negativ (CD14++, CD16-) zu CD14 positiv und CD16 positiv
(CD14+, CD16+) Anwendung. Ebenfalls nach diesem Schema wurden die Mobilisierung
der Monozytensubpopulationen nach kdrperlicher Ausbelastung untersucht. Ziel dieser
Arbeit war der Vergleich der Monozytensubpopulationen zwischen zwei
Probandenkollektiven, welche sich in ihrer kérperlichen Aktivitat stark unterschieden
(Kontrollgruppe kleiner zwei Stunden Sport/Woche, Sportgruppe groRer acht Stunden
Sport/Woche). Die Darstellung der Subpopulationen erfolgte nach der heute
gebrauchlichen Aufteilung in drei Monozytensubpopulationen (Mol, Mo2, Mo3). Wir
verglichen die Unterschiede der Populationen zwischen den Probandenkollektiven als

auch die Veranderungen nach korperlicher Ausbelastung.



3. Material und Methodik

3.1 Laborgerate und Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien:

EDTA-Monovette 2,7 ml (Sarstedt®)

Serum-Monovette 9 ml (Sarstedt®)

Blutentnahmekaniile 21G/0,8 grin (Sarstedt®)

Blutentnahmekanile Multifly 21G/0,8 griin (Sarstedt®)

Multiadapter fur Sarstedt-Monovetten (Sarstedi®)

Biosensor Laktat fir Super GL easy (Dr. Miiller Geratebau)
Reaktionsgefale mit Hamolysiersystemldsung (Dr. Miller Geratebau)
End to End Kapillaren (Dr. Miller Gerétebau)
FACS-Rundbodenréhrchen PS 5 ml natur

Reaktionsgefalie SafeLock 1,5 ml (Eppendorf®)

Pipettenspitzen PP (autoklaviert)

Untersuchungsgeréte:

Laufband MTM-1500 (Schiller®)

EKG-Interface (General Electrics®)

Spirometer (Jager®)

Software Masterscreen CPX (Cardinal Health®)

Laborgerate:

Laktatmessgerat Super GL easy (Dr. Muller Geratebau)

Drucker fur Laktatmessgerat DPU 414 (Citizen® Japan)

Zentrifuge Universal 320 (Hettich®)

Vortexer Vortex Genie 2 (Scientific Industries®)

Absaugeinheit

Einkanalpipetten (5000 pl; 1000 pl; 200 pl; 100 pl; 20 pl; 10 pl) (VWR®)
Durchflusszytometer MACS-Quant™ (Miltenyi Biotec®)

Gatingsoftware MACS-Quantify™ (Miltenyi Biotec®)
Hamatologiesystem XE-2100 (Sysmex®)
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Chemikalien:
e MACS Running Buffer (Miltenyi Biotec®)
e Phosphate Buffered Saline (Miltenyi Biotec®)
¢ MACS Rinsing Solution (Miltenyi Biotec®)
¢ MACS Washing Solution (Miltenyi Biotec®)
e Fc-Block (Miltenyi Biotec®)
o Lyseldsung BD FACS Lysing Solution 10x (BD Biosciences®)

e Sphero Beads; Sphero™ Calibration Particles

Antikorper:
e CD15 e Fluor 450; Klon HI98 (eBioscience®)
e CD14 PeCy 7; Klon 61D3 (eBioscience®)
e CD19 e Fluor 780; Klon HIB19 (eBioscience®)
e CD16 APC; Klon 3GS8 (Invitrogen®)
e (CD86 PEC 5; Klon IT 2.2 (eBioscience®)
e CD115 PE; Klon GHI/61 (eBioscience®)
e CD143 FITC; Klon 9B9 (AbD Serotec®)

3.2 Auswahl der Probanden, Routineuntersuchungen und Blutenthahme

Fur die Durchfuhrung der Studie wurden zwei Kollektive im Alter zwischen 18 und 30
Jahren rekrutiert, welche sich in ihrer sportlichen Aktivitdt stark unterschieden.
Wichtigstes Einschlusskriterium fur die Gruppe mit hoher sportlicher Aktivitat war die
Durchfihrung von mehr als acht Stunden Sport pro Woche, fir die Kontrollgruppe
weniger als zwei Stunden pro Woche. Des Weiteren sollten alle Teilnehmer korperlich
und insbesondere kardiopulmonal gesund sein.

Um dies sicherzustellen, mussten alle Probanden vor Testbeginn eine umfangreiche
Untersuchung bestehend aus Anamnese, klinisch-kérperlicher Untersuchung, Ruhe-

EKG, Lungenfunktionsanalyse und Herzechokardiographie durchlaufen.

Fur die Teilnehmer gab es folgende Ausschlusskriterien:
e Fehlende schriftliche Einwilligung
e Geringe Kooperationsbereitschaft
e Bekannte Vorerkrankungen

o Auffallige Ergebnisse in den Voruntersuchungen
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Die Kriterien zur Teilnahme waren:
e Koarperliche und kardiopulmonale Gesundheit
e Kontrollgruppe weniger als zwei Stunden Sport pro Woche

e Sportgruppe mehr als acht Stunden Sport pro Woche

Jeder Proband wurde vor Beginn der Untersuchungen ber Hintergriinde, Ziele und
Durchfuhrung der Tests ausfuhrlich aufgeklart und ihm wurde ein Aufklarungsblatt
ausgehandigt (siehe Anhang).

Die Risiken der Untersuchungen fir die Probanden waren als gering einzustufen.
Dennoch wurde jeder Teilnehmer von einem anwesenden Arzt auf folgende Punkte

hingewiesen:

1. Durch die Blutentnahme kann es in sehr seltenen Fallen zur Verletzung von Nerven
kommen. Es besteht das Risiko der Hamatombildung im Entnahmebereich.
2. Im Rahmen der Laufbandspiroergometrie kann es zu folgenden Komplikationen
kommen:
e Leichter Muskelkater am Tag nach der Untersuchung
e Herzrhythmusstérungen, in extrem seltenen Fallen Herz-Kreislaufstérungen,
Atemstillstand bis hin zum Herz-Kreislaufstillstand
e In seltenen Fallen Schwindel, Ubelkeit, Blutdruckanstieg oder -abfall
e Sehr selten Verengung der Atemwege oder anhaltender
Erschopfungszustand
e Sturz und/oder Verletzung des Bewegungsapparates

¢ Reversible Druckstellen im Bereich der Spirometriemaske

Es bestand fur die Teilnehmer jederzeit die Moglichkeit die Untersuchungen
abzubrechen.

Die Ethikkommission der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg begutachtete die
Studie und gab ein positives Votum ab. Richtlinien zur Durchfiihrung von Studien und
des Datenschutzes wurden strengstens eingehalten.

Jedem Probanden wurden vor und nach der korperlichen Belastung zwei EDTA-
Monovetten und eine Serum-Monovette Vollblut entnommen, wobei eine EDTA-
Monovette fur die Monozytenpréparation, die andere zur Erstellung eines maschinellen
Differentialblutbildes durch das Zentrallabor der Universitatsklinik Halle (Saale)
vorgesehen war. Das Serum wurde fur gegebenenfalls nachfolgende Untersuchungen

aufbewabhrt.

12



3.3 Laufbandspiroergometrie und Laktatbestimmung

Zur korperlichen Ausbelastung der Teilnehmer wurde eine Laufband-Spiroergometrie
durchgefuhrt, da die Leistungssportler aus dem Bereich des Ballsports kamen und das
Laufen fur sie die physiologischere Belastungsform darstellte. Der Untersuchungsaufbau
bestand aus einem Laufband der Firma Schiller (Modell MTM-1500), einem EKG-
Interface von General Electrics und einem Spirometer der Firma Jager. Die Gerate
waren an einen Dualmonitorarbeitsplatz
gekoppelt und wurden Uber eine Software
(Masterscreen CPX) der Firma Cardinal Health
gesteuert. Auf den Monitoren des Systems
konnten die Daten der Spirometrie und des
EKGs stéandig Giberwacht werden.

Das fir die Experimente verwendete Laufband
konnte einen Geschwindigkeitsbereich von 0 bis

20 km/h abdecken. Bei einer Laufbandflache

von 150 x 50 cm war ein Laufen auch bei hohen
Geschwindigkeiten  sicher  mdglich.  Alle
Probanden waren zum Schutz vor Verletztungen Abbildung 3 Laufband Schiller MTM-1500
im Falle eines Sturzes mit einem Gurt gesichert. (Schiller 2018)

Alle Teilnehmer liefen nach einem standardisierten Belastungsprotokoll (siehe Anhang).
Der Laufbandtest fiir die Kontrollgruppe und die Sportlerinnen startete mit einer finf
mindtigen Einlaufphase bei 6 km/h. Die darauffolgenden Belastungsstufen dauerten
jeweils drei Minuten. Die Belastungsphase begann mit einer Geschwindigkeit von 7,8
km/h. In den folgenden Stufen wurde das Tempo um jeweils 0,9 km/h gesteigert.

Da in der Gruppe der mannlichen Sportler die Gesamtbelastungszeit durch die geringen
Geschwindigkeitssteigerungen sehr hoch ausgefallen wére, wurde das Testprotokoll mit
hoheren Steigerungen adaptiert. Der Test startete hier mit einer Einlaufzeit von finf
Minuten bei 7 km/h. Die erste Stufe begann bei 7,2 km/h. Die Steigerungen erfolgten mit
1,8 km/h pro Stufe.

Zwischen den Belastungsstufen bestanden 30 Sekunden Pause, in der Kapillarblut aus
dem Ohrlappchen zur Bestimmung des Laktats abgenommen wurde. Hierzu wurde ein
Laktatmessgerat der Firma Miller Geratebau genutzt, welches vollautomatisch nach
einem enzymatisch-amperometrischen Messprinzip arbeitete. Die mit Blut gefillten
Kapillaren wurden sofort in verschlieBbare Reaktionsgefal3e gelegt, in denen 500 pl
Hamolysierldsung vordosiert war. Durch kraftiges Schitteln wurde das Blut aus der

Kapillare gewaschen und hamolysiert.
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Nach Einlegen des Reaktionsgefales in das Gerat startete der Messzyklus automatisch.
Die gemessenen Werte wurden in das Messprotokoll (siehe Anhang) ibernommen. Ein
starker Anstieg der Laktatkonzentration im Verlauf des Tests zeigte den Beginn einer
anaeroben Stoffwechselsituation und damit einer korperlichen Ausbelastung an. Als
weiteres Instrument zur Belastungsmessung verwendeten wir die Daten der Spirometrie.
Das verwendete Spirometer der Firma Jager vereinte drei Messsysteme fur Atemfluss,
Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxyd-Konzentration. Die gewlnschten Parameter konnten
von der Software MasterScreen CPX grafisch dargestellt werden. Zur Validierung der
korperlichen  Ausbelastung wurde ein Diagramm gewahlt, welches die
Sauerstoffaufnahme und Kohlenstoffdioxydabgabe im Verhéaltnis zur Zeit darstellte. Im
aeroben Bereich liegt die Kurve der Sauerstoffaufnahme Uber der der
Kohlenstoffdioxydabgabe. Kreuzen sich beide Kurven, wird mehr Kohlenstoffdioxyd
abgegeben als Sauerstoff aufgenommen. Es ist in diesem Fall anzunehmen, dass nun
der anaerobe Bereich erreicht ist. Zusatzlich signalisiert ein Abflachen der O,-Kurve das

Erreichen der maximal moglichen Sauerstoffaufnahme des Probanden.

