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1 Einleitung

Ausdauersport, inshesondere in Form von Langstreckenldaufen und Nordic Walking, ist in der
heutigen Gesellschaft ein popularer Volkssport geworden. Er flhrt zu vielfaltigen, tberwiegend
positiven Veranderungen in verschiedenen Organsystemen. Intensive korperliche, vor allem

anaerobe Belastungen, kénnen jedoch auch zu negativen Auswirkungen im Koérper flhren.

Ein vielfach beschriebenes Problem des Ausdauersports ist die Entwicklung eines
Eisenmangels bzw. einer Eisenmangelanamie.

Eisenmangel ist weltweit einer der haufigsten und Klinisch relevanten Mangelzustédnde und die
haufigste Ursache einer Anamie (Hastka et al. 1996; Rdcker et al. 2002; Suominen et al. 1998).

Eisenmangel fihrt nicht nur zur Dysfunktion der Erythropoese, sondern hat auch negative
Auswirkungen auf die Immunfunktion, Temperaturregulation, den Energie-stoffwechsel sowie
auf die korperliche Leistungsfahigkeit (Chandra et al. 1975; Cook and Lynch1986; Hinton et al.
2000).

Es gibt viele Risikogruppen, welche anféllig fir die Entwicklung eines Eisenmangels oder einer
Eisenmangelanamie sind (z.B. Frauen in reproduktivem Alter). Insbesondere gehdren weibliche
Ausdauersportler zu dieser Risikogruppe (Banister et al. 1985; Diel et al. 1986; Cook 1994;
Hunding et al. 1981; Lampe et al. 1986; Parr et al. 1984, Rocker et al. 2002, Zhu Y| and Haas
1998).

Als Ursache des Eisenmangels gelten ein erhéhter Eisenbedarf, ein erhohter Eisenverlust und
z.T. eine verminderte Eisenaufnahme. Von Bedeutung fir den Ausdauersport ist, dass ein
Eisenmangel schon vor dem Auftreten einer Andmie Symptome, wie z.B. eine

Leistungsminderung zur Folge haben kann.

Beim Ausdauersportler ist die Beurteilung des Eisenstatus und des peripheren roten Blutbildes
besonders schwierig, da diese Parameter sowohl akut als auch chronisch veréandert sind.
Ausdauersport fihrt zu einem Anstieg des Blutvolumens unter Ruhebedingungen (Récker 1978;
Rocker et al. 1976; Rocker 1983; Sawka et al. 2000).

Dabei ist das Plasmavolumen im Vergleich zum totalen Erythrozytenvolumen

(Erythrozytenmenge) Uberproportional vergrof3ert. Die Folge ist eine Hamodilution, ablesbar an

5



subnormalen Hamoglobinkonzentrationen, Hamatokritwerten und Ferritinkonzentrationen. Diese
Veranderungen sind bei der Diagnostik des roten Blutbildes und des Eisenstatus zu
berlcksichtigen.

Bei Vergleichsuntersuchungen zwischen Ausdauertrainierten und Untrainierten wurde eine um
ca. 5 g/l verminderte Hamoglobinkonzentration und ein um ca. 2% verminderter Hamatokritwert
beobachtet (Eichner et al. 1986; Lorenz et al. 1992; Rdocker et al. 1977). Ebenso zeigten sich
erniedrigte Ferritinkonzentrationen (Blum et al. 1986; Dufaux et al. 1981; Green 1991; Lampe et
al. 1986).

Die Ublichen Referenzbereiche kénnen deshalb nicht zur Beurteilung herangezogen werden.
Referenzbereiche fir das Blutbild beim Ausdauersportler gibt es noch nicht.

Als Richtgréi3e fur eine klinisch relevante Anamie beim Ausdauersportler sollten daher die von
Eichner (1986) angegebenen Werte verwendet werden:

©Q Hamoglobin < 110 g/I

J4 Hamoglobin < 130 g/l

1.1 Physiologie des Eisenstoffwechsels

Eisen, das zweihaufigste Metall der Erde, zahlt zu den Ubergangselementen. Es kann leicht
Elektronen abgeben und aufnehmen (Andrews et al. 1999; Thomas und Thomas 2005).

Eisen ist ein fur den Menschen lebenswichtiges Element, das mit der Nahrung aufgenommen
wird. Der Korper erhalt somit seine Speicherkapazitdt, die zum groRen Teil durch
Wiedergewinnung aus eisenbindenden Zellen, meist aus abgestorbenen Erythrozyten, entsteht.

Eisen ist in geringen Mengen fir nahezu alle Lebensprozesse essentiell.

Der Eisengehalt des menschlichen Korpers liegt bei Mannern bei ca. 30-40 mg/kg
Kdrpergewicht, bei Frauen bei ca. 35 mg/kg Kdrpergewicht.

Der Gesamteisenbestand betragt bei Erwachsenen ca. 3-4 g, davon befinden sich 2,5 g im
Hamoglobin der zirkulierenden Erythrozyten im Blut und deren Vorlauferzellen im
Knochenmark. Jeder einzelne Erythrozyt enthalt etwa 1 Milliarde Eisenatome (Andrews et al.
1999). Der Rest befindet sich im Myoglobin und in den Eisendepots (ca. 1.000 mg). Der
Eisenspeicher liegt in Form von Ferritin und Hamosiderin, besonders in der Leber, der Milz und
im Knochenmark vor (Thomas und Thomas 2005).

Der Gesamteisenbestand lasst sich in drei Kompartimente gliedern:

Funktionseisen ca. 70 %



Depoteisen ca.18 %

Transporteisen und eisenhaltige Enzyme ca. 12 %. (Schmausser et al. 1997)

Dem Eisen kommen zwei physiologisch wichtige Funktionen zu:

Als Zentralatom im Porphyringerist spielt Eisen im Hamoglobin und Myoglobin eine wichtige
Rolle beim Sauerstofftransport.

Unter den essentiellen metallischen Spurenelementen nimmt Eisen eine Sonderstellung ein.
Wahrend alle anderen metallischen Spurenelemente im Organismus nur mit negativ geladenen
Molekilen reagieren, vermag Eisen auch mit neutralen Molekulen, insbesondere mit Sauerstoff
zu reagieren. Dieser Funktion dienen etwa zwei Drittel des Koérpereisens, die im Hamoglobin
gebunden sind. Jedes der vier scheibenférmigen Hammolekile enthalt eine gebundene
Globinkette und ein zweiwertiges Eisenatom, das Sauerstoff zum Transport reversibel bindet.
Myoglobin, dessen Molekilmasse etwa ein Viertel des Hamoglobins betragt, enthalt pro
Molekil 1 Atom Eisen. Es stellt das Sauerstoffreservoir fir den Muskelmetabolismus dar (Wick
et al. 2002).

Als Cofaktor ist Eisen fur die Funktion zahlreicher Enzyme erforderlich. Von den 10% des so
genannten Enzymeisens sind 2% in den Enzymen der Atmungs-kette gebunden, mit denen der
Organismus die Wasserstoffoxidation durchfuhrt. In diesen Enzymen wird das Eisen im
Gegensatz zum Eisen im Hamoglobin und Myoglobin oxidiert und reduziert, liegt also einmal in
zweiwertiger und einmal in dreiwertiger Form vor.

Die Eisenenzyme kénnen klassifiziert werden in die Hamproteine (Cytochrom, Cytochrom-c-
Oxidase, Katalase, Peroxidase, Tryptophan-Pyrrolase, Lipooxidase und Homogenetisinoxidase)
und in die Eisenflavoproteine (Cytochrom-c- Reduktase, NADH-Dehydrogenase,

Xantinoxidase, Succinatdehydrogenase und Acyl-CoA-Dehydrogenase)(Wick et al. 2002).