V'02 Watt
ml/min W

V'C0o2
ml/min

P5000

L4000

P3000

P2000

PL0O00O

Zeit min

Abbildung 4 Sauerstoffaufnahme und CO2 Abgabe
zum Untersuchungszeitpunkt

Uber das Zusammenfuihren der Daten aus der Laktatmessung und der Spiroergometrie
konnte die gewilnschte maximale korperliche Belastung der Probanden sichergestellt

werden.
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3.5 Durchflusszytometrie

3.5.1 Allgemeines zur Durchflusszytometrie

Die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie ist ein optisches Verfahren zur

Eigenschaftsanalyse von Zellen. Das Verfahren wurde 1968 an der Wilhelms-Universitat

Munster von Dittrich und Géhde entwickelt (Sysmex Partec
GmbH 2015). Erste kommerzielle Gerate wie zum Beispiel
das ICP 11 wurden im selben Jahr von der Firma Partec,
welche heute zum Sysmex-Konzern gehort, angeboten. Das
Herzstick des Durchflusszytometers ist eine optische Bank.
Diese besteht aus der Messkuvette, einer Lichtquelle (meist
ein oder mehrere verschiedenfarbige Laser) und den
Detektoren (meist Fotovervielfacherrohren oder Fotodioden).
Die praparierten und gefarbten Zellen werden zunachst in
einem laminaren Flissigkeitsstrom fokussiert. Dies geschieht

Abbildung 5
Durchflusszytometer Partec
ICP11 (Sysmex Partec GmbH
2015)

in einer hochprazise gefertigten Messkivette aus Glas. In dem schnell flieBenden

Mantel- bzw. Hullstrom vereinzeln sich die Zellen und passieren dann den Laserstrahl

am so genannten Beobachtungspunkt.

/— Probeneinlass

Entlaftungsventil ~\
Einlass fur
B

flussigkeit

|| — Mantelstrom-

Probeninjektor

i / | Sich verjungender
Konische ] Probenstrom
Kuvettenform
Réhrenform im Beobachtungs-
Messbereich — punkt

) Mantelstrom

~~—— Probenauslass

Abbildung 6 Schematische Darstellung der Messkuivette
(Shapiro 2005)
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Direkt gegenuber dem Laser befindet sich der Forward Scatter (Vorwartsstreulicht,
FSC).

Solange sich kein Messobjekt in der Kuvette befindet, ist die Fotodiode des Forward
Scatters durch eine fixe Blende verdunkelt.

Mantelstrom- Flussmengenregelung
flissigkeit

Grunsignal

Zell- Griinfilter
Suspensi

Auswerteelektronik

Abbildung 7 Schematischer Aufbau der optischen Bank (Givan 2010)

Wird eine Zelle in der Messkuvette durch den Laser beleuchtet, kommt es an der
Zellmembran zu einer Beugung des Lichtes, welches dann an der Blende des Forward
Scatters vorbeistrahlt und durch die Fotodiode registriert wird. Je grol3er oder
volumindser die Zelle ist, desto groRer ist die Menge des gebeugten Lichtes und desto
groRer ist das registrierte Signal. Das Signal des Forward Scatters beschreibt also die
Grol3e der untersuchten Zelle.

Das zweite Messsystem der optischen Bank ist der Sideward Scatter
(Seitwartsstreulicht, SSC). Dieser befindet sich im 90°-Winkel zum Laserstrahl und
empfangt das seitlich gestreute Licht. Wenn Zellen eine hohe Granularitat oder z.B.
grolRe Zellkerne besitzen, wird das darauf treffende Licht intensiver gestreut. Das
Sideward Scatter-Signal misst somit die Komplexitat oder Granularitat einer Zelle. In der
optischen Einheit des Sideward Scatters befinden sich ebenfalls Detektoren fur farbiges
Streulicht. Hierzu sind vor jedem Detektor Farbfilter angebracht. Fir das farbige
Streulicht besitzt die optische Bank des Sideward Scatters Farbauftrennungen utber

Filter in grin, orange und blau. So ist es mdoglich, das farbige Streulicht von z.B.
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antikdrpermarkierten Zellen zu empfangen und zu differenzieren. Zur Detektion der
Lichtsignale finden im Sideward Scatter-Modul Fotoelektronen-Vervielfacherréhren
Anwendung. Diese ermdglichen eine prazise Messung auch bei Kkleinsten
Lichtemissionen. Zur Selektion der Zelltypen Uber CD-Marker ist eine Reihe von
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern auf dem Markt verfugbar. Bei der Auswahl ist zu
beachten, dass sich insbesondere bei Antikdrpermischungen die emittierten Spektren
nicht tberschneiden, da dies die Auswertung erschweren oder unmdéglich machen

wirde.

3.5.2 Das Durchflusszytometer MACS-Quant

Fur die vorliegende Untersuchung ist das Durchflusszytometer MACS-Quant der Firma
Miltenyi Biotech verwendet worden. Als Lichtquelle dienen drei Laser mit einer
Wellenlange von 405 nm (blau-violett), 488 nm (turkis) und 635 nm (rot). Durch
entsprechende Farbfilter hat das Geréat sieben Farbkanéle im Sideward Scatter-Modul
(1 x violett, 4 x blau, 2 x rot) und bietet so ein ausreichendes Messspektrum fir die
ausgewahlten fluoreszenzmarkierten Antikorper. Alle Messschritte, inklusive Spil- und
Reinigungsablaufe, laufen vollautomatisch ab. Der aktuelle Status des Gerats und der
Messungen kann an einem Touchscreenmonitor verfolgt werden. Zur Qualitatssicherung
und Kalibrierung wurden nach dem Hochfahren des MACS-Quants Messungen mit
farbig markierten Kigelchen, so genannten Sphero-Beads, durchgefiihrt. Die
Messergebnisse des Geréts wurden automatisch gespeichert und kénnen zur weiteren

Verarbeitung via Netzwerkschnittstelle oder USB in einen Computer exportiert werden.

3.5.3 Praparation der Monozyten

Die Praparation und Farbung der Monozyten erfolgte nach einem standardisierten
Protokoll, welches durch das Forschungslabor der Klinik fur Innere Medizin 1l der
Universitatsklinik Halle (Saale) entwickelt und erprobt wurde.

Die Praparation und Herstellung des Antikdrperansatzes erfordert ein sauberes und
prézises Arbeiten. Um das Risiko von Verunreinigungen zu reduzieren und dem
Arbeitsschutz gerecht zu werden, erfolgten alle Arbeitsschritte an einer speziellen
Arbeitsbank mit kontinuierlicher Reinluftzirkulation. Von jedem Probanden existierten zur
Monozytenpraparation zwei EDTA-Monovetten, jeweils vor und nach Belastung.

Nach ausreichender Durchmischung wurde aus der jeweiligen Monovette zweimal
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100 pl Vollblut entnommen und auf zwei Reaktionsréhrchen (Probe und Kontrolle)
verteilt. Damit ergaben sich insgesamt vier Reaktionsgefal3e pro Proband. Ziel der
Doppelbestimmung war es, Mess- und Préparierfehler zu minimieren. Zudem wurde in
der Hauptprobe die Expression von CD115 und CD143 gemessen.

Um die im Vollblut enthaltenen Eiweil3- und Elektrolytverschmutzungen aus den Proben
zu entfernen, waren zunachst Waschschritte erforderlich. Hierzu wurden dem Blut 2 ml
MACS-Buffer zugesetzt und mit Hilfe eines Vortexers grindlich gewaschen.

Der MACS-Buffer setzte sich wie folgt zusammen:

Tabelle 2 Zusamensetzung MACS-Buffer

Substanz Aufgabe
PBS Phosphate Buffered Saline — pH-Wertstabilisierung auf
phosphatgepufferte Salzlésung 7,4
BSA Bovine Serum Albumin Fraktion V — Reduktion unspezifischer
Serumalbumin des Rindes Antikérperbindung und

Zellverklumpungen

NaNs Natriumacid Verhinderung bakterieller
Besiedlung

Nach dem Waschen wurden die Proben fur fuinf Minuten bei 300 RZB (relative
Zentrifugalbeschleunigung) zentrifugiert. Danach konnte der klare Uberstand mittels
Glaskaniule und Unterdruckpumpe mit Wasserfalle abgesaugt werden. Insgesamt
wurden die Waschschritte zweimal durchgefihrt.

Fur den néchsten Praparationsschritt musste zundchst ein Gesamtansatz eines Fc-
Block-Reagenz hergestellt werden. Pro Probe bestand der Ansatz aus 4,4 ul Fc-Block
(Miltenyi Biotech) und 50,6 pul MACS-Buffer. In jede Probe wurden 50 pl Fc-Block
Reagenz pipettiert, mit Hilfe des Vortexers vermischt und bei Raumtemperatur flr zehn
Minuten inkubiert.

Der Fc-Block hat die Aufgabe, unspezifische Antikdrperbindungen an Fc-Rezeptor
exprimierende Zellen wie z.B. B-Zellen zu verhindern und die Affinitat der verwendeten
Antikdrper zu erh6éhen. Wahrend der Inkubationszeit wurde der Antikérperansatz

hergestellt.
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Pro Proband ergab sich fir diesen Ansatz folgende Zusammensetzung:

Tabelle 3 Zusammensetzung Antikbrperansatz

Reagenz Probe Kontrolle
CD15 eF450 4.4l 4.4l
CD14 Pe Cy7 4.4l 4.4l
CD19 eF780 4,4 ul 4,4 ul

CD16 APC 2,2 ul 2,2 ul
CD86 PE C5 11 pl 11 pl
CD115 PE 10,5l
CD143 FITC 22 ul

Der Antikorpermix wurde in Eppendorf-ReaktionsgeféaRen grindlich vermischt. In die
Hauptprobe wurden 24,2 ul und in die Kontrolle 12 pl Antikbrperansatz pipettiert. Nach
ausreichender Vermischung des Ansatzes folgte eine Inkubationszeit von 20 Minuten
bei 4°C. Die Proben wurden hiernach lichtgeschitzt weiterverarbeitet. Nach der
Inkubationszeit mussten die im Vollblut enthaltenen Erythrozyten entfernt werden. Daflr
wurde eine Lysel6sung (Becton Dickinson) verwendet, die vor der Anwendung im
Verhaltnis 1:10 mit sterilem Wasser verdinnt werden musste. Das Wirkprinzip der
Ldsung besteht darin, eine leicht hypotone Umgebung zu schaffen, welche die
Erythrozyten zum Platzen bringt. Leukozyten sollten diese Bedingungen Uberstehen. Die
Proben wurden mit 2 ml der Lésung versehen. Die Inkubationszeit betrug 15 Minuten bei
Raumtemperatur. Wahrend dieser Zeit sollte durch das freiwerdende Hamoglobin aus
der triben, hellroten Lésung unbedingt eine klare, hellrote Flissigkeit werden. Nun
wurden die Proben bei 300 RZB fiir funf Minuten zentrifugiert und der zellfreie Uberstand
vorsichtig abgegossen.

Um Hamoglobinreste zu entfernen, waren weitere Waschschritte mit MACS-Buffer und
PBS-Acid nétig. Die Proben wurden dazu zunédchst mit 2 ml MACS-Buffer gewaschen,
bei 300 RZB fir funf Minuten zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgegossen.
Dies wurde mit 400 pl PBS-Acid wiederholt. Vor der Messung wurden nun erneut jeweils
400 pl PBS-Acid den Proben zugegeben und durch Vortexen die Zellen in Suspension

gebracht. Die Messung erfolgte zeithah durch das Durchflusszytometer.
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3.5.4 Auswertung der Messergebnisse — Gating

Die gemessenen Lichtsignale und Intensitaten des Durchflusszytometers konnten tber
die Software MACS-Quantify grafisch oder nummerisch dargestellt werden; eine
Bearbeitung war auch nach der Messung mdglich. Die gewlnschten Bereiche in den
Dot-Plots konnten durch die Eingrenzung in Kastchen markiert werden. Jeder Punkt im
Diagramm entspricht einem Zahlereignis. Um die Monozyten von anderen im Blut
befindlichen Zellen wie z.B. Granulozyten oder B-Lymphozyten zu trennen, nutzten wir

eine graphische Auswertung Uber einen Flnf-Felder-Dot-Plot.
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Abbildung 8 Fiinf-Felder-Dot-Plot

Die Ergebnisse der Dot-Plots werden im jeweils folgenden Dot-Plot verwendet. So
erschienen nur die im Plot markierten Zahlereignisse des vorherigen Plots im nachsten
Feld und so weiter. Im ersten Auswabhlfeld werden die Messergebnisse der Forward-
Scatter-Signalintensitat (Forward Scatter High) zu der Messflache (Forward Scatter

Area) abgetragen.
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Abbildung 9 Gating Forward Scatter High zu Forward Scatter Area
Das Auswahlfenster wurde so gelegt, dass nur hell leuchtende Zellen in der n&chsten
Auswahl erscheinen. Die in der Probe befindlichen Zelldubletten und Debris konnten
somit aus der weiteren Auswertung ausgeschlossen werden. Im nachsten Plot wurden
die CD15- und CD19-exprimierenden Zellen identifiziert und von der weiteren Messung
abgetrennt. In der oberen Wolke befanden sich hierbei die CD15 hoch positiven
Granulozyten; in der rechten Wolke die CD19 positiven B-Lymphozyten und
dendritischen Zellen (Abbildung 10). Im Auswahlfenster befanden sich nach dieser

Selektion noch T-Lymphozyten und die gewlinschten Monozyten.
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Abbildung 10 Gating CD15- zu CD19-Expression
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Darauffolgend waren in der Auftragung CD86-Expression zu Sideward Scatter-Flache
(SSC-A) alle Zellen zur weiteren Auswertung hinzugefugt worden, die eine hohe
Granularitat aufwiesen und CD86 markiert waren (Abbildung 11).
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Abbildung 11 Gating CD86-Expression zu Sideward Scatter Area
Nun sollen nur noch T-Lymphozyten und Monozyten in der Auswahl enthalten sein.
Aufgrund der unterschiedlichen Granularitat konnten diese in der Auftragung Sideward
Scatter-Flache (SSC-A) zu Forward Scatter-Flache (FSC-A) getrennt werden.
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Abbildung 12 Gating Sideward Scatter Area zu Forward Scatter Area

Im letzten Feld konnte schlie3lich die Trennung von CD14 und CD16 positiven
Monozyten erfolgen. Die Populationen waren hierbei in drei Felder aufgeteilt worden:
CD14++CD16- (Mol), CD14++CD16+ (M02) und CD14+CD16++ (Mo03).
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Abbildung 13 Gating CD14- zu CD16-Expression
In einem weiteren Plot erfolgte die Markierung der CD115-Expression. Da CD115 nur
von Monozyten exprimiert wird (Abbildung 14), bezieht sich diese Grafik auf die erste
Selektion des Finf-Felder-Plots. Der Auswahlbereich wird auf fein granulierte Zellen mit
CD115-Expression gelegt.

1e3—

CD115RPE-A

L AR RRS EREAS RARAN RARRY
0 250 500 750 1000
SSC-A

Abbildung 14 Gating CD115-Expression zu Sideward Scatter Area

Die genauen Zahlergebnisse (Counts) und die prozentualen Verteilungen konnten

anschliel3end in eine Microsoft-Excel-Tabelle exportiert werden.
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3.6 Hamatologische Untersuchungen

Aus der zweiten EDTA-Monovette wurde durch das Zentrallabor des
Universitatsklinikums Halle (Saale) ein grof3es Blutbild erstellt, welches folgende Werte
beinhaltete: Leukozytenzahl, Erythrozytenzahl, Hamoglobin, Hamatokrit, MCV, MCH,
MCHC, Thrombozytenzahl und ein Differentialblutbild (neutrophile Granulozyten,
Lymphozyten, Monozyten, eosinophile und basophile Granulozyten). Die Blutbilder
wurden durch ein vollautomatisches Hamatologiesystem vom Typ Sysmex XE-2100

erstellt.

3.7 Berechnung der Daten

3.7.1 Monozytensubpopulationen

Nach dem Gating der Messdaten sind im ndchsten Schritt die prozentuale Verteilung der
Monozytensubpopulationen und mit Hilfe des Differentialblutbildes die Absolutzahlen der
Monozyten in den Proben berechnet worden. Als Berechnungsgrundlage dienten die
Zahlereignisse (Counts) von Mol, Mo2 und Mo3. Die prozentualen Werte a wurden nach

folgender Formel berechnet:

( 100

C tM = o M
CountMol+CountM02+CountM03)>k ount Mox = a % Mox

x=1;2;3

Aufgrund der Doppelbestimmung der Proben wurde aus beiden gewonnenen Werten

der Mittelwert b bestimmt:

a %Mox (Probe) + a %Mox (Kontrolle)

5 =b % Mox

Mit dem berechneten prozentualen Wert b der Monozytensubpopulationen konnte mit
Hilfe der Monozytenzahl, die aus dem Differentialblutbild errechnet werden kann, die
Absolutzahl der Subpopulationen ermittelt werden.

Leukozytenzahl in pt/ul * Monozytenfraktion

= Monozytengesamtzahl in pt/ul

Monozytengesamtzahl in pt/ul *x b % Mox
100

= Mox absolut in pt/u
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3.8 Statistische Auswertung

Zur Beschreibung kontinuierlicher, normal verteilter Variablen wurden Mittelwert und
Standardabweichung, zur Beschreibung schief verteilter Median und das 25%- bzw.
75%-Quartil berechnet. Kategoriale Variablen wurden in % dokumentiert. Zum Vergleich
der Mittelwerte metrischer, unabhangiger normalverteilter Variablen kam der T-Test zur
Anwendung. Zur Prufung auf Normalverteilung kam der Kolomogorov-Smirnov-
Anpassungstest zur Anwendung. Zum Vergleich schief verteilter Variablen wurde der
Mann-Whitney-U-Test eingesetzt. Der Chi-Quadrat-Test wurde im Falle nominaler
Variablen angewandt. P-Werte von <0,05 wurden als signifikant angesehen. Zur

statistischen Auswertung der Daten kam SPSS-Statistics, Version 20 zur Anwendung.

4. Ergebnisse

4.1 Probandenbeschreibung

Die Teilnehmer wurden in Abhé&ngigkeit von ihrer sportlichen Aktivitat in eine Kontroll-
und eine Sportgruppe eingeteilt. Die Sportgruppe bestand aus 42 Leistungssportlern der
1. bis 4. Liga, welche im Durchschnitt 11,80 + 3,73 Stunden Sport pro Woche trieben. In
der Aufteilung nach Sportart bestand diese Gruppe aus 17 Handballerinnen, 9
Basketballerinnen und 16 Fuf3ballspielern. Im Geschlechtsverhéaltnis waren 38,1% der
Sportler ménnlich. 14,3% der Gruppe waren Raucher. Die Kontrollgruppe bestand aus
29 Mannern und Frauen, hauptséachlich Studierende und Angestellte des
Universitatsklinikums Halle (Saale). 51,7% der Kontrollpersonen waren mannlich. Die
sportliche Aktivitat lag im Durchschnitt bei 1,91 + 1,53 Stunden/Woche. 20,7% der
Kontrollprobanden gaben an, Raucher zu sein. Alle Teilnehmer waren kardiopulmonal
gesund und hatten keine chronischen Krankheiten. Signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen bestanden in der sportlichen Aktivitat pro Woche (Kontrollgruppe 1,91 +
1,53 h versus Sportler 11,80 + 3,73 h, p= <0,001) und im Alter. Die Probanden der

Kontrollgruppe waren im Durchschnitt 4,3 Jahre alter als die Sportgruppe.
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Tabelle 4 Basisdaten

Variable Nichtsportler Sportler p-Wert
mannlich in % 51,7 38,1 0,255
Alter in Jahren 265+4,4 22,2+ 3,5 <0,001
GréRe in m 1,76 +£ 0,08 1,78 + 0,07 0,376
Gewicht in kg 71,2 £14,0 71,9+£9,0 0,836
BMI in kg/m? 22,8+ 3,1 22,7+19 0,848
Bauchumfang in cm 79,46 £ 10,3 78,09 £ 5,3 0,524
Huftumfang in cm 87,43 £ 8,53 85,43 £ 5,72 0,271
Waist/Hip Ratio 0,91 £ 0,06 0,91 £ 0,04 0,583
Medikamenteneinahme 7,1% 13,8% 0,356
Raucher 20,7% 14,3% 0,479
Sport pro Woche in h 1,91 + 1,53 11,80 + 3,73 <0,001
Blutdruck systolisch in

mmHg 125,71 + 9,56 123,82 + 11,30 0,475
Blutdruck diastolisch in 70,20 % 6.63 77,80 % 8.43 0.472

mmHg

4.2 Leistungsergebnisse des Tests

Die in der Spiroergometrie bestimmte VO, max, welche der maximal mdglichen
Sauerstoffaufnahmefahigkeit des Probanden entspricht, gilt als ein Maf3 fur den
Trainingszustand. Hier zeigten sich signifikante Unterschiede. Die Kontrollgruppe
erreichte im Durchschnittlich 37,34 + 8,75 I/min, die Sportler 44,98 + 12,81 I/min;
p=0,007. Auch die auf dem Laufband erreichte Endgeschwindigkeit unterstrich die
hohere korperliche Leistungsfahigkeit der Sportler (15,62 + 1,76 km/h zu 11,68 + 1,87
km/h Kontrollgruppe; p<0,001). Die nach der Belastung erfragte Einschatzung der
Probanden nach der Borgskala, zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen (Nichtsportler 17 £ 2 zu 17 £ 1 bei den Sportlern; p=0,077).
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Abbildung 15 Mittelwertvergleich von Borgskala und VO2 Peak

4.3 Hamatologische Daten

Im Rahmen der Untersuchung wurden die in Tabelle 5 dargestellten hAmatologischen
Basisdaten erhoben. Vor Belastung lagen die Laborwerte bei beiden Gruppen innerhalb
der Referenzwerte. Signifikante Unterschiede zeigten sich lediglich in den absoluten
Lymphozytenzahlen. Bei der Kontrollgruppe bestanden hohere Werte als bei Sportlern
(Nichtsportler 2503 * 646 pt/ul, Sportler 2086 + 597 pt/ul; p=0,007).
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Variable

Tabelle 5 Hamatologische Basisdaten vor Belastung

vor Belastung

Nichtsportler

Sportler

p-Wert

Erythrozyten in Tpt/l 4,83 +0,51 4,77 £ 0,38 0,578
Hamoglobin in mmol/l 8,82 £ 0,95 8,73+£0,79 0,681
Hamatokrit in I/l 0,42 £ 0,04 0,41 £ 0,03 0,525
MCV 86,79 + 2,99 86,55 + 3,97 0,768
MCH 1,83 + 0,07 1,83 £ 0,07 0,814
MCHC 27,15+32,86 21,15+0,75 0,334
Thrombozyten in Gpt/l 267,62 £44,76 261,62+51,13 0,611
Leukozyten in pt/ul 7325 + 1289 6686 + 1376 0,052
Neutrophile in % 0,55 + 0,09 0,58 £ 0,09 0,133
Neutrophile absolut in pt/pul 4029 + 1023 3911 +£ 1187 0,664
Lymphozyten in % 0,34 + 0,08 0,32 £ 0,08 0,152
Lymphozyten absolut in pt/pl 2503 + 646 2086 + 597 0,007
Eosinophile in % 0,02 +£ 0,01 0,02 £ 0,02 0,298
Eosinophile absolut in pt/pl 176 £ 118 135+ 118 0,159
Basophile in % 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 0,113
Basophile absolut in pt/ul 74 £ 15 69 £ 13 0,298
Gesamtmonozyten in % 0,08 + 0,02 0,08 + 0,02 0,765
Gesamtmonozyten absolut in pt/ul 588 + 162 525 + 153 0,101

Bedingt durch die belastungsabhangige Leukozytose kam es nach der Belastung in
beiden Gruppen zu einem Anstieg der absoluten Werte der Leukozytenfraktionen
(Neutrophile, Lymphozyten, Eosinophile und Basophile). Die prozentuale Verteilung

blieb im Normbereich.
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Tabelle 6 Hamatologische Basisdaten nach Belastung

nach Belastung

Variable Nichtsportler  Sportler

Erythrozyten in Tpt/l 4,96 + 0,51 4,93 + 0,36 0,786
Hamoglobin in mmol/l 9,14 £ 0,98 9,06 £ 0,78 0,713
Hamatokrit in I/l 0,43 £ 0,04 0,43 £ 0,03 0,741
MCV 86,90 + 2,91 86,81 + 3,93 0,919
MCH 1,84 +£ 0,08 1,84 +0,10 0,832
MCHC 21,25 + 0,66 21,19+ 0,69 0,753
Thrombozyten in Gpt/l 324,41 £55,90 323,17 +61,76 0,931
Leukozyten in pt/ul 10540 + 1766 10179 + 1988 0,434
Neutrophile in % 0,49 £ 0,09 0,52 £ 0,10 0,238
Neutrophile absolut in pt/pul 5208 + 1334 5317 + 1582 0,761
Lymphozyten in % 0,41 £ 0,09 0,39 £ 0,09 0,464
Lymphozyten absolut in pt/pl 4302 + 1157 3953 + 1128 0,210
Eosinophile in % 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,378
Eosinophile absolut in pt/pl 190 + 104 168 + 143 0,495
Basophile in % 0,01 £+ 0,00 0,01 £ 0,00 0,411
Basophile absolut in pt/ul 103 + 18 108 + 36 0,680
Gesamtmonozyten in % 0,08 + 0,01 0,07 £ 0,02 0,111
Gesamtmonozyten absolut in pt/ul 801 + 176 719 £ 253 0,138