Als Bestandteil der Cytochrome ist Eisen flr den Elektronentransport in der Atmungskette, d.h.
fir die aerobe Energiegewinnung verantwortlich. Das Eisen im Ham des aktiven Zentrums der
Cytochrome unterliegt bei der Elektronenweitergabe einem Valenzwechsel (Fe** zu Fe**) und
umgekehrt. Die Elektronenubertragung des Eisens, in dieser Form nitzlich fur die
Energiegewinnung des Organismus, kann andererseits auch negative Auswirkungen haben.
Eisen kann mit Sauerstoff unter Bildung von O2-Radikalen wie das toxische Superoxidanion
(Fe?* + 0211 Fe*'+ O72) reagieren.

Die wichtigste Quelle des Wasserstoffperoxids ist die Atmungskette, in der bis zu 5 % des bei

der mitochondrialen Atmung gebundenen Sauerstoffs in Wasserstoffperoxid umgewandelt wird.
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Die Hydroxidradikale und das Superoxidanion oxidieren Makromolekile und wirken zerstérend

auf organische Substanzen, wie Zellmembranen und DNA — Molekule (Wick et al. 2002).

1.1.1 Eisenhomoostase

Die Eisenverluste des Korpers variieren mit Geschlecht und Alter und sind bedeutsam, wenn es
zu einem Blutverlust kommt. Da der Eisengehalt des Hamoglobins 3,46 mg/g betragt, resultiert
aus einem Milliliter Blutverlust (Hb 15 g/dl) der Verlust von 0,5 mg Eisen. Beim Mann betragt
der tagliche Eisenverlust etwa 0,9 mg, resultierend aus gastrointestinaler und renaler
Ausscheidung.

Bei Frauen im reproduktiven Alter sind die Verluste hdher. Der durchschnittliche menstruale
Blutverlust betragt 33 ml pro Periode, das filhrt zu einem taglichen Verlust von 1,5 mg, der sich

bis auf 2,1 mg erhéhen kann (Thomas und Thomas 2005).

Wegen der hohen Toxizitat freien Eisens wird im Organismus Eisen ausschlieRlich an Eiweild
gebunden (z.B. Transferrin) und gespeichert (z.B. Ferritin). Daher kann Eisen nicht lber die
Niere ausgeschieden werden.

Eisen wird im Duodenum und oberen Jejunum hauptséchlich als Fe*  resorbiert. Da
Nahrungseisen jedoch uberwiegend in der dreiwertigen Form vorliegt, muss es, abgesehen von
dem hamgebundenen Fe?* Anteil, zunachst, z.B. durch eine Ferrireduktase oder Ascorbinséure
reduziert werden. Das erklart, warum in der Regel nur 10 % des Nahrungseisen resorbiert

werden, was 1mg pro Tag entspricht (Wick 2002).

Der divalente Metalltransporter 1 ( DMT1 ) nimmt Fe** in duodenalen Enterozyten auf, nachdem
es durch das Burstensaumenzym (membranstéandige Ferrireduktase) reduziert wurde.
Ferroportin 1 transportiert zusammen mit dem membrangebundenen Hepcidin das Eisen aus

den Enterozyten in das Kdrperplasma, wo es an Transferrin gebunden wird.

Die Homdostase des Korpereisens wird durch zwei Mechanismen gewdhrleistet: zum einen
Uber die Rickgewinnung des freigesetzten Funktionseisens durch die Makrophagen des
Retikulohistiozytensystems und zum anderen durch intestinale Resorption. Hameisen aus den
Erythrozyten wird kontinuierlich kontrolliert, indem die gealterten Erythrozyten durch
Makrophagen katabolisiert werden. Auf diesem Wege kénnen pro Tag ungefahr 25 bis 30 mg
Eisen gewonnen werden. Das entspricht in etwa der Menge, welche taglich fur die

Erythropoese benétigt wird. Die intestinale Eisenabsorption hingegen, welche udber die
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Enterozyten der duodenalen Mikrowilli stattfindet, betragt nur 1 bis 2 mg/Tag. Dies kompensiert
allerdings gerade den Eisenverlust, welcher hauptsachlich tber die Abschilferung epithelialer
Zellen geschieht. Wie oben beschrieben ist ein Grofdteil des Eisens im menschlichen
Organismus im Hamoglobin gebunden. Die Phagozytose von Uberalterten Erythrozyten durch
Makrophagen und das anschlieBende Recycling des Héameisens ist deshalb zur
Aufrechterhaltung der Eisenhoméostase essentiell. Dieser Vorgang findet vor allem in der Milz,
im Knochenmark und in kleinerem Ausmafd auch in den Kupfferschen Zellen der Leber statt.
Durch biochemische Modifikationen der Erythrozytenmembran im Rahmen eines
Alterungsprozesses kénnen die Makrophagen die zu eliminierenden Erythrozyten erkennen.
Nach Bindung der Erythrozyten an die Makrophagen werden sie via Phagozytose internalisiert
und im Phagosom degradiert. Das Hamoglobin wird Uber verschiedene Schritte zu Eisen und
Bilirubin katabolisiert. Das freiwerdende Eisen kann entweder Uber Ferroportin ans Plasma
abgegeben oder in Ferritin gespeichert werden. Eine Regulation der Eisenbestdnde des
Kdrpers ist im engeren Sinne nur durch die Resorptionsquote im oberen Dinndarm mdglich.
Der aktuelle Stand der Forschung besagt, dass der menschliche Organismus unfahig ist,
Uberschussiges Eisen aktiv auszuscheiden (Kulaksiz et al. 2005).

UbergroRe Eisenzufuhr fiihrt zu einer VergréRerung der Eisendepots Ferritin und Hamosiderin.
Wird diese Speicherkapazitat Uberschritten, kommt es zur Ablagerung in den parenchymatdsen
Organen. Die dadurch verursachte Zellschadigung fihrt zu Zelltod und zu Funktionsstérungen
des betroffenen Organs (Thomas und Thomas 2005).

1.2 Klinisch relevante Laborparameter zur Ermittlung des Eisenstatus

Zur Beurteilung des Eisenstatus gilt als Goldstandard die Eisenfarbung des Knochenmarks.
Diese Untersuchung ist fir Routineuntersuchungen nicht geeignet. Deshalb werden
verschiedene Labortests zur Abschatzung des Eisenstatus verwendet, wie z.B. die traditionellen
biochemischen Marker Eisen, Transferrin und Ferritin sowie das rote Blutbild.

In den letzten Jahren wurden neue Eisenmarker entwickelt; der l8sliche Trans-ferrinrezeptor im
Serum, der Prozentanteil von hypochromen Erythrozyten (Hypo %) und verschiedene
Retikulozytenindizes, z.B. retikulozytares Hamoglobin (CHr).

Dabei ist zu beachten, dass kein einziger Test geeignet ist, den gesamten Eisenstatus zu
messen. Jeder einzelne Test erfasst lediglich nur verschiedene Phasen des Eisenstatus und

mehrere Tests erganzen sich gegenseitig.


http://www.google.de/search?hl=de&ei=h4X-StjtKMv__AbZ9YGMCw&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&ved=0CA0QBSgA&q=Mikrowilli&spell=1

1.2.1 Transferrin

Transferrin ist ein Protein, das in der Leber gebildet wird und an das sich Eisen ankoppelt.
Anorganische Elemente werden im Korper haufig an EiweiRe gebunden. Das ionisierte, also
geladene Eisen wird an das Protein Transferrin gekoppelt und auf diese Weise in der Blutbahn
transportiert. Unter normalen Bedingungen betragt die Eisensattigung von Transferrin rund
30%. Wenn die Eisenbindungskapazitat von Transferrin gesattigt ist, kann Eisen in freier Form
im Plasma vorliegen. Dieses nicht gebundene Eisen kann leicht die Zellen penetrieren und

dann zu erheblichen Zellschadigungen fuhren.

Je nach Eisenbedarf und Eisenreserven kann die Synthese des Transferrin in der Leber
kompensatorisch reguliert werden. Transferrin ist nicht nur im Blutplasma nachweisbar, sondern

auch im Liquor cerebrospinalis und in interstitiellen Flissigkeiten.

Fur jedes Transferrinmolekil erfolgt die Eisenaufnahme in der dreiwertigen Form, fir maximal
zwei Eisenatome.