4.4 Veranderungen der Monozytensubpopulationen

4.4.1 Vergleich Kontrollgruppe vor und nach Belastung

In der Kontrollgruppe zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Leukozytenzahlen vor
und nach der Belastung (7325 + 1289 pt/ul vorher zu 10540 + 1766 pt/ul nachher;
p<0,001). Der prozentuale Anteil der Monozytenfraktion veranderte sich hierbei nur
unwesentlich (0,08 £ 0,02% vorher zu 0,08 + 0,01% nachher; p=0,155). Die absolute
Monozytenzahl stieg demzufolge ebenfalls signifikant an (588 + 162 pt/ul vor Belastung
zu 801 £ 176 pt/ul nach Belastung; p<0,001). Innerhalb der Subpopulation von Mol kam
es zu einem Abfall des prozentualen Anteils von 84,03 + 6,28% auf 81,86 + 6,48%);
p<0,001. Der absolute Wert stieg allerdings signifikant an (495 + 143 pt/ul vor zu 660 +
172 pt/ul nach Belastung; p<0,001). Der Anteil von Mo2 an der Gesamtpopulation blieb
vor und nach Belastung nahezu unverandert (4,11 = 1,79% zu 4,28 + 1,99%; p=0,369),
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wohingegen der absolute Anteil signifikant anstieg (25 £ 16 pt/ul zu 35 + 22 pt/yl;

p<0,001). Die Werte der Gruppe Mo3 stieg vor und nach dem Test prozentual (11,85 +
5,49% zu 13,85 + 5,92%, p=0,001) und absolut (68 + 34 pt/ul zu 105 + 38 pt/ul; p<0,001)

signifikant an.

Tabelle 7 Vergleich Kontrollgruppe vor und nach Belastung

Variable

Leukozyten in pt/ul

Molin %
Mol absolut in pt/ul
Mo2 in %
Mo2 absolut in pt/ul
Mo3in %
Mo3 absolut in pt/ul

Monozytenfraktion in %

Monozyten gesamt in pt/pul

vor Belastung nach Belastung
7325 + 1289 10540 + 1766
0,08 £ 0,02 0,08 £ 0,01

588 + 162 801+ 176

84,03 + 6,28 81,86 + 6,48
495 + 143 660 + 172
4,11+1,79 4,28 + 1,99

25+ 16 35+ 22

11,85+ 5,49 13,85 + 5,92

68 + 34 105 + 38

p-Wert
<0,001
0,155
<0,001
0,001
<0,001
0,369
<0,001
0,001
<0,001

Mol = Monozytensubpopulation 1; Mo2 = Monozytensubpopulation 2; Mo3 =

Monozytensubpopulation 3
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Abbildung 16 Mittelwertdifferenz absolut Kontrollgruppe
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Abbildung 17 Mittelwertdifferenz prozentual Kontrollgruppe

4.4.2 Vergleich Sportler vor und nach Belastung

In der Gruppe der Sportler zeigte sich ein Anstieg der Leukozyten von 6686 + 1376 pt/pl
vor auf 10179 + 1988 pt/ul (p<0,001) nach Belastung. Aul3erdem kam es zu einem
signifikanten Abfall des prozentualen Monozytenanteils von 0,08 + 0,02% vor zu 0,07 £
0,02% nach Belastung; p<0,001.

Die absolute Monozytengesamtzahl stieg von 525 + 153 pt/ul vor auf 719 + 253 pt/ul
nach Belastung an; p<0,001. Innerhalb der Population Mol kam es zu einem
signifikanten Abfall der prozentualen Werte und einer Zunahme der absoluten Werte
(87,38 = 4,72% bzw. 459 + 136 pt/ul vor zu 84,62 + 5,07% bzw. 610 + 215 pt/ul nach
Belastung; p<0,001). Die Population Mo2 zeigte prozentual nur einen geringen Anstieg
unter der Belastung 3,09 = 2,01% vor zu 3,27 + 1,73% nach; p=0,147. In den
Absolutwerten hingegen war ein signifikanter Anstieg zu verzeichnen (17 + 17 pt/pl zu
26 = 25 pt/pl; p<0,001). Der Anteil Mo3 stieg unter der Belastung signifikant prozentual
als auch absolut an (9,53 £ 4,05% bzw. 48 £ 23 pt/pl vor zu 12,11 + 4,71% bzw. 84 + 38
pt/pl nach; p<0,001).
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Tabelle 8 Vergleich Sportler vor und nach Belastung

Variable vor Belastung nach Belastung p-Wert
Leukozyten in pt/ul 6686 + 1376 10179 + 1988 <0,001
Monozytenfraktion in % 0,08 £ 0,02 0,07 £ 0,02 <0,001
Monozyten gesamt in pt/ul 525 + 153 719 £ 253 <0,001
Molin % 87,38 + 4,72 84,62 + 5,07 <0,001
Mol absolut in pt/ul 459 + 136 610 £ 215 <0,001
Mo2in % 3,09+2,01 3,27 +1,73 0,147
Mo2 absolut in pt/ul 17 +17 26 £ 25 <0,001
Mo3in % 9,53 + 4,05 12,11 +£4,71 <0,001
Mo3 absolut in pt/ul 48 + 23 84 + 38 <0,001
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Abbildung 18 Mittelwertdifferenz absolut Sportler
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Abbildung 19 Mittelwertdifferenz prozentual Sportler

4.4.3 Vergleich Sportler und Kontrollgruppe vor und nach Belastung

Die Zahlen der Leukozyten (Sportler 6686 + 1376 pt/pl versus Kontrollgruppe 7325 +
1289 pt/ul; p=0,052), Monozytenfraktion (Sportler 0,08 £ 0,02% versus Kontrollgruppe
0,08 £ 0,02; p=0,765) und die Absolutzahlen der Monozyten (Sportler 525 + 153 pt/pl
versus Kontrollgruppe 588 + 162; p=0,101) zeigten vor Belastung keine signifikanten
Unterschiede. Innerhalb der Population Mol bestand im prozentualen Vergleich ein
signifikanter Unterschied (Sportler 87,38 * 4,71% versus Kontrollgruppe 84,03 £ 6,28%;
p=0,012), die absoluten Monozytenzahlen zeigten jedoch keinen Unterschied (Sportler
459 + 136 pt/ul versus Kontrollgruppe 495 + 143 pt/ul; p=0,291). Gleiches war in der
Population Mo2 zu dokumentieren, in der ebenfalls signifikante Unterschiede in
prozentualen Messwerten, nicht aber in den absoluten bestanden (Sportler 3,09 + 2,01%
bzw. Nichtsportler 4,11 + 1,80%; p=0,030), (Sportler 17 + 17pt/pl versus Nichtsportler 25
*+ 16pt/ul; p=0,054). In der Population Mo3 zeigten sich in prozentualen als auch
absoluten Messwerten signifikante Unterschiede (Sportler 9,53 * 4,05% bzw.
Nichtsportler 11,86 + 5,49%; p=0,043), (Sportler 49 + 23pt/ul vs. Nichtsportler 68 +
34pt/ul; p=0,010).
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Tabelle 9 Vergleich Sportler zu Kontrollgruppe vor Belastung

vor Belastung

Variable Sportler Kontrollgruppe  p-Wert
Leukozyten in pt/pl 6686 + 1376 7325 £ 1289 0,052
Monozytenfraktion in % 0,08 £ 0,02 0,08 £ 0,02 0,765
Monozyten gesamt in pt/ul 525 + 153 588 £ 162 0,101
Molin % 87,38+ 4,71 84,03 + 6,28 0,012
Mol absolut in pt/ul 459 + 136 495 + 143 0,291
Mo2in % 3,09+2,01 4,11 + 1,80 0,030
Mo2 absolut in pt/ul 17 +17 25+ 16 0,054
Mo3in % 9,53 + 4,05 11,86 £ 5,49 0,043
Mo3 absolut in pt/ul 49 + 23 68 + 34 0,010
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Abbildung 20 Absolute Mittelwertdifferenz vor Belastung Sportler zu Kontrollgruppe
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Abbildung 21 Prozentuale Mittelwertdifferenz vor Belastung Sportler zu Kontrollgruppe

Nach Belastung kam es in beiden Gruppen zu einer Leukozytose mit daraus
resultierendem Anstieg der Monozytenabsolutzahlen. Signifikante Unterschiede
zwischen Sportlern und Kontrollgruppe zeigten sich bei Leukozyten (Sportler 10179 +
1988 pt/pl versus Kontrollgruppe 10540 + 1766 pt/ul; p=0,434), Monozytenfraktion
(Sportler 0,07 + 0,02% versus Kontrollgruppe 0,08 + 0,01%; p=0,111) und in den
Absolutzahlen der Monozyten (Sportler 719 + 253 pt/ul versus Kontrollgruppe 801 + 176
pt/ul; p=0,138) ebenfalls nicht. Prozentual betrachtet war bei der Kontrollgruppe die
Population Mol signifikant niedriger (Sportler 84,62 + 5,08% versus Kontrollgruppe
81,86 + 6,49%; p=0,049), absolut betrachtet bestand kein signifikanter Unterschied
(Sportler 610 £ 215 pt/ul versus Kontrollgruppe 660 + 172 pt/ul; p=0,298). In der
Population Mo2 zeigen sich bei prozentualer Darstellung bei Sportlern niedrigere Werte,
die absoluten Zellzahlen waren hingegen nicht signifikant verandert (Sportler 3,27 *
1,73% versus Kontrollgruppe 4,29 + 1,99%; p=0,025), (Sportler 26 + 25 pt/pl versus
Kontrollgruppe 35 + 22 pt/ul; p=0,102). In der Fraktion Mo3 zeigten sich in der
prozentualen Darstellung keine signifikanten Unterschiede (Sportler 12,11 + 4,71%
versus Kontrollgruppe 13,85 + 5,92%; p=0,173), wohingegen in absoluter
Betrachtungsweise die Kontrollgruppe signifikant hhere Werte aufwies (Sportler 84 +

38 pt/ul versus Kontrollgruppe 105 + 38 pt/pl; p=0,021).
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Tabelle 10 Vergleich Sportler zu Kontrollgruppe nach Belastung

nach Belastung

Variable Sportler Kontrollgruppe  p-Wert
Leukozyten in pt/pl 10179 + 1988 10540 + 1766 0,434
Monozytenfraktion in % 0,07 £ 0,02 0,08 £ 0,01 0,111
Monozyten gesamt in pt/ul 719 £+ 253 801 £ 176 0,138
Molin % 84,62 + 5,08 81,86 + 6,49 0,049
Mol absolut in pt/ul 610 = 215 660 £ 172 0,298
Mo2in % 3,27+ 1,73 4,29 + 1,99 0,025
Mo2 absolut in pt/ul 26 £ 25 35+22 0,102
Mo3in % 12,11+ 4,71 13,85 £ 5,92 0,173
Mo3 absolut in pt/ul 84 + 38 105 + 38 0,021
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Abbildung 23 Prozentuale Mittelwertdifferenz nach Belastung Sportler zu Kontrollgruppe

4.4.4 Altersadaptierter Vergleich Sportler und Kontrollgruppe vor und nach
Belastung

Aufgrund des signifikanten Unterschiedes in der Altersverteilung zwischen Sport- und
Kontrollgruppe (Sportgruppe 22,24 + 3,48 Jahre versus Kontrolle 26,52 + 4,39; p<0,001)
wurde eine altersadaptierte lineare Regression durchgefuhrt. Wie in Tabelle 11
ersichtlich, zeigten sich vor Belastung signifikante Unterschiede in der prozentualen

Verteilung von Mol, Mo2 und Mo3, sowie in der absoluten Zellzahl von Mo 3.