1,0 Gramm Transferrin sind in der Lage, 1,4 Milligramm Eisen zu transportieren. Das im Koérper
vorhandene Transferrin kann insgesamt ca. 3 mg Eisen binden. Der Referenzbereich von
Transferrin liegt zwischen 200-360 mg/dl (nach Angaben des Herstellers). Dieser Wert ist
niedrig bei Infektionen oder chronischen Entziindungen. Unterernahrung fuhrt aufgrund des
fehlenden Eiweildumsatzes stets zu einer Erniedrigung des Transferrins.

Der Transferrinwert ist bei Eisenmangel erhoht. Stérungen bei der Bildung der roten
Blutkoérperchen im Knochenmark oder Lebererkrankunen sowie Alkoholismus fiihren zu einer

Uberladung an Eisen und Transferrin (Thomas und Thomas 2005).

Bei Erkrankungen, die zu einem erhdhten Verbrauch oder zu einem erniedrigten Umsatz von
Funktionseisen fihren, wird die Transferrinsattigung untersucht. Die Transferrinsattigung wird
durch den Quotienten aus Eisen- und Transferrin-konzentration im Blutserum des nlichternen
Patienten bestimmt.

Die alleinige Bestimmung von Transferrin ist weitgehend wertlos, zuséatzlich sollte Ferritin

gemessen werden.
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1.2.2 Ferritin

Ferritin ist ein Protein mit einem vom Eisengehalt abh&ngigen Molekulargewicht von etwa
440.000 Dalton. Es dient der intrazellularen Speicherung von Eisen, das in freier Form
zytotoxisch wirken wirde. Die Ferritinkonzentration ist in der Leber (110-552 ug/g Leber) und
der Milz (200 pg/g Milz) am hoéchsten (Heilmann et al. 1983) im Vergleich zum Herzen (40 pg/g
Herz) und den Nieren (107 pg/g Niere). Ferritin kommt auch in geringen Mengen im Blutplasma
vor.

Durch die Entwicklung einer Bestimmungsmethode flr Ferritin im Serum und den gleichzeitigen
Nachweis, dass Serumferritin mit dem Speichereisen des Organismus korreliert (Addison et al.
1972), erlangte die Bestimmung des Ferritinspiegels im Serum eine entscheidende Kklinische
Bedeutung (Lipschitz et al. 1974).

Die Hauptindikation zur Ferritinbestimmung liegt in der Erfassung eines Eisenmangels. Ein
erniedrigter Ferritinspiegel wurde bislang nur bei Eisenmangel beschrieben (hohe analytische

Spezifitat).

Ferritin besteht aus einer Proteinhille (Apoferritin) von 24 Untereinheiten und dem Eisenkern
aus Eisenhydroxidphosphat. Pro Molekil Ferritin kénnen bis zu 50000 Eisenatome
aufgenommen werden (Weiss 1997).

Es hat sich gezeigt, dass Ferritin eine Neigung zur Bildung von Oligomeren hat, und im Fall von
einem Uberangebot in den Zellen der Speicherorgane zur Kondensation zu halbkristallinem

Hamosiderin in den Lysosomen fuhrt (Wick et al 2002).

Das Serumferritin stellt besonders das im retikuloendothelialen System und den Hepatozyten
gespeicherte Eisen dar. Die Anderungen des Eisengehalts werden schnell durch eine Anderung
der Ferritinkonzentration im Serum angezeigt. So wird 59Fe, das in Form denaturierter
Erythrozyten intravends verabreicht wird, in die Makrophagen des RES aufgenommen und

erscheint als 59Fe-markiertes Ferritin nach 20-40 min. im Blut (Thomas und Thomas 2005).
Der Ferritingehalt im Serum ist bei einem Eisenmangel vermindert. Die Referenzbereiche des

Serumferritin sind bei Frauen vor der Menopause ca. 8-12 ug/l, nach der Menopause ca. 30-
300 pg/l. Bei Mannern liegen die Werte bei 18-440 pg/l (Sunder-Plasman et al. 1996).
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Es bestehen wahrend der Kindheit und im hohen Alter keine geschlechtsspezifischen
Unterschiede der Ferritinkonzentration (Jacobs und Worwood 1975).

Ferritin variiert von Tag zu Tag. Frauen weisen einen hoheren Variationskoeffizienten auf als
Manner.

Die Konzentrationen fir Serumferritin sind bei Mannern nach der Pubertat bis zum mittleren

Lebensalter hoher als bei Frauen (Worwood et al. 1997).

Wahrend einer Akute-Phase-Reaktion (Entziindungen, Traumata, Tumoren) kommt es zu falsch
hohen Ferritinwerten (Birgerad et al. 1978, Hazard und Drysdale 1977, Konijn und Hershko
1977, Lustbader et al. 1983).

1.2.3 Ldslicher Transferrinrezeptor (TfR)

Um Eisen aus dem Plasmatransferrin in die Zellen zu bringen, muss eine Barriere Giberwunden
werden. Dies geschieht mit Hilfe von Transferrinrezeptoren, die sich an den Oberflachen fast
aller menschlichen Zellen befinden. Etwa 75% aller Transferrinrezeptoren werden jedoch auf
Vorlauferzellen der Erythrozyten, insbesondere auf den Retikulozyten im Knochenmark
exprimiert. Die hochste Besetzung zeigen Organe mit hohem Eisenverbrauch wie das
Knochenmark, Plazenta und Leber (Huebers und Finch 1987).

Der TiR ist ein Glykoprotein, das aus 760 Aminosauren, mit einem Molekulargewicht von 95
kDa besteht. Der TfR ist zusammengesetzt aus zwei Monomeren, die Uber eine Disulfid-Briicke
miteinander verbunden sind und so ein Molekiil von 190 kDa bilden (Huebers und Finch 1987).
Jede Polypeptiduntereinheit enthélt ein transmembranes Segment, das aus 28 Aminosauren,
einer N- terminalen zytoplasmatischen Einheit mit 61 und einer groRen C- terminalen Domane
mit 671 Aminosauren besteht. Die Gene flr Transferrin und seinen Rezeptor sind beide auf
dem Chromosom 3 lokalisiert. (Miller et al. 1983). Jedes von den zwei Monomeren kann bis zu
zwei Molekille Fe3-beladenes Transferrin binden. Die Transferrinsattigung bestimmt, wie hoch
die Affinitat der TfR ist. Das heil3t, dass sie fur komplett gesattigtes Transferrin hoch ist
(Huebers et al. 1987). Entscheidend fur die Affinitat des TiR ist der pH-Wert. Wenn der pH-Wert
neutral ist, ist die Affinitat fir komplett gesattigtes Transferrin besonders hoch (Huebers et al.
1981, Huebers et al. 1983).
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Der TfR-Transferrin-Eisen-Komplex wird mittels Endozytose Uber einen pH-Wert-Gradienten in
die Zelle geschleust. Beim Wechsel des pH-Werts vom alkalischen Blut- pH zum sauren pH-
Wert des Endosoms andern sich die Bindungsverhaltnisse. Eisenionen dissozieren spontan
vom Transferrin, wéhrend die Bindung zwischen Transferrin und TfR bestehen bleibt. Erst im
Schritt in umgekehrter Richtung zerféllt der TfR-Transferrin-Komplex nach pH-Wechsel im
alkalischen Blut-pH und Transferrin steht im Blut fir den Eisentransport wieder zur Verfligung.
Entzindungen, Infektionen, chronische Erkrankungen oder Akute-Phase-Reaktionen
beeinflussen die sTfR-Konzentration nicht (Thomas et al. 1999; Thortensen und Romslo 1993),
weiterhin wurden keine Alters- oder Geschlechtsunterschiede fir die sTfR- Konzentration
gefunden (Kohgo et al.1986).

Der Referenzbereich des TfR liegt zwischen 0,83 — 1,76 mg/l (hach Angaben der Hersteller des

eingesetzten Analysesystems).

1.2.4 TfR-Ferritin-Index

Da Serumferritin das Speichereisen und der sTfR das Funktionseisen reflektieren, kann durch
die Kombination beider Parameter der TfR-Ferritin-Index ermittelt werden.

Der TfR-Ferritin-Index wird errechnet aus dem Quotienten TfR (mg/l)/log Ferritin (ug/l).

Uber die Bestimmung des TfR-Ferritin-Index wird die diagnostische Sensitivitat und Spezifitat
verbessert (Baynes et al. 1996; Punnonen et al. 1997, Skikne et al. 1990).

Bei Personen, die einen Eisenmangel aufweisen, ist der TfR-Ferritin-Index erhéht.

In Grenzfallen, wenn die Ergebnisse des TfR und des Ferritin einzeln betrachtet unsicher sind,
kann der TfR-Ferritin-Index in der Diagnose eines Eisenmangel-zustandes zuverlassiger sein
(Suominen et al. 1998).

Die Zuverlassigkeit des TfR-Ferritin-Index wurde im mehreren Studien dokumentiert (Baynes et
al. 1996; Skikne et al. 1990; Suominen et al. 1998; Punnonen et al. 1997).

Zur Bestimmung des Eisenstatus bei Athleten konnte der Vorteil dieses Quotienten
nachgewiesen werden (Malezewska et al. 2002). Die Kombination gibt ein genaues Bild tber
den gesamten Eisenstatus, darlber hinaus auch tber den zellularen Bedarf.

Allerdings ist bei diesem Index, wie beim isolierten TfR-Wert zu beachten, dass diese
Parameter auch von der erythropoetischen Aktivitdt des Knochenmarks abhéngen.

Referenzbereich: 0,41 — 1,25 (nach Angaben des Herstellers, siehe oben).
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1.2.5 Retikulozytensystem

1865 entdeckte Erb erstmals die Retikulozyten als Subpopulation der Erythrozyten in
hamolysierten Blutproben (Portsmann 1993) Erst nach Jahrzehnten wurde erkannt, dass die
Retikulozyten eine direkte Vorstufe der Erythrozyten darstellen.

Der Retikulozyt ist eine rote Blutzelle in den letzten Stadien der Entwicklung (Lowenstein et al.
1959). Retikulozyten sind Vorstufen der reifen Erythrozyten, die noch ein oder mehrere Partikel

von ribosomaler RNA enthalten, die sich z.B. durch ,Methylen Blue® blau anfarben lassen.

Retikulozyten entstehen im Knochenmark aus Vorlauferzellen Uber mehrere Zwischen-

stufen. Sie werden aus dem Knochenmark ca. 18-36 Stunden vor ihrer endgiltigen Ausreifung
ins periphere Blut abgegeben. Eine Veranderung der Retikulozyten-konzentration im Blut
korreliert mit der Freisetzung unreiferer Vorstufen, nicht jedoch mit der eigentlichen
Blutzellbildung im Knochenmark (Wick et al. 2002).

Die Kontrolle der Retikulozyten im vendsen Blut ist ein wichtiger Parameter zur Beurteilung der
erythropoetischen Produktionsaktivitdt des Knochenmarks.
In der Sportmedizin kommt der Analyse der Retikulozyten und Retikulozytenindizes eine
besondere Bedeutung nicht nur im Monitoring der professionellen Athleten, u.a. wegen des
signifikant erhohten Risikos fur die Ausbildung einer Anamie zu, sondern auch in der
Aufdeckung der Anwendung von verbotenen Substanzen (Doping).
Es ist wichtig fur Sportmediziner und Kliniker, die Variabilitéat der Retikulozyten bei Athleten und
in der allgemeinen Bevolkerung zu kennen (Banfi et al. 2008).
Die Retikulozytenzahl wird entweder als Prozentsatz (Zahl der Retikulozyten / 100
Erythrozyten) oder als absolute Zahl angegeben (Retikulozytenzahl / pl). Besonders bei
Anamien mit verminderter Erythrozytenzahl dient die absolute Zahl der Retikulozyten als
Bewertungsgrundlage.
Referenzbereich (- ADVIA 120) (Thomas und Thomas 2005):

?05-1,4%,19-64-10°/l

305-1,4%,29-69-10°/l

Der Referenzbereich liegt bei Mannern héher als bei Frauen, dieser Unterschied erklart sich
durch den Blutverlust durch die Menstruation, der ersetzt werden muss. Van der Bosche et al.
stellten 1994 fest, dass die Verteilung einer gesamten Population nicht einer Gauf3-Verteilung

folgte, sondern eine Schiefe zu héheren Werten aufwies.
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In den letzten Jahren wurde zunehmend der l6sliche TfR als zuverlassiger Marker fir die
Feststellung eines Eisenmangels beim Sportler verwendet (Malczewska et al. 2001, Rocker et
al. 2002).

Die Bestimmung dieses Parameters ist allerdings sehr kostenaufwendig, zudem sind die
Assays zurzeit nicht standardisiert.

Mit modernen Hamatologie-Analysengeraten, wie dem ADVIA-120 (Bayer) ist es mdglich, als
direkten Parameter der Eisenversorgung des Knochenmarks den Hamoglobingehalt der
Retikulozyten zu bestimmen (CHr), sowie weitere Retikulozyten-Parameter.

Diese neuen Parameter kénnen im Rahmen einer Analyse des roten Blutbildes einfach und
wesentlich kostenginstiger mitbestimmt werden.

Mit dem CHr sind z.B. eine differenziertere und aktuellere Eisenmangel- und Anamiediagnostik,
sowie auch eine verbesserte Therapiekontrolle mdglich.

Der Parameter gilt als MaR3 fur die Hamoglobinisation der Retikulozyten im Knochenmark und
zeigt daher als Momentaufnahme die Eisenversorgung wahrend der Erythropoese an. Er
reagiert schnell und sensitiv auf ein bereits beginnendes Eisenversorgungsdefizit im
Knochenmark.

Bei einem eintretenden funktionellen Eisenmangel nimmt der zuvor normale Hamoglobingehalt
der Retikulozyten innerhalb von 2 Tagen ab.

Fur das Monitoring der oralen Eisentherapie von Patienten mit Eisenmangelanamie gilt er
ebenfalls als schnellster und sensitivster Marker.

Eine erfolgreiche Eisentherapie bewirkt einen Anstieg des CHr innerhalb von 48 Stunden. Uber

die weiteren Retikulozytenparameter gibt es kaum Untersuchungen.

1.2.5.1 Morphologische Klassifikation

Die Ausreifung der Retikulozyten wird von morphologischen Veranderungen begleitet, die sich
in  charakteristischen  Zytoplasmastrukturen  (substantia retikulo  granulofilamentosa)
widerspiegelt.

Diese Strukturen werden durch basophile Farbstoffe dargestellt, die sich an die in Retikulozyten

noch vorhandene RNA binden und zu deren Vernetzung fuhren.
Die klassische Definition der Reifungsstadien der Retikulozyten wurde von Heilmeyer und

Westhduser (1932) vorgeschlagen, die sich durch ihren Reifegrad und den altersabhangigen

Anteil der substantia retikulo granulofilamentosa unterscheidet.
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Die Morphologische Klassifikation des Retikulozyten unterscheidet mehrere Gruppen:

-Gruppe 0: Normoblasten und Megaloblasten, die beide einen Kern und ein dichtes
perinukleares Retikulum enthalten

-Gruppe 1: Retikulozyten mit einem Retikulum in Form dichter Klumpen.

-Gruppe 2: Retikulozyten mit einem kranzférmigen Retikulum.

-Gruppe 3: Retikulozyten mit einem diffus verstreuten Retikulum.

-Gruppe 4: Retikulozyten mit einem Retikulum in Form verstreuter Granula und Fragmente.

Hier ist das Endstadium des Reifungsprozesses erreicht. Der Retikulozyt verliert die Granula
und Fragmente nach und nach und wird zum reifen Erythrozyten (Brugnara et al. 2000).

Blut gesunder Personen enthélt nur zu einem kleinen Anteil Retikulozyten der Gruppe 1 und 2,
etwa 30 % gehotren der Gruppe 3 an und >60 % der Gruppe 4.