Tabelle 11 Differenz der Monozytensubpopulationen ohne Altersadaptierung

Differenz vor Belastung

Variable Sportler zu Kontrollgruppe

Mol absolut in pt/ul - 36 0,291
Mol % 3,35 0,012
Mo2 absolut in pt/ul -8 0,054
Mo2 % -1,02 0,030
Mo3 absolut in pt/ul -19 0,010
Mo3 % -2,32 0,043
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Nach Altersadaptierung zeigen sich keine signifikanten Unterschiede, prozentual als
auch absolut.

Tabelle 12 Differenz der Monozytensubpopulationen mit Altersadaptierung

Differenz vor Belastung altersadaptiert

Variable Sportler zu Kontrollgruppe p-Wert
Mol absolut in pt/ul -34 0,386
Mol % 2,31 0,231
Mo2 absolut in pt/ul -7 0,152
Mo2 % -0,80 0,139
Mo3 absolut in pt/ul -13 0,094
Mo3 % -1,51 0,243

Gleiches stellte sich nach Belastung der Probanden dar. Es bestanden nach Belastung
signifikante Unterschiede in den prozentualen Werten der Population Mol und Mo2,

sowie im Absolutwert von Mo3.

Tabelle 13 Differenz der Monozytensubpopulationen ohne Altersadaptierung

Differenz nach Belastung

Variable Sportler zu Kontrollgruppe

Mol absolut in pt/ul -50 0,298
Mol % 2,76 0,049
Mo2 absolut in pt/ul =) 0,102
Mo2 % -1,02 0,025
Mo3 absolut in pt/ul -21 0,021
Mo3 % -1,74 0,173

Nach Altersadaptierung gingen diese Signifikanzen verloren (Tabelle 14).
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Tabelle 14 Differenz der Monozytensubpopulationen mit Altersadaptierung

Differenz nach Belastung altersadaptiert

Variable Sportler zu Kontrollgruppe p-Wert
Molabsolut in pt/ul -55 0,323
Mol % 2,18 0,170
Mo2 absolut in pt/ul -10 0,148
Mo2 % -0,96 0,063
Mo3 absolut in pt/ul -17 0,106
Mo3 % -1,22 0,403

4.4.5 Vergleich Sportlerinnen und Sportler vor und nach Belastung

Im Vergleich vor Belastung zwischen Mann und Frau in der Gruppe der Sportler konnten
bis auf die absoluten Zahlen der Monozytensubpopulation 3 keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. Diese waren bei Sportlerinnen niedriger als bei

Sportlern (Sportlerinnen 43 + 18 pt/ul versus Sportler 58 + 28 pt/ul; p=0,044).

Tabelle 15 Vergleich Sportlerinnen und Sportler vor Belastung

vor Belastung

Variable Sportlerinnen Sportler

Leukozyten in pt/pl 6843 £ 1397 6429 + 1344 0,350
Monozytenfraktion in % 0,08 £ 0,02 0,09 £ 0,02 0,062
Monozyten gesamt in pt/ul 507 £ 134 553 £ 181 0,353
Molin % 88,18 + 4,58 86,09 + 4,79 0,165
Mol absolut in pt/ul 449 + 127 476 + 152 0,541
Mo2in % 2,89 +1,92 3,41+ 2,17 0,418
Mo2 absolut in pt/ul 15+ 14 20+ 21 0,412
Mo3in % 8,93+4,11 10,50 + 3,88 0,226
Mo3 absolut in pt/ul 43 +18 58 + 28 0,044

In Tabelle 16 sind die Unterschiede nach Belastung dargestellt. Signifikante
Unterschiede bestanden lediglich im prozentualen Anteil der Gesamtmonozyten.
Sportlerinnen wiesen hier signifikant niedrigere Werte auf (Sportlerinnen 0,07 + 0,02%
versus Sportler 0,08 £ 0,02%; p=0,050) als Sportler.
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Tabelle 16 Vergleich Sportlerinnen und Sportler nach Belastung

nach Belastung

Variable Sportlerinnen Sportler

Leukozyten in pt/pl 10160 £ 1999 10208 + 2035 0,941
Monozytenfraktion in % 0,07 £ 0,02 0,08 £ 0,02 0,050
Monozyten gesamt in pt/ul 676 £ 230 790 £ 280 0,157
Molin % 84,75 + 5,05 84,39 + 5,27 0,828
Mol absolut in pt/ul 574 £ 202 667 £ 231 0,177
Mo2in % 3,23+ 1,60 3,32 +1,97 0,871
Mo2 absolut in pt/ul 25+ 23 28 £ 28 0,667
Mo3in % 12,01 +5,11 4,15+ 4,15 0,863
Mo3 absolut in pt/ul 77 £ 35 41 + 41 0,134

4.4.6 Vergleich Kontrollprobandinnen und Kontrollprobanden

Wie in Tabelle 17 dargestellt, zeigen sich im Vergleich der Kontrollprobandinnen mit

Kontrollprobanden vor Belastung keine signifikanten Unterschiede.

Tabelle 17 Vergleich Kontrollprobandinnen zu Kontrollprobanden vor Belastung

vor Belastung

Variable Kontroll- Kontroll-
probandinnen probanden

Leukozyten in pt/pl 7417 £+ 1495 7239 £ 1109 0,717
Monozytenfraktion in % 0,08 £ 0,02 0,09 £ 0,02 0,271
Monozyten gesamt in pt/pl 569 £ 205 606 £ 114 0,547
Molin % 85,41 + 5,49 82,73 £ 6,87 0,261
Mol absolut in pt/ul 485 + 172 504 £ 117 0,736
Mo2 in % 4,31+2,22 3,93+1,35 0,580
Mo2 absolut in pt/ul 26 +£21,12 24 £ 10 0,690
Mo3in % 10,29 + 4,27 13,32 £ 6,21 0,135
Mo3 absolut in pt/ul 57 + 28 78 £ 37 0,097

Nach Belastung zeigte sich in der Kontrollgruppe der Frauen eine ausgepragtere
Leukozytose als bei der ménnlichen Gruppe (Frauen 11225 + 1988 pt/ul versus Manner
9901 + 1287 pt/ul; p=0,041). Die prozentualen als auch absoluten Werte der

Monozytensubpopulationen waren nicht unterschiedlich.
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Tabelle 18 Vergleich Kontrollprobandinnen zu Kontrollprobanden nach Belastung

Variable

nach Belastung

Kontroll-

probandinnen

Kontroll

probanden

Leukozyten in pt/pl 11225 + 1988 9901 + 1287 0,041
Monozytenfraktion in % 0,07 £ 0,02 0,08 £ 0,02 0,425
Monozyten gesamt in pt/ul 828 £ 198 775 £ 155 0,431
Molin % 82,61 +5,74 81,16 + 7,24 0,558
Mol absolut in pt/ul 687 £ 180 635 £ 166 0,428
Mo2in % 5,00 £ 2,44 3,63+1,18 0,073
Mo2 absolut in pt/ul 43 + 28 28 £ 10 0,065
Mo3in % 12,40 + 4,89 15,21 + 6,62 0,206
Mo3 absolut in pt/ul 98 +31 113+ 43 0,306

5. Diskussion

5.1 Effekte korperlicher Aktivitat auf inflammatorische Prozesse

Zunehmende korperliche Inaktivitat pragt unseren alltdglichen Lebensstil in Deutschland
und Mitteleuropa. Einhergehend damit ist insbesondere in Anbetracht des Ubermafigen
Nahrungsangebots eine Zunahme der Inzidenzen von Pra- und Adipositas. Erstmals in
der Geschichte der neuzeitlichen Medizin kommt es bedingt durch die Zunahme der
Adipositas zur Abnahme des zu erwartenden Lebensalters (Preston et al. 2018).

RegelméaRige korperliche Aktivitdt reduziert, bedingt durch die ausgewogenere
Energiebilanz von Zufuhr und Verbrauch, als auch durch den Fakt, dass sich kdrperlich
aktivere Menschen meist bewusster ernahren, das Risiko eine Adipositas zu entwickeln.
Insbesondere die viszerale Adipositas ist hierbei im hohen MalRe mit Folgeerkrankungen
wie arterieller Hypertonie, DyslipidAmie, Insulinresistenz (metabolisches Syndrom) und
der daraus resultierender Atherosklerose vergesellschaftet. Dies wiederum erhoht die
Mortalitdtsrate. Als urséchlich wird fir diese Erkrankungen eine chronische,
geringgradige Inflammation angesehen. (Gleeson et al. 2011; Ouchi et al. 2011)

Nachweislich korreliert ein hoherer BMI mit héheren Inflammationsmarkern wie CRP und
Interleukin-6 (Visser et al. 1999; Pradhan 2001). Mehrere Faktoren werden fur die

chronische Entziindungsreaktion verantwortlich gemacht, so zum einen die vermehrte
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Ausschittung von proinflammatorischen Adipokinen durch das Fettgewebe. Zu diesen
gehdren beispielsweise Leptin, Resistin, Lipocalin-2, TNF-a und Adiponectin. Zum
andern zu erwahnen ist die gesteigerte Expression von MCP-1 durch Adipozyten und
damit die vermehrte Einwanderung von Makrophagen (Kanda et al. 2006).
Makrophagen kdnnen in zwei Subgruppen eingeteilt werden: den proinflammatorischen
Subtyp M1, welcher eine vermehrte Sekretion von TNF-a und NO aufweist und einen
antiinflammatorischer Subtyp M2. Im Tiermodel konnte ein vermehrter Phenotypen-
Switch hin zum Subtyp M1 im Fettgewebe bei adipésen Mausen nachgewiesen werden
(Noriaki  Kawanishi  2010). Diese Prozesse fordern eine  chronische
Entzindungsreaktion, welche Krankheiten wie Malignome (Khansari et al. 2009;
Allavena et al. 2008), Diabetes mellitus Typ 2 (Pradhan 2001), Neurodegeneration
(Gleeson et al. 2011) und Atherosklerose fordern. Letztere wird zusatzlich durch ein
meist verschobenes Lipoproteinprofil geférdert.

Einer der praventiven Effekte regelmafiger korperlicher Aktivitat ist somit die
Verminderung der Kdrperfettmaf3e, insbesondere der viszeralen. Daraus resultiert eine
Reduktion der proinflammatorischen Adipokinsekretion und der
Makrophageneinwanderung in das Fettgewebe. Ebenfalls wird der vermehrte
Phanotypen-Switch hin zu proinflammatorischen M1-Makrophagen behindert (Gleeson
etal. 2011).

Mehrere Studien konnten zudem eine Verringerung von proinflammatorischen
Mustererkennungsrezeptoren auf Monozyten nachweisen. Es konnte gezeigt werden,
dass durch regelmaRige koérperliche Aktivitat die monozytare Expression von TLR-2 und
TLR-4 abnimmt. Infolgedessen nimmt die Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie
IL-6, TNF-a und IL-18 nach in vivo-Stimulation mittels Lipopolysachariden ab (McFarlin
et al. 2006; Michael Gleeson).