Bei einer Hyperregeneration der Erythropoese kommt es zu einer Vermehrung von
Retikulozyten der Gruppen 1 und 2 und im Blutbild-Ausstrich zu einem polychromatischen Shift
der Erythrozyten (Brugnara et al. 2000).

1.2.5.2 Laserstreulichtmessung der Retikulozyten

Neben der morphologischen Differenzierung und Zahlung der Blutbildparameter einschliellich
der Retikulozyten werden seit Uber 40 Jahren Blutparameter mechanisiert erstellt. Die
modernste Entwicklung auf diesem Gebiet ist das ADVIA-120 Hamatologie-System (Kosanke
1999). Dieses System analysiert vollautomatisch neben dem kleinen bzw. grof3en Blutbild auch
die Retikulozyten.

1.2.5.2.1 Retikulozytenindizes

Die durchflusszytometrische Messung der Retikulozytenparameter gewinnt zunehmend an

Bedeutung in der klinischen Routine.

MCVr [fl] = mittleres Retikulozyten-Volumen
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Das mittlere Volumen der Retikulozyten ist etwa 20% groRRer als das Volumen der reifen roten
Blutzellen. Niedrige MCVr-Werte sieht man bei Eisenmangel, hohe bei Megablastenanamie.
Bei Eisensubstitution vergréRert sich das MCVr schnell.
Referenzbereich: 92,4 — 120,2 fl (Butarello et al. 1995).

Quotient von MCVI/MCYV reifer roter Blutzellen

Das MCVr ist um 20% grofer als das MCV der reifen roten Blutzellen. Daher liegt der Quotient
von MCVr / MCV reife RBC > 1 (Burgnara et al. 2000). Dieser Retikulo-zytenindex
unterscheidet sich zwischen Menschen mit Eisenmangel und Menschen ohne Eisenmangel
(Ashenden et al. 1999).

CHCMr [g/dl] = mittlere Himoglobinkonzentration der Retikulozyten

CHCMr ist vermutlich der friiheste Index fir eine Anderung der Erythropoese (Bhandari et al.
1998) Referenzbereich: 26,7 — 33, 0 g/dl (Butarello et al. 1995).

CHr [pg] = mittlerer Himoglobingehalt der Retikulozyten.

CHr wird berechnet aus dem direkt gemessenen MCVr und dem direkt gemessenen CHCMr.

CHr = MCVr - CHCMr

Von den Retikulozyten-Indizes ist bis heute der CHr der am haufigsten untersuchte Parameter.
CHr reflektiert direkt die aktuelle Hamoglobinsynthese im Knochenmark und ist damit ein
adaquater Indikator des Eisenspeichers. CHr ist dem gefarbten Eisenausstrich im Knochenmark
Uiberlegen, welcher so ein grobes Mal fir das Eisendepot im RES ist. In vielen Studien wurde
die klinische Bedeutung von CHr demonstriert, zum Beispiel zur Feststellung einer gestorten
Erythropoese durch Eisenmangel, Eisenmangelanamie und funktionellem Eisenmangel
(Buttarello et al. 2004, Mast et al. 2002).

CHr ist ein zuverlassiger und stabiler Indikator von Eisenmangel (Brugnara et al. 1997).

CHr ist ein konstanter Wert wahrend der gesamten Lebenszeit der Retikulozyten (Brugnara et
al. 2000).

Es gibt keinen Unterschied bei CHr zwischen Frauen und Mannern (Mast et al. 2002).
Referenzbereich: 27,5 — 33,9 pg (Butarello et al. 1995).
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Ret Hb[g/l] = Hdmoglobingehalt der Gesamtretikulozyten

Ret Hb ist eine Grol3e, die die totale Menge von Hamoglobin in allen Retikulozyten angibt. Eine
Stimulation des Knochenmarkes fuhrt zu einem Anstieg von Ret Hb.

Bei Eisenmangel ist dieser Wert erniedrigt.

Der Hamoglobingehalt der Erythrozyten und Retikulozyten ist wéahrend der gesamten
Lebenszeit dieser Zellen konstant. Er verandert sich nur, wenn Membranveranderungen
auftreten.

Referenzbereich: 1,41 — 1,59 gl/l.

Quotient von Hamoglobin der reifen roten Blutzellen / ret Hb

Es ist von Interesse, den Hamoglobingehalt des Retikulozytenpools zu erfassen und ihn mit
demijenigen der reifen roten Blutzellen zu vergleichen.

Unter normalen Bedingungen sind etwa 1- 2% des gesamten Hamoglobins im Blut in den
Retikulozyten enthalten.

Dieser neue Quotient liefert ein MaR fur die Uberlebenszeit der Erythrozyten, ohne invasive
Methoden wie z.B. mit Cr -51 zu verwenden (Brugnara et al. 2000).

1.2.5.2.2 Subklassifikation unterschiedlicher Reifungsstadien mittels

Durchflusszytometrie

In den letzten Jahren werden vermehrt Fluoreszenzfarbstoffe mit Bindung an RNA verwendet.

Die Auswertung erfolgt durchflusszytometrisch (Hueberes et al. 1987).

Die Intensitat der Fluoreszenz der Retikulozyten ist direkt proportional dem Gehalt an RNA
(Watanabe 1994):
HFR = hohe Fluoreszenz
MFR= mittlere Fluoreszenz
LFR = niedrige Fluoreszenz
Bei gesunden Personen findet man Giberwiegend LFR-Retikulozyten.
Die Referenzbereiche in Prozenten der Gesamtretikulozyten:
LFR: 88,3 -98,0
MFR: 1,5 -10,7
HFR: 0 - 2,0 ( Van den Bossche et al. 2002)
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1.2.6 Prozentsatz hypochromer Erythrozyten (% Hypo)

Zur Diagnostik eines frihen erythrozytaren Eisenmangels ist die Analyse der traditionellen
Blutbildparameter wie Hamoglobinwert, mittleres zellulares Volumen (MCV) oder mittlerer
Hamoglobinwert (MCH) nicht geeignet, weil diese Parameter erst nach Wochen Veranderungen
zeigen. Mit den neuen Hamatologieanalysatoren, wie ADVIA 120, ist es mdglich, den
prozentualen Anteil kleiner oder hdmoglobinarmer Erythrozyten (% Hypo) zu bestimmen. Diese
Methode erlaubt die Erkennung eines neu aufgetretenen funktionellen Eisenmangels, bevor
MCV und MCH verandert sind. Als hypochrome Erythrozyten gelten solche, deren
Hamoglobinkonzentration unter 28 g/dl liegt (Brugnara et al. 2000, Paterakis et al. 1994).

Das Auftreten von hypochromen Erythrozyten in der Zirkulation gilt als sensitiver Marker fur das
Vorliegen einer eisendefizitaren Erythropoese.

Anders als die indirekten biochemischen Marker (Ferritin, TfR) erlaubt der %Hypo eine direkte
gquantitative Abschéatzung, ob eine ausreichende Eisenversorgung des erythrozytaren Systems
vorliegt.

Referenzbereich: <2,5% (Metzgeroth und Haska 2004)

1.3 Hepcidin

Durch die Entdeckung des eisenregulierenden Hormons Hepcidin in den letzten Jahren, ist
dieses Bindeglied gefunden worden und das Verstandnis fur die molekulare Kontrolle des

Eisenmetabolismus enorm gewachsen (Ganz 2003, Thomas und Thomas 2005).

Hepcidin ist ein Peptid, das in der Leber gebildet wird.

Zwei Forschergruppen haben 2001 zunachst unabhangig voneinander Hepcidin als ein
zirkulierendes antimikrobielles Peptid aus menschlichem Urin und Blut isoliert. Daher stammt
der Name Hepcidin (hepatic bactericidal Protein).

Ganz (2003) wies den Zusammenhang zwischen Hepcidin und Eisenstoffwechsel nach.

Hepcidin reguliert die intestinale Eisenaufnahme tber den Dinndarm und die Eisenfreisetzung
aus dem Retikuloendothelialen System (RES).
Steigt der Bluteisenspiegel im Verhéltnis zum Eisenverbrauch, wird von der Leber Hepcidin

freigesetzt, um im Darm die Eisenaufnahme herabzusetzen. Liegt der Eisenspiegel niedrig,
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hemmt die Leber die Hepcidinproduktion und im Darm steigt die Eisenaufnahme. Heute gilt

Hepcidin als der Hauptregulator des Eisenstoffwechsels.

Hepcidin reguliert den einzigen bisher identifizierten Eisenexporter Ferroportin in den
duodenalen Enterozyten und Makrophagen durch ,down-Regulierung® in diesen Zellen (Delaby
et al. 2005; Hugman et al. 2006) d.h., der Eisenexporter Ferroportin ist das molekulare Ziel von
Hepcidin.

AuBerdem spielt Hepcidin bei der Dysregulation der Eisen-Homoostase bei chronischen
Entzindungen eine wichtige Rolle.

Eine Up-Regulation von Hepcidin wird durch eine Entzindung bewirkt, was zu einer
Verminderung der Eisenadsorption und zu Verminderung der Eisenfreisetzung im
Retikuloendothelialen System fihrt und damit zu einer verminderten Erythropoese mit

konsekutiver Anamie (Ganz 2003).

Hepcidin ist auch an der Entwicklung einer Hamochromatose beteiligt. Partieller
Hepcidinmangel tragt vermutlich zur Eisentberladung im Organismus bei. Wenn diese
Hypothese zutrifft, ist es in Zukunft mdglich, Hamochromatose mit Hepcidintherapie zu
behandeln. Weiterhin kdnnten Hepcidinantagonisten bei der durch chronische Entziindungen
bedingten Anémie eine adaquate Therapie sein (Ganz 2003).
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1.4 Fragestellung

Bei der sportmedizinischen Untersuchung ist die regelmafige Bestimmung des Eisenstatus, vor
allem bei Frauen, die Ausdauersport betreiben, notwendig. Fur diese Diagnostik stehen eine
groRe Anzahl biochemischer und zellularer Marker zur Verfigung. Von den Kklassischen
Parametern sind jedoch nur wenige geeignet, den tatsachlichen Eisenstatus anzuzeigen, da
dieser durch sportliche Aktivitaten per se beeinflusst wird.

In den letzten Jahren wurden neuere Marker des Eisenstoffwechsels entwickelt (z.B.
Retikulozytenparameter), die bei Sportlern geeignet erscheinen, Eisenmangel zu
diagnostizieren.

Uber das Verhalten der neuen Retikulozytenparameter nach kérperlichen Leistungen liegen in
der Literatur nur wenige Ergebnisse vor.

In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb mit Hilfe der neuen Generation des
Hamatologiegerates ADVIA — 120 die Auswirkung eines Marathonlaufs auf das rote Blutbild, die
Retikulozyten, die Retikulozytenindizes und die Reifungsgrade der Retikulozyten untersucht
werden.

Insbesondere wird der Frage nachgegangen, inwiefern die neueren Parameter fir die
Sportmedizin Vorteile gegeniber der klassischen KenngrofRe des Eisenstatus (z.B. Ferritin)
aufweisen.

AulRerdem wurde in einer Subgruppe das vor kurzem entdeckte Eisenregulatorpeptid Hepcidin
analysiert.

Da sich schon nach einer einmaligen Ausdauerleistung viele Parameter des Eisenstatus (z.B.
Ferritin) und des roten Blutbildes schon bei einer einmaligen Ausdauerleistung tber mehrere
Tage verandern, ist eine wesentliche Frage dieser Arbeit, ob dies auch auf die neueren Marker
des Eisenstatus (Retikulozytenindizes) zutrifft und ggf. in der Praanalytik beachtet werden

muss.
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2 Methodik

2.1 Experimentelle Durchfihrung

2.1.1 Marathonablauf und Rahmenbedingungen des Marathonlaufs

Die Teilnehmer erreichten am Morgen vor dem Berlin-Marathon 2002 das medizinische Zelt
zwischen 7:00 und 8:30 Uhr. Der Start begann um 9:00 Uhr, bei einer Umgebungstemperatur
zwischen 9,7 und 12,9 C* wahrend des Laufens. Es herrschte eine relative Luftfeuchtigkeit von
etwa 80 % mit einzelnen Regenschauern wahrend des Laufes. Die Laufstrecke betrug 42,195
km auf durchgehend ebenem Terrain.

Ahnliche klimatische Verhéaltnisse herrschten bei dem zweiten Marathonlauf 2004.

2.1.2 Versuchspersonen

Der Probandenpool setzte sich aus 27 gesunden und gut trainierten Marathonlauferinnen
zusammen, welche 2002 bzw. 2004 am Berlin-Marathon teilnahmen. Der Medianwert des Alters
betrug 35,3 J. Neben dem Geschlecht war ein regelmaRiger und unauffalliger
Menstruationszyklus Voraussetzung fur die Teilnahme an dieser Studie. Eine weitere
Voraussetzung war, dass keine Medikation, insbesondere aber keine Eisensubstitution in den
Monaten vor dem Marathonlauf erfolgen durfte. Ausschlusskriterien waren des Weiteren
hamatologische Veranderungen, insbesondere aber eine Eisenmangelandmie bzw. ein
Eisenmangel, welche bei einer Blutentnahme direkt vor dem Marathon diagnostiziert wurden.
Mittels Fragebogen wurden anthropometrische und trainingsbezogene Daten aufgenommen,

welche in Tabelle 1 neben der erreichten Marathonzeit dargestellt sind.
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Tabelle 1: Anthropometrische und trainingsbezogene Daten der Probandinnen (n =27)

Mittel- Standard- Unteres Oberes
Versuchspersonen , o , ) ,

wert abw. Median Minimum Maximum Quartil Quartil
Alter () 35,3 7,2 37,0 20,0 48,0 28,5 40,0
Kérpergewicht (kg) 61,2 7,6 62,0 44.0 75,0 545 67,0
Korperhohe (m) 166,9 5,8 168,0 155,0 176,0 163,0 172,0
Trainingsalter (J) 5,9 5,8 5,0 0,5 27,0 3,0 7,0
Trainingsumfang

46,9 18,2 45,0 30,0 120,0 35,0 50,0
(km/Wo)
Trainingsumfang

4,35 1,98 3,75 2,50 10,00 3,00 5,00
(h/Wo)
Anteil an intensivem

L 20,2 13,2 19,3 0,0 52,3 13,3 28,6

Training (%)

04:18:32 | 00:26:15 04:18:47 | 03:25:22 05:22:13 04:06:46 04:29:32

Marathonzeit (min)

2.1.3 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte aus einer méglichst ungestauten peripheren Unterarmvene mittels

des BD Vacultainer Blutentnahmesystems.
Zusatzlich erfolgte die Blutentnahme im Liegen,

vermeiden.

Die Entnahmezeitpunkte waren:
ca. 45 min vor dem Start (Start: 9:00 - 9:30)

direkt (ca. 5-10 min) nach dem Zieleinlauf.

ein Tag nach dem Marathon.

drei Tage nach dem Marathon.

um orthostatische Veranderungen zu

Das entnommene Blut wurde sofort nach der Entnahme zum Labor transportiert.

Fur die Analyse aus dem Serum wurde das Blut zentrifugiert und Serum im Plastikrohrchen bei

-80°C tiefgefroren.
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2.1.4 Untersuchte Parameter

Um die Auswirkung einer mehrstindigen Ausdauerbelastung auf den Eisenstoffwechsel zu
untersuchen, wurden die unten aufgelisteten Parameter bestimmt:
- Ferritin

- |6sliche Transferrin Rezeptoren (s TfR)

- Hamatokrit (Hkt)

- Hamoglobin (Hb)

- Erythrozyten

- Erythrozyten-Indizes (MCV, MCH, MCHC)

- Retikulozyten

- Retikulozyten-Indizes

- Retikulozytenmorphologie

- Hepcidin im Harn

2.2 Analytik

2.2.1 Analyse der Eisenstoffwechselparameter ( Ferritin, TfR, TfR-Index)

Die Analyse dieser Parameter erfolgte nur unter Ruhebedingungen, um den Eisenstatus der

Probanden maoglichst vollstandig zu erfassen.