Eine weitere Schlisselrolle antiinflammatorischer Effekte durch korperliche Aktivitat
zeigt das Zytokin Interleukin-6. Pedersen et al konnten nach kérperlicher Belastung eine
Zunahme der IL-6-Konzentration um das 100-fache nachweisen (Pedersen und
Hoffman-Goetz 2000). Im Verlauf weiterer Untersuchungen wurde nach der Quelle der
IL-6-Zunahme gesucht. Es zeigte sich, dass die belastete Skelettmuskulatur fur die
vermehrte IL-6-Konzentration verantwortlich zu sein scheint. Jonsdottir et al wiesen im
Tiermodel nach, dass durch Reizstrom stimulierte Muskulatur mit einer erhéhten IL-6-
MRNA-Synthese reagiert. Sie konnten ebenfalls einen systemischen Effekt
ausschlief3en, da nicht stimunlierte Muskulatur keine erhdhte Synthese zeigte (Jonsdottir
et al. 2000). Die systemische Ausschittung des Interleukin-6 I6st in Folge den Anstieg
einer Reihe antiinflammatorischer Zytokine aus, so z.B. Interleukin-10 und des

Interleukin-1-Rezeptorantagonisten (Pedersen et al. 2004). Eine der bedeutendsten

42



antiinflammatorischen Effekte ist allerdings die Reduktion der TNF-a-Sekretion. Starkie
et al konnten nachweisen, dass Probanden, welche auf einem Ergometer belastet
wurden (3h bei 75% ihrer VO, max) oder rekombinantes IL-6 in physiologischer
Konzentration verabreicht bekamen, mit einer deutlich geringeren TNF-a-Sekretion auf
eine Infusion von E. coli-Endotoxin reagierten als die Kontrollgruppe (Starkie et al. 2003).
Zu dem lieR sich nach IL-6-Stimulation ein Anstieg des Plasmakortisolspiegels
nachweisen (Pedersen et al. 2004). Die Anzahl der Studien und daraus resultierender
Erkenntnisse zeigt auf, dass antiinflammatorische Effekte korperlicher Aktivitdt ein

multifaktorielles Geschehen ist.
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Abbildung 24 Effekte korperlicher Aktivitéat

5.2 Monozytensubpopulationen

Wie bereits einleitend dargestellt, ist korperliche Inaktivitat mit einer systemischen,
chronischen Inflammation assoziiert. Ein Effektor in dieser Inflammation sind CD16
positive Monozyten. Arbeiten der letzten Jahre konnten zeigen, dass diese eine
Schlusselrolle insbesondere im Atherosklerosegeschehen einnehmen. So pragte Russel
Ross den Satz ,Atherosclerosis is an inflammatory disease“ (Ross 1999). Mit
Entwicklung der Durchflusszytometrie und der fluoreszenzmarkierten Zellsortierung
wurde es moglich, Morphologie, Rezeptorbesatz, Zytokinsekretion und
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Phagozytoseverhalten der Monozyten genauer zu bestimmen. Mit diesen Verfahren
unterschieden Passlick et al. erstmals 1989 zwischen zwei Monozytensubpopulationen.
Diese konnten im Verlauf weiterer Forschungen in drei funktionell unterschiedliche
Subpopulationen gegliedert und durch die International Union of Immunological
Societies (IUIS) in die Gruppen Mo1, Mo2 und Mo3 unterteilt werden. Zahlreiche Studien
untersuchten die Bedeutungen der Subgruppen bei akuten Erkrankungen wie der Sepsis
(Mukherijee et al. 2015; Gunter Fingerle 1993) und dem Myokardinfarkt (Idzkowska et al.
2015), als auch bei chronisch-inflammatorischen Krankheiten wie beispielsweise der
Rheumatoidarthritis (Radwan et al. 2016) und dem Lupus Erythematodes (Mukherjee et
al. 2015). Nur sehr wenige Studienkollektive beschéftigten sich in der Vergangenheit mit
Veranderungen der Monozytensubpopulationen bei vollig gesunden Probanden. Auf
diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden prospektiven Arbeit zwei Gruppen, die
sich in ihrer sportlichen Aktivitat deutlich unterschieden, auf Monozyten und deren
Subpopulationen untersucht. Die durchgefihrte Gatingstrategie stellte die heute
gebrauchliche Darstellung in drei Subpopulationen dar. So war insbesondere eine

Beurteilung der Veranderungen der Subpopulation Mo2 méglich.

5.2.1 Bedeutung regelmaRiger sportlicher Aktivitat auf die

Monozytensubpopulationen

Der Einfluss sportlicher Aktivitat gesunder Probanden auf die Zusammensetzung der
Subpopulationen von Monozyten wurde in den vergangenen Jahren kaum untersucht.
Die langfristigen Einflussmoglichkeiten durch korperliche  Aktivitat auf die
Subpopulationsverteilung untersuchten 2008 Timmermann et al. Ihr Probandenkollektiv
bestand aus jeweils 15 kérperlich aktiven und 15 kérperlich inaktiven Probanden im Alter
von 65-80 Jahren, welche einem 12-wdchigen aeroben Fitnesstraining unterzogen
wurden. Die Analyse der Subpopulationsverteilung erfolgte in zwei Populationen (CD16
positiv und CD16 negativ). Zu Beginn zeigten sich in dieser Arbeit bereits niedrigere
prozentuale Werte proinflammatorischer CD16 positiver Monozyten in der korperlich
aktiven Gruppe. Innerhalb der kérperlich inaktiven Gruppe konnte nach Beendigung des
12-wdchigen Trainings eine Abnahme der proinflammatorischen Monozyten um bis zu
64% verzeichnet werden (Timmerman et al. 2008).

Im Laufe der Forschung etablierte sich, bedingt durch die entdeckten funktionelen
Unterschiede der Gruppen, die Aufteilung der Monozyten laut IUIS 2010 in drei
Monozytensubpopulationen (Ziegler-Heitbrock et al. 2010). Die Populationen werden
dementsprechend eingeteilt in Classical Mol (CD14++CD16-), Intermediate Mo2
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(CD14++CD16+) und Nonclassical Mo3 (CD14+CD16++). Alle bisherigen Arbeiten zum
Effekt sportlicher Aktivitat auf Monozytensubpopulationen teilten in ihren
Gatingstrategien noch nicht nach dieser neueren Klassifikation auf. So wurden
insbesondere die Veradnderungen der intermedidren Population Mo2 bisher nicht
untersucht. Des Weiteren wurden die Populationen meist ausschlie3lich in ihrer
prozentualen Verteilung bezogen auf die Gesamtmonozytenzahl beurteilt und nicht die
absolute Monozytenzabhl.

In den hier prasentierten Analysen und in anderen Untersuchungen (R. Lewicki 1987;
Baum 1998) bestand kein signifikanter Unterschied in der Leukozytengesamtzahl im
Vergleich von Trainierten versus Untrainierten. Es zeigten sich dennoch in unserer
Untersuchung bei Ausdauersportlern niedrigere Leukozytengesamtwerte im Vergleich
zu Untrainierten. Somit entstehen bei der reinen Darstellung nach prozentualer
Verteilung Ungenauigkeiten, da Unterschiede in der Leukozytenzahl zwischen den
Gruppen und damit auch der Monozytengesamtzahl unberiicksichtigt bleiben. Am
Prozess der Atherosklerose ist allerdings mit hoher Wahrscheinlichkeit die Anzahl einer
bestimmten Zellart entscheidend und nicht der prozentuale Anteil der jeweiligen
Zellpopulation an den Gesamtleukozyten. Die absolute Darstellung ist somit als die
prazisere anzusehen (Hristov und Weber 2011). So zeigten sich mit prozentualer
Darstellung der Monozytenverteilung  signifikante  Unterschiede in  allen
Subpopulationen. Der Anteil der Mol war mit 87,4 = 4,7% bei Sportlern signifikant
(p=0,012) hoher als bei der Kontrollgruppe mit 84,0 + 6,3%, wahrenddessen die
Populationen Mo2 und 3 signifikant niedriger waren (Mo2: Sportler 3,1 + 2,0% bzw.
Nichtsportler 4,1 + 1,8%; p=0,030; Mo3: Sportler 9,5 + 4,1% bzw. Nichtsportler 11,9 +
5,5%; p=0,043). Anders hingegen stellen sich die Unterschiede nach einer absoluten
Betrachtungsweise dar. Bedingt durch den Unterschied der Leukozytengesamtzahlen
zwischen Sportlern und Kontrollen (Sportler 6686 + 1376pt/ul bzw. Nichtsportler 7325 +
1289 pt/ul; p=0,052) gehen die prozentualen Signifikanzen in den Populationen Mol und
Mo2 verloren. Lediglich in der wichtigen proinflammatorischen Subpopulation Mo3 bleibt
der Unterschied signifikant (Sportler 49 + 23pt/ul versus Nichtsportler 68 + 34pt/ul;
p=0,010).

Es lasst sich hieraus postulieren, dass regelmaRiges Training zu einer Umverteilung der
Monozytensubpopulationen hin zu nichtinflammatorischen Populationen fuhrt und somit
signifikant die in inflammatorischen Prozessen involvierte Monozytenpopulation 3
(CD14+CD16++) senkt.

Es lasst sich ebenfalls darstellen, dass die Ubliche Betrachtungsweise nach prozentualer
Verteilung fehlerbehaftet ist, da sich nach dieser ein ganzlich anderes Bild ergibt. So

bestehen offensichtlich nach absoluter Betrachtungsweise im Vergleich zur
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prozentualen Darstellung keine signifikanten Unterschiede in den Populationen Mol und
Mo2 zwischen den Probandengruppen. Durch regelméafliiges Training kommt es zu einer
gleichméRigen Verteilung auf Mol und Mo2 und einer signifikanten Reduktion in der
Subgruppe Mo3.

5.2.2 Veranderungen der Monozytensubpopulationen nach erschdpfender

Belastung bei trainierten und untrainierten Probanden

Erstmalig untersuchten Gabriel et al. 1994 die Verdnderungen der Monozyten nach
korperlicher Maximalbelastung und Dauer der Belastung. Zur Auftrennung der
Populationen wurde zwischen CD14 low (negativ) und CD 14 bright (positiv)
unterschieden. Die korperliche Ausbelastung der Probanden, welche aus
ausdauertrainierten Sportlern bestand, wurde mittels Laktatmessung verifiziert. Dabei
konnten Gabriel et al. nachweisen, dass nach einer erschopfenden Belastung von 24
Minuten Dauer die CD14 negativen Monozytenpopulationen deutlich anstiegen. Nach
langer andauernder Belastung, wie einem 100 km Lauf, wiesen sie eine Wiederzunahme
der CD14 positiven Monozyten nach. Drei Stunden nach oben genannten
Ausbelastungen kehrten die relativen Monozytenwerte wieder zur Ausgangsverteilung
vor korperlicher Belastung zurlick. Sie schlussfolgerten und wiesen nach, dass das
Ausmall und die Dauer einer korperlichen Belastung temporédre und reversible
Veranderungen in der Zusammensetzung der peripheren Monozytensubpopulationen
hervorrufen kénnen. (Gabriel et al. 1994)

Im Folgenden untersuchten Steppich et al. im Jahre 2000 die Maoglichkeit,
proinflammatorische CD16 positive Monozyten durch kurzzeitige kérperliche Belastung
zu mobilisieren. Die Auftrennung der Populationen erfolgte hierbei zwischen CD16
positiven und CD16 negativen Monozyten. Nach einer 45 Sekunden andauernden
Belastung mit 400 W auf einem Ergometer konnte eine Verdoppelung der
proinflammatorischen Monozytenwerte nachgewiesen werden. Nach einer Ruhepause
von 20 Minuten gingen die Populationswerte auf den Ausgangswert zurtick. Nach
erneuter korperlicher Belastung lie3 sich der Effekt wieder nachweisen. Probanden,
welche im Rahmen der Studie zusatzlich mit dem R3-Blocker Propranolol behandelt
wurden, zeigten einen geringeren Anstieg CD16 positiver Monozyten. Steppich
schlussfolgerte daraus, dass die proinflammatorischen Monozyten aus dem
Marginalpool, welcher aus an Endothelzellen kleiner Gefal3e anhaftenden Leukozyten

besteht, vermehrt in den Blutkreislauf mobilisiert werden kénnen. (Steppich et al. 2000)
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Erschopfende korperliche Belastung und Stress konnen tiber eine adrenerge Stimulation
offensichtlich zur Mobilisation proinflammatorischer CD16 positiver Monozyten fihren.
So konnten Dimitrov et al. 2010 nachweisen, dass eine Mobilisation CD 16 positiver
Monozyten auch ohne korperliche Belastung durch eine Gabe von Epinephrin moglich
ist (Dimitrov et al. 2010). Es stellte sich die Frage, welcher Mechanismus fir die adrenerg
gesteuerte selektive Mobilisation der CD16 positiven Monozyten verantwortlich sein
kbnne. Steppich interpretierte in seiner Arbeit eine hohere Expression von
Adhasionsmolekilen wie CD11b, d und VLA-4 als méglichen Mechanismus (Steppich et
al. 2000). VLA-4 vermittelt die Anbindung an von Endothelzellen gebildeten VCAM-1.
Somit ist ein ,rolling” der Zellen Uber Endothelzellen méglich (Ronen Alon). Aufgrund
dieser Eigenschaft wird den CD16 positiven Monozyten Mo3 ebenfalls eine hdhere
Prasenz im Blutkreislauf unterstellt. Aktuelle Gen- und Rezeptoranalysen, welche eine
hdhere zytoskelettale Mobilitdt dieser Subpopulation nachwiesen, unterstreichen diese
Schlussfolgerung (Wong et al. 2011). Dimitrov et al untersuchten des Weiteren das
Adhesionsrezeptorprofil von 14 verschiedenen Leukozytensubtypen, darunter CD8
positive T-Zellen, NK-Zellen, und CD16 positive Monozyten, welche fir eine adrenerge,
selektive Mobilisation bekannt sind. Es stellte sich heraus, dass alle Zellen, welche
mittels Epinephrin mobilisiert werden konnten, im hohen MalR3e das Adh&sionsmolekiil
CD11a und CX3CR1 exprimierten. Es konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass die
Expressionsdichte dieser Molekile mit dem Grad der adrenergen Mobilisierbarkeit
korreliert. Adrenalin kann offensichtlich Adh&sionsmolekiihle wie CD11la und CX3CR
inaktivieren und somit die Mobilisation bestimmter (insbesondere zytotoxischer) Zellen
(darunter CD16 positive Monozyten) hervorrufen (Dimitrov et al. 2010).