Die Serum-Ferritin-Konzentration wurde mit dem Chemilumineszenz-Mikropartikel-Immunassay
am Architekt (Firma Abbott, Wiesbaden, Deutschland) ermittelt. Der Test ist ein Zwei-Schritt-
Immunoassay. Im ersten Schritt werden Proben und Mikropartikel vermischt. Der Analyt bindet
sich in der Inkubationsphase an die Mikropartikel und bildet einen Immunkomplex. Durch
Waschen wir ungebundenes Material entfernt. Im zweiten Schritt wird Konjugat hinzugegeben,
welches sich an den Immunkomplex bindet und so den Sandwichkomplex aus Antikdrper,

Analyt und Konjugat vervollstandigt. Durch Zugabe von Pra-Trigger und Triggerldsung wird die
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Chemilumineszenzreaktion ausgeldst, die in relativen Lichteinheiten (RLE) gemessen wird. Die
Ferritinmenge in der Probe ist dabei den vom optischen System des Geréates gemessenen RLE
direkt proportional. Die Ferritinkonzentration wird durch die Einheit pg/l wiedergegeben.

Der losliche TfR ist ein abgetrenntes Teilstlick des urspriinglichen intakten Rezeptors. Warum
eine Abtrennung erfolgt, ist noch nicht eindeutig geklart. Es steht aber fest, dass der
Eisenmangel mit einer Erhéhung des l6slichen TFr korreliert.

Der l6sliche Transferrinrezeptor wurde mit Hilfe mikropartikelverstéarkter Nephelometrie am BN |l
(Firma Dade Behring, Marburg, Deutschland) bestimmt. Hierbei werden Polystyrolpartikel mit
Antikérpern markiert, die bei Vorhandensein des Analyten agglutinieren. An den Agglutinaten
wird eingestrahltes Licht gestreut, wobei die Intensitat von der Konzentration vom Analytgehalt
in der Probe abhangt. Die Auswertung erfolgte wiederum durch Vergleich mit einem Standard

bekannter Konzentration. Der |6sliche Transferrinrezeptor wird in Mikrogramm/Liter angegeben.

Der TfR-Index wird aus dem Quotienten TfR (mg/l)/ log Ferritin (ug/l) berechnet.

3.2.2 Analyse der zellularen Parameter und der Retikulozytenindizes

Die EDTA-Proben wurden mittels des Hamatogieanalyzers ADVIA 120 (Bayer Vital GmbH,
Fernwald, Deutschland) analysiert. Hierbei handelt es sich um ein vollautomatisches
Hamatologie-System fiir das kleine und grol3e Blutbild sowie fir die Retikulozytenanalyttik aus
EDTA-Vollblut.

ADVIA® 120 (Beschreibung des Herstellers)

Laserstreulicht-Messtechnologie gewahrleistet hohe Auflosung, Sensitivitdt und Genauigkeit
Leukozytendifferenzierung (5-Part-Diff) Gber 2 Kanéle (geringe Nachdifferenzierungsrate)
Anamiediagnostik (,state of the art®)

Knochenmarksanalytik

Stammzell-Monitoring

2-D Thrombozytenanalytik — exzellente Ubereinstimmung mit der Referenzmethode
Liquoranalytik

Retikulozytenanalytik

EPO-Therapie-Kontrolle
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Hochste Effizienz (120 Tests/Stunde)

2.2.2.1 Erythrozytenanalytik

Fur die Erythrozytenanalytik erfolgt eine Zellpraparation im isotonen Milieu. Die Erythrozyten
werden mit Hilfe von Laurylsulfat isovolumetrisch aufgekugelt, mit Glutaraldehyd fixiert und
hydrodynamisch fokussiert. Mit einem Doppelwinkel-Laserstreulicht werden anschliel3end das
Volumen und der intrazellulare Hamoglobingehalt der Erythrozyten gemessen. Diese
Kombination ermdglicht eine quantitative Differenzierung der Erythrozytenpopulation. In einer
normalen Patientenprobe werden wéahrend des Zahlvorganges von genau 10 Sekunden etwa
50.000 Einzelerythrozyten gezéhlt und morphologisch beurteilt. Folgende zellulare Parameter
wurden so gemessen oder berechnet:

Erythrozytenzahl

Hamoglobin-Konzentration

Hamatokrit

Erythrozyten-Indizes

Hypochrome Erythrozyten (% Hypo)
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2.2.2.2 Retikulozytenanalytik

Die Retikulozytenparameter werden aus EDTA-Vollblut bestimmt. Hierzu werden auch diese mit
speziellen Reagenzien isovolumetrisch aufgekugelt. Anschlieend wird die Rest-RNA der
Retikulozyten mit Oxazin 750 angefarbt und mit Hilfe der hydrodynamischen Fokussierung
jeweils als singulare Zellen gemessen und validiert. Als Messsignale werden das
Vorwartsstreulicht in zwei unterschiedlichen Winkelbereichen (Niedrigwinkel 2 — 3 Grad und
Hochwinkel 5 — 15 Grad) und die Absorption jeder Zelle von Detektoren aufgefangen und in ein
Scattergramm (Retigramm) projiziert.

Durch diese Form der Analytik ist sowohl die Angabe der Retikulozytenkonzentration absolut
und relativ als auch die Trennung der nicht gefarbten Erythrozyten von den RNA-gefarbten
Retikulozyten moglich. Des Weiteren kann eine quantitative Subklassifikation der stark (unreif)
absorbierenden Retikulozytenparameter MCVr, CHCMr und CHr vorgenommen werden. Daflr
werden jeweils 20.000 Retikulozyten analysiert. In der vorliegenden Studie wurden folgende
Retikulozytenparameter bestimmt:

absolute Retikulozytenzahl

relative Retikulozytenzahl.

Hamoglobingehalt der Retikulozyten (CHR)

Mittlere Retikulozytenvolumen (MCVr)

Mittlere HAmoglobinkonzentation der Retikulozyten (CHCMr)

Mittlerer Hamoglobingehalt der Retikulozyten (CHr)

Die Oxazine-750-Farbmethode wird fiir die Messung von Intensitat und Retikulozyten-
Index, sowie Retikulozytenvolumen MCVr und Hamoglobin-Konzentration benutzt.
Die Messung des Retikulozyten-Index hat eine ausgezeichnete Genauigkeit, die man sich bei

gesunden Probanden und bei Patienten mit Retikulozytose zunutze macht.

2.2.2.3 Retikulozytenindizes

An den gekugelten Retikulozyten werden in einem Arbeitsgang das individuelle Volumen an
Einzelzellen (20 000) sowie die intrazellulare Hadmoglobinkonzentration gemessen.

Weitere Indizes werden aus den verschiedenen gemessenen Parametern errechnet.

CHCMr [g/dl] = mittlere Hamoglobinkonzentration der Gesamtretikulozyten
CHCMr wird in den ADVIA-120 Systemen direkt gemessen.
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CHr [pg] = mittlerer Himoglobingehalt der Retikulozyten.

CHr wird berechnet aus dem direkt gemessenen MCVr und dem direkt gemessenen CHCMr.

CHr = MCVr - CHCMr

Ret Hb[g/l] = Hamoglobingehalt der Gesamtretikulozyten

Ret Hamoglobin = Retikulozytenzahl - CHr

Quotient von Hamoglobin der reifen roten Blutzellen / ret Hb

Beide Gréf3en werden im ADVIA-System direkt gemessen (Brugnara 2000).

2.2.2.4 Subklassifikation wunterschiedlicher Reifungsstadien mittels

Durchflusszytometrie

Bei dieser Methode wird der Reifungsgrad der Retikulozyten durch arbitréare Aufteilung in 3
Fraktionen entsprechend der Fluoreszenzintensitat ermittelt (Brugnara et al. 2000):

Laserstreulichtmessung der Retikulozyten:

Die Retikulozytenanalytik beruht auf einer Doppelwinkel-Laserstreulicht-Messung an
isovolumetrisch gekugelten Retikulozyten in Kombination mit Messung der Absorption, wodurch
die Trennung von Erythrozyten von den RNA-gefarbten Retikulozyten erfolgt, sowie eine
Subklassifikation unterschiedlicher Reifungsstufen.