Wie Gabriel et al. 1994 und Steppich et al. 2000 untersuchten wir ebenfalls die
Verteilungsveranderungen innerhalb einer Gruppe nach kérperlicher Ausbelastung. Wir
stellten diese Verdnderungen in drei Monozytenpopulationen dar, um zum einen der
gebrauchlichen Einteilung der IUIS zu entsprechen und zum anderen die
Verédnderungen innerhalb der CD14 positiven Monozytenpopulationen Mol und Mo2 zu
untersuchen. Die favorisierte Darstellung nach Absolutwerten ist in diesem Fall jedoch
nicht maglich, da bedingt durch die Belastungsleukozytose falsch hohe Werte im
Vergleich vor zu nach Belastung zu erwarten waren. Wie auch in den Arbeiten von
Gabriel und Steppich beschrieben, zeigte sich nach korperlicher Ausbelastung eine
signifikante Zunahme der CD 16 positiven Population Mo3 bei Sportlern (9,5 £ 4,1% vor
zu 12,1 + 4,7% nach; p<0,001) als auch bei den Kontrollgruppen (11,9 + 5,5% zu 13,9 £
5,9%; p=0,001). Signifikant kam es bei beiden Gruppen zur Abnahme innerhalb der
Population Mol um 3% bei Sportlern und um 2,8% bei den Kontrollgruppen. Mo2 zeigte

in keinen der Gruppen eine wesentliche Verschiebung. Veranderungen innerhalb der

47



Monozytensubpopulationen nach akuter Belastung finden nach unseren Erkenntnissen

demzufolge innerhalb der Populationen Mol und Mo3 statt.

5.2.3 Geschlechtsspezifische Unterschiede in den Monozytensubpopulationen

Als einer der nicht beeinflussbaren Risikofaktoren fur die Atherosklerose gilt das
mannliche Geschlecht. Als weiblichen praventiven Faktor rickten bisherige
Forschungen Ostrogen als ,praventives® Hormon in den Vordergrund der Diskussion.
Ursachlich wurden Beispielsweise Veranderungen der Lipoproteinzusammensetzung im
Serum (Kavanagh et al. 2009), eine Reduktion der monozytaren Integrinexpression
(Bindungspartner fur VCAM-1) (Nofer 2012) und antiinflammatorische Effekte
(Chakrabarti et al. 2008) gesehen. Nur wenige Forschungsgruppen untersuchten
allerdings geschlechtsassoziierte Unterschiede in den Monozytensubpopulationen.
Heimbeck et al. fanden im Rahmen der Validierung eines standardisierten Single-
Plattform Assays signifikant niedrigere Werte CD16 hochpositiver Monozyten bei
Frauen. Die in dieser Studie verwendete Gatingstrategie teilte allerdings nur zwischen
CD14 hochpositiven und CD16 hochpositiven Monozyten auf. Monozyten der
Klassifikation Mo2 wurden nicht analysiert und groRtenteils in die Gruppe der CD16
hochpositiven Monozyten integriert (Heimbeck et al. 2010).

Die auf diese Weise entstehenden Unterschiede konnten wir in unserer Untersuchung,
bestehend aus einer Gatingstrategie in drei Subpopulationen, weder prozentual noch
nach absoluter Betrachtungsweise bestatigen. Lediglich innerhalb der Sportgruppe
zeigte sich ein signifikanter Unterschied nach absoluter Betrachtungsweise
(Sportlerinnen 43 + 18 pt/ul versus Sportler 58 + 28 pt/ul; p=0,044). Altere
Untersuchungen, die ebenfalls nur in zwei Subpopulationen auftrennten und nur
prozentual betrachteten, sahen keine geschlechtsspezifischen Unterschiede (Tollerud et
al. 1989). Auch im Vergleich vor und nach Belastung lieBen sich in unserem
Probandenkollektiv keine signifikanten Unterschiede nachweisen. Es lasst sich demnach
postulieren, dass bei Auftrennung der Monozytensubpopulationen in drei Gruppen, mit
sauberer  Abtrennung der  proinflammatorischen  Kategorie  Mo3,  kein

geschlechtsspezifischer Unterschied nachzuweisen ist.

5.2.4 Einfluss des Alters auf die Monozytensubpopulationen

Nach Auswertung der Daten war innerhalb unseres Probandenkollektivs ein signifikanter

Unterschied in der Alterszusammensetzung aufféallig. So waren Leistungssportler mit
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22,2 + 3,5 Jahren signifikant jinger als unsere Kontrollen mit 26,5 + 4,4 Jahren
(p<0,001). Um einen Fehler in unseren Betrachtungen auszuschlie3en, fihrten wir eine
altersadaptierte lineare Regression durch. Nach dieser gingen alle Signifikanzen mit
Ausnahme derer in den absoluten Werten nach Belastung verloren, die jedoch bedingt
durch die Belastungsleukozytose keine sichere Aussage erlauben.

Heimbeck et al. gruppierten in ihrer Untersuchung zum Alterseinfluss auf die
Monozytensubpopulation ihre Probanden in Gruppen von 18-30, 31-40- 41-50 und 51-
60 Jahren mit jeweils funf mannlichen und finf weiblichen Probanden. Mittels einer
Regressionsanalyse konnten sie keine signifikanten Unterschiede innerhalb der
Monozytensubpopulation (wenn auch nur nach Zweiparameteraufteilung) mit
zunehmenden Alter finden (Heimbeck et al. 2010).

Untersuchungen von Sadeghi et al. kamen zu einem anderen Ergebnis. In dieser
Untersuchung konnten sie eine signifikante Zunahme CD 16 hoch positiven Monozyten
nachweisen. Die Altersstaffelung war in eine Altersgruppe mit 72-100 Jahren und eine
Kontrollgruppe von 20-47 Jahren eingeteilt. Als Gatingschema fand eine
Zweiparameteraufteilung in CD14 positiv/CD16 positiv oder CD14 positiv/CD16
hochpositiv Anwendung. Sie wiesen eine signifikante Zunahme CD16 hochpositiver
Monozyten nach (Sadeghi et al. 1999).

Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen Seidler et al. Sie staffelten die Altersgruppen in 18-
30, 30-50 und 51-88 Jahre und wiesen ebenfalls eine signifikante Zunahme CD16
positiver Monozyten nach. Das verwendete Gatingschema trennte nur im Bereich
zwischen CD14 hochpositiv und CD16 negativ und positiv. Dies wirde allerdings nach
aktueller Klassifikation einer Trennung zwischen Mol und Mo2 entsprechen. Die CD14
positive und CD16 hochpositive Gruppe Mo3 blieb in dieser Arbeitunbericksichtigt
(Seidler 2010).

Basierend auf der aktuell verfigbaren Studienlage, welche teilweise grol3e
Altersspriinge in ihren Untersuchungskollektiven aufweist (Seidler 2010; Sadeghi et al.
1999), dem zwar rechnerisch signifikanten, aber dennoch geringeren Altersunterschied
von vier Jahren in unseren Gruppen, ist von keiner Beeinflussung auf die

Subpopulationsverteilung auszugehen.
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6. Zusammenfassung

Auf der Suche nach Ursachen fur die in unserer Gesellschaft dominierenden
Zivilisationskrankheiten wie Malignome, Diabetes mellitus, neurodegenerative
Erkrankungen und Atherosklerose bzw. deren Folgen wie pAVK, Schlaganfall und
Myokardinfarkt konnte eine chronische, geringgradige Inflammation als ursachlich fur
diese Erkrankungen nachgewiesen werden. Koérperliche Aktivitat und Sport zeigten in
zahlreichen  Untersuchungen positive Effekte zur Lebenszeitverlangerung,
Krankheitsreduktion und Senkung der chronischen Inflammation.

Die Atherosklerose zahlt ebenfalls zu einer chronisch verlaufenden, entzindlichen
Erkrankung. Die Monozyten zahlen zu den Haupteffektorzellen dieser Erkrankung. Diese
konnten im Rahmen der Forschung basierend auf deren Rezeptorexpression von CD14
und CD16 in drei funktionell unterschiedliche Subgruppen eingeteilt werden (Mo1, Mo2,
Mo3). Insbesondere die CD16 positive, proinflammatorische Subgruppe Mo3 scheint
eine Schlusselrolle in der Pathogenese und dem Progress der Atherosklerose
einzunehmen. Da Sport und koérperliche Aktivitat als ,antiinflammatorische Medizin“
ebenfalls die Inzidenz der Atherosklerose reduziert, untersuchten wir den Einfluss
regelmafiger korperlicher Ertlichtigung auf die Subgruppenverteilung der Monozyten. In
den hier vorgelegten Analysen konnte gezeigt werden, dass regelmalfiiges Training zu
einer Umverteilung der Monozytensubpopulationen hin zu nichtinflammatorischen
Populationen fuhrt und somit signifikant die im Atherosklerosegeschehen involvierte
Monozytensubpopulation 3 (CD14+CD16++) senkt. Weiterhin wurde die Verteilung der
Monozytensubpopulationen aus dem Marginalpool nach korperlicher Ausbelastung
unter erstmalig verwendeter Aufteilung in drei Subpopulationen untersucht. Es zeigte
sich, dass nach korperlicher Ausbelastung die Zellzahl der Subgruppe Mol abnahm und
die der proinflammatorischen Gruppe Mo3 signifikant anstieg. Die Subgruppe Mo2 bleibt
nach kdrperlicher Belastung konstant. Dieser Effekt lie3 sich in beiden
Probandenkollektiven nachweisen. Genderspezifische Ver&nderungen innerhalb der
Monozytensubpopulationen waren nicht nachzuweisen. Basierend auf der Erkenntnis,
dass CD16 positive Monozyten eine Schlisselrolle im Atherosklerosegeschehen
einnehmen, ist somit zu schlussfolgern, dass regelméaRiger Sport signifikant zu einer

Senkung der proinflammatorischen Monozytensubpopulation fuhrt.
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8. Thesen

1. RegelmaRige korperliche Ertichtigung und Sport gelten als einer der

Hautpraventionsfaktoren kardiovaskularer Erkrankungen.

2. Die Atherosklerose gilt als ein chronisch-inflammatorischer Prozess, dessen

Haupteffektorzellen die Monozyten sind.

3. Monozyten koénnen anhand ihres Rezeptorbesatzes in drei funktionell
unterschiedliche Subgruppen eingeteilt werden und wurden durch die

International Union of Immunological Societies in Mol, Mo2 und Mo3 eingeteilt.

4. Ein erhthtes Vorkommen proinflamatorischer Monozyten der Subpopulation Mo3
im Blut ist mit vaskularen Pathologien wie erhdhter Plaque-Vulnerabilitét,
starkerer Intima-Media-Dicke und Erkrankungen wie der KHK asoziiert.

5. Regelmaliges Training fuhrt langfristig zu einer Umverteilung der
Monozytensubpopulationen hin zu nichtinflammatorischen Subgruppen und
einer Reduktion der absoluten Zellzahlen CD16-positiver Monozyten der Gruppe
Mo3.

6. Korperliche Ausbelastung fiihrt zur Mobilisation CD16 positiver Monozyten der

Gruppe Mo3 aus dem Marginalpool und einer Abnahme von Mol.

7. Die Subpopulation Mo2 zeigt unter Ausbelastung keine Veranderungen, weder

bei Leistungssportlern noch bei Kontrollprobanden.

8. Die Darstellung der Subpopulationsverteilungen nach prozentualen und

absoluten Werten differieren.

9. Genderspezifische Unterschiede in der Subpopulationsverteilung konnten nicht

nachgewiesen werden.
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9. Anhang

9.1 Probandeninformation

Probandeninformation
JAuswirkung einer kurzfristigen Maximalbelastung auf die Inhibition/Reduktion
proinflammatorischer Monozyten im Vergleich von Hochleistungssportlern/innen versus

altersadaptierten Gesunden®

Sehr geehrte/r Proband/in,

Die Ursachen fur die Entstehung der Atherosklerose (Verkalkung/Verengung von
Arterien) sind zum Teil noch unbekannt. Bei vielen Patienten findet man die so
genannten klassischen Risikofaktoren Diabetes mellitus, Rauchen, Bluthochdruck,
erhdhte Blutfettwerte oder eine bekannte Familienanamnese fir diese Erkrankungen.
Haufig ist jedoch kein Risikofaktor zu finden. Heutzutage ist bekannt, dass die
Entziindungen, die man im Laufe seines Lebens erleidet, eine weitere potentielle
Ursache fur die Atherosklerose sein kann. Hierbei scheinen bestimmte Zellen, die man
im Blut nachweisen kann, haupt- oder zumindest maf3geblich mitbeteiligt zu sein. Diese
Zellen werden CD16+ Monozyten genannt. Wir haben in einer vorherigen Studie zeigen
konnen, dass diese Zellen im Vergleich von Patienten mit Koronarer Herzerkrankung
und Gesunden, im peripheren Blut vermehrt bei Patienten mit Koronarer Herzerkrankung
nachweisbar sind. Weiterhin ist bekannt, dass diese Zellen bei sportlich aktiven
Menschen und dauerhafter korperlicher Belastung vermindert, im Gegensatz dazu aber
nach einer korperlichen Héchstleistung vermehrt im Blut nachzuweisen sind.

Die vorliegende Studie soll nun erstmalig die Frage untersuchen, ob die Konzentration
dieser Zellen bei Gesunden, die nicht oder wenig sportlich aktiv sind im Vergleich zu
Hochleistungssportlern/innen vor und nach einer korperlichen Belastung unterschiedlich

sind.

Studienablauf

Wir planen bei Ihnen ca. 30ml Blut (aus einer peripheren Vene) vor und nach einer
korperlichen Maximalbelastung zu entnehmen. Die Maximalbelastung findet in Form
einer Laufband-Spiroergometrie statt, bei der Sie unter arztlicher Aufsicht bis zur
Ausbelastung laufen werden. Wahrend der Untersuchung werden kontinuierlich Ihre
Herzfrequenz, ihr Blutdruck, sowie die Ausatmung/Einatmung von Sauerstoff und

Kohlendioxid gemessen.
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Vor dieser Maximalbelastung werden Sie ausfihrlich zu potentiellen Erkrankungen
befragt, sowie einer &arztlichen Untersuchung und einer Herzultraschalluntersuchung
unterzogen, um relevante Herz-Kreislauf-Erkrankungen, die eine relative Gegenanzeige
zur Ausbelastung darstellen kdnnten, auszuschliel3en.

Wir werden mittels spezieller Laboranalysen die genannten Zellen bestimmen. Weiterhin
wird Blutserum fir andere Marker im Blut, die weitere Hinweise auf die Entziindung im
Korper oder andere Risikokonstellationen aufzeigen kénnen, untersucht. Weiterhin wird
ein Kernspintomogramm des Herzens bei Ihnen durchgefihrt.

Ihr Arzt wird die Studie nochmals detailliert mit lhnen besprechen. Nach Erhalt Ihres
Einverstandnisses werden lhre Daten in einem Priufbogen festgehalten, der nicht mit
Ihrem Namen, sondern lediglich mit einer anonymen Kennziffer versehen ist. Dieses
Verfahren nennt man Pseudonymisierung. Diese Daten werden pseudonymisiert in eine

Datenbank eingegeben.

Risiken

Die Risiken sind in dieser Studie als gering einzuschéatzen. Trotzdem bitten wir Sie,
diesen Abschnitt sorgfaltig zu lesen.

Es kann im Rahmen von Blutentnahmen in seltensten Fallen zu Nervenverletzungen
oder zur Entwicklung von relevanten Blutergiissen kommen. Eine Infektion ist bei
sachgerechtem Vorgehen nicht zu erwarten. Ein relevanter Abfall des Blutfarbstoffs
(Hamoglobin) ist nicht zu erwarten, jedoch potentiell méglich. Dennoch bitten wir Sie -
auch nach Beendigung der Studie - bei Auftreten von Beschwerden jederzeit den
Prufarzt zu kontaktieren.

Eine korperliche Ausbelastung kann in seltenen Féallen zu Herzrhythmusstérungen
und/oder erhohtem Blutdruck fuhren. Dies ist bei Ausschluss einer relevanten
Vorerkrankung jedoch unwahrscheinlich und wird durch die kontinuierliche Aufzeichnung
von Herzfrequenz und Blutdruck Uberwacht und gegebenenfalls durch Abbruch der
Untersuchung verhindert.

Zur Sicherung vor Stirzen werden Sie wahrend der Untersuchung in einem Haltegurt
fixiert, zur weiteren Sicherung werden bei jeder Untersuchung mindestens zwei

geschulte Personen, hiervon mindestens ein Arzt, anwesend sein.
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Rechte

Die bei dieser Studie erhobenen Daten werden in einem Prifbogen festgehalten, der
nicht mit Inrem Namen, sondern lediglich mit einer anonymen Kennziffer versehen ist.
Der Prifarzt kontrolliert die Daten. Vertreter der zustandigen Uberwachungsbehdrden
erhalten auf Wunsch ebenfalls Einsicht in die Unterlagen. Wir garantieren Ihnen, dass
Ihr Name und Ihre Teilnahme sowie alle anderen Informationen streng vertraulich
behandelt werden. Die kommerzielle Nutzung der Blutproben wird ausgeschlossen.
Diese Studie wurde von einer Ethikkommission zustimmend bewertet. Die international
geltenden Richtlinien fur die Durchfiihrung von Studien werden streng eingehalten.
Wenn Sie teilnehmen mdchten, geben Sie dazu bitte Ihr schriftliches Einverstandnis.
Dieses kdonnen Sie wahrend der Studie zu jedem Zeitpunkt zuriickziehen und lhre
Studienteilnahme beenden. Wann immer Sie Fragen haben, wenden Sie sich bitte an

lhren Prifarzt.

Namen der Prifarzte: Frank Noack, PD Dr. med. habil. Axel Schilitt

Krankenhausaddresse: Klinik und Polikliniken fir Innere Medizin | und IlI,
Universitatsklinikum der Martin Luther-Universitat
Halle-Wittenberg

Telefon: 03455570

Wir waren lhnen dankbar, wenn Sie an dieser Studie teilnehmen. Sie wird einen

wesentlichen Anteil zur weiteren Erforschung der Ursachen und eventuell auch der

Therapie der Atherosklerose beitragen.
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9.2 Protokoll Sportgruppe Mann

Spnrtlrt.'-'Umflng: Name: Vorname: Datum:

Geburtsdatum: Eﬁﬂumfﬂg: E“clmmfngi HWE:

Sudienummer: Lauf

letzte Malzeit:

Letztes Training:

Boreskala:

Verletzungen in den Jahren 2012 & 2013:

Vor: Nach:
Labor:

Prifer:

Dauer [min] | v [km/h] Hf [min"] Laktat [mmol1]| Glukose [mmol1]
Ruhe 0

-

72
9,0
10,8
12,6
143
16,2
18,0
19,8

Gar]| Led] L] Lad] Lar| LR LeR| LN LA

V02 max:

E2
E4

Bemerkungen:
- Erfazsung der Rubewerte nach 10minitigem Sitzen
- Paosenlinge: 30 =
- E2und E4 b1 §,0 km'k (Laufen!)



9.3 Protokoll Sportgruppe/Kontrollen

SportartUmfang: | Name: Vorname: Datum
Geburtsdatum: El’iﬂ'nmfmg: Elnr]lumflug: HWR:
Studienummer: Lauf
letzte Malzeit:
Boreskala:
Vor: Nach:
Labor:
Priifer:
Dauer [min] v [km/h] Hf [min™] Laktat [mmoll] | Glukose [mmaoll]
Ruhe 0

3 6,0

5 7,

3 87

3 8.6

3 10,5

3 114

3 123

5 13,2

3 14,1

3 15,0

3 159
VO2 max:

E2
E4

63



10. Selbststandigkeitserkldrung

Ich erklare ausdricklich, dass ich die vorliegende Dissertation mit dem Titel:

LAuswirkung einer kurzfristigen Maximalbelastung auf proinflammatorische Monozyten
im Vergleich von Hochleistungssportlern versus einer altersadaptierten gesunden

Kontrollgruppe*

selbststandig und ohne unerlaubte Hilfe angefertigt habe.

Ich versichere, dass ich ausschlieBlich die angegebenen Quellen in Anspruch
genommen habe bzw. dass ich samtliche in der oben genannten Arbeit verwendeten
fremden Quellen, auch aus dem Internet (einschliel3lich Tabellen, Grafiken u.d.) als
solche kenntlich gemacht habe. Insbesondere bestétige ich, dass ich ausnahmslos
sowohl bei unverandert ibernommenen Tabellen, Grafiken u.&. als auch bei in eigenen
Worten wiedergegebenen Aussagen bzw. von mir abgewandelten Tabellen, Grafiken
u.a. anderer Autorinnen und Autoren die Quelle angegeben habe.

Dresden, 07.10.2018 Tobias Wehnert

64



11. Erklarung tUber friihere Promotionsversuche

Ich versichere, dass von mir, Tobias Wehnert, keine friiheren Promotionsversuche mit
dieser oder einer anderen Dissertation erfolgt sind. Es wurde nur dieser Antrag auf

Eréffnung eines Promotionsverfahrens eingereicht.

Dresden, 07.10.2018 Tobias Wehnert

65



12. Danksagung

An dieser Stelle méchte ich den an dieser Arbeit beteiligten Personen sehr herzlich
danken. Besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. Axel Schlitt fir die Uberlassung des
Themas der Dissertationsarbeit und die ausdauernde Unterstiitzung.

Desweitern mochte ich mich bei Herrn Christof Ulrich, meinem Laborleiter, der fir mich
ein stetiger Ansprechpartner und Hilfesteller war, bedanken. In diesen Zusammenhang
gilt weiterer Dank allen MTAs des Labors und der Funktionsabteilung des
Universitatsklinikums Halle (Saale).

Nicht zu vergessen sind Frank Noack, Markus Hollenbach und René Schwesig, die bei
der Rekrutierung von Probanden, deren Untersuchung und der Organisation
entscheidende Arbeit geleistet haben.

Ich bedanke mich bei allen Arzten, die auRRerhalb ihrer Dienstzeit bei der Untersuchung
der Probanden beteiligt waren.

Nicht zu letzt mochte ich meiner Frau fur die Hilfe, Ricksichtnahme und Geduld bei der
Fertigstellung der Dissertation in den letzten Jahren danken.

Tobias Wehnert

66