Mit der Lasertechnologie ist im ADVIA 120 der Firma Bayer System die gleichzeitige Messung
von Volumen und Hamoglobinkonzentration der reifen Blutzellen und der Retikulozyten mdglich.
Weiterhin hat die Streulichtmessung den Vorteil, dass das Volumen und die
Hamoglobinkonzentration individuell gemessen werden und somit in keiner Abhangigkeit
voneinander stehen.

Die Messung erfolgt mit Hilfe des Mantelstromprinzip, der so genannten hydrodynamischen
Zellfokussierung, indem man die Blutzellen hintereinander, einzeln durch einen Messkanal
leitet. Ein auf Partikelgrof3e fokussierter Laserstrahl verursacht je nach Partikelbeschaffenheit
ein charakteristisches Streulicht, welches in bestimmten Winkeln von Detektoren aufgefangen

wird.
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Uber das Kleinwinkelstreulicht werden Informationen tiber ZellgréRe und Volumen getroffen und
Uber das GroRwinkelstreulicht werden Aussagen Uuber die interzelluldare Beschaffenheit
dargestellt.

2.2.2.5 Hepcidin

Die Bestimmung von Hepcidin im Urin wurden im Labor von Prof. T. Ganz und Nemeth (Los
Angeles, USA) durchgefihrt. Die Proben wurden mit HCl angesauert und tiefgefroren

verschickt. Die Analysen erfolgten mit einem Immunoassay (Nemeth et al. 2004).

2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der in der Studie gewonnenen Daten erfolgte in zwei Schritten: Im
ersten Schritt werden Verteilungskennwerte und die einzelnen Parameter deskriptiv dargestellt.
Hierzu werden der Median (50%-Perzentil), 25%- und 75%-Perzentile angegeben. Im zweiten
Schritt werden die Lageunterschiede von Zentralitatsparameter in den einzelnen Stichproben
statistisch mit nicht-parametrischen Testverfahren beurteilt. Die Nichtparametrische oder auch
die genannte Verteilungsfreie Tests setzen keine Normalverteilung voraus und sind vor allem

robuster gegen Varianzheterogenitat. Hierzu zahlt der Friedeman-Test.

2.3.1 Definition des Medianwertes

Der Medianwert (oder Zentralwert) bezeichnet eine Grenze zwischen zwei Werten, da eine
Gaulverteilung bei unseren Variablen nicht gegeben war.

Definitionsgemalf ist der Median der mittlere Wert einer nach Grol3e sortierten Rangreihe von
Einzelwerten. D.h. der Medianwert ist der mittlere Wert einer Zahlenreihe, wenn eine ungerade
Zahl von Beobachtungen vorliegt, oder das arithmetische Mittel der beiden mittleren Werte,
wenn es um eine gerade Anzahl von Beobachtungen handelt, somit entspricht er dem 50
Perzentile.

Im Gegensatz zum arithmetischen Mittel ist der Median robust gegeniiber Ausreilern in der

Verteilung.
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2.3.2 Definition der Perzentile P25 — P75

Wenn eine Gruppe von Messdaten der Grof3e nach geordnet ist, dann heil3en die Werte, die
diese Daten in hundert gleiche Teile aufteilen, Perzentile P25 — P75 umfasst demzufolge 50%
der Stichproben.

2.3.3 Signifikanz

In der Statistik werden die Unterschiede zwischen Messgrof3en oder Variablen als signifikant
bezeichnet, wenn die Wahrscheinlichkeit, dass sie durch Zufall so zustande kommen wirden,
nur gering ist. Damit weist Signifikanz auf einen moglichen Zusammenhang zwischen den

MessgrofRen hin.

Da eine Normalverteilung der Daten nicht vorlag, erfolgte die schlussendliche statistische
Endauswertung mit Hilfe des nicht-parametrischen Wilcoxon-Testes flr die Paardifferenzen.

Alle Parameter wurden im Vergleich zum Ruhewert gegentber sofort, einen Tag und 3 Tage
nach dem Marathonlauf auf Signifikanz getestet. Der Vergleich zwischen der Subgruppe mit
Eisenmangel gegenlber der Subgruppe ohne Eisenmangel erfolgte mittels ANOVA mit
Messwiederholung, welche gegeniber der Verletzung der Voraussetzungen insbesondere dem

Fehler einer Normalverteilung relativ robust ist.

Folgende Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden den Signifikanzniveaus nach Adjustierung des a-

Fehlers mittels Bonferroni- Korrektur zugrunde gelegt.

* p<0,05
** p<0,01
*** p<0,001

Nicht signifikant = n.s., wenn p = 0,05
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2.3.4 Friedman-Test

Der Friedman-Test ist ein statistischer Test zur Untersuchung von drei oder mehr gepaarten
Stichproben auf Gleichheit des Lageparameters. Er zahlt zu den nicht-parametrischen
Verfahren, weil er keine Normalverteilung der Daten in den Stichproben voraussetzt.

Er ist eine Erweiterung des Vorzeichentests auf die Anwendung fir mehr als zwei Stichproben
und eine parameterfreie Alternative zur ANOVA mit wiederholten Messungen. Benannt wurde
der Test nach dem amerikanischen Wirtschaftswissenschaftler Milton Friedman, der ihn
entwickelt hat und 1937 in der Fachzeitschrift Journal of the American Statistical Association

veroffentlichte.

2.3.5 Box-Whiskey-Plot ( Kastengrafik)

Ist ein Diagramm, das zur graphischen Darlegung einer Reihe numerischer Daten verwendet
wird.

Er fasst dabei verschiedene robuste Streuungs-, Lagemafie und Schiefe in einem Diagramm
zusammen. Das Diagramm wird in Form eines Rechtecks und zweier Linien dargestellt
(Whisker oder Antennen), das durch einen Strich durchzogen ist. Folgende Werte kann man
von dem Diagramm ablesen: Median, die zwei Quartile und die beiden Extremwerte, die auch
als Funf-Punkte-Zusammenfassung bezeichnet werden.

Hierbei stellt die ,Box* den Bereich zwischen dem 25- und 75-Perzentile dar. Der innerhalb des
Kastens durchgezogene Strich ist der Medianwert. Die Antennen (Whisker) sind der Bereich

zwischen der 5- und 95-Perzentile.
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3 Ergebnisse

3.1 Ruhewerte

Tabelle 2: Hamatologische Parameter im Ruhezustand der Marathon-L&auferinnen (n =27)

Variable RBC HKT Hb MCH MCV MCHC Ferritin | s TfR s TfR-Index
Einheit T % g/l ¢ fl g/dl ug/l mg/l
Referenzwerte 3,74-4,80 | 0,34-0,44 |113-145 |27,3-33,0 |83,2-99,8 |[31,8-349 |10-280 |0,81-1,75 |0,41-1,25
1 4,44 38,5 12,8 28,8 86,8 33,2 35 1,45 0,94
2 4,34 39,8 13,3 30,7 91,9 33,4 18 0,99 0,79
3 4,31 39 13,1 30,4 90,6 33,6 28 1,41 0,97
4 4,25 39,7 13,5 31,7 93,4 33,9 41 1,16 0,72
5 4,19 35,9 12,4 29,7 85,7 34,6 19 1,05 0,82
6 4,31 41 14,1 32,6 95,1 33,9 18 0,95 0,76
7 4,45 41,4 13,7 30,9 93,2 33,9 52 13 0,76
8 4,44 39,3 13,2 29,7 88,4 33,9 17 1,28 1,04
9 4,55 38,3 13,5 29,7 84,1 33,9 16 12 1
10 4,25 35,3 12,8 30,2 88,2 33,9 18 1,29 1,03
11 47 36,6 13,9 29,5 84,7 33,9 24 1,05 0,76
12 4,04 37,6 12,1 30 90,4 33,9 29 1,16 0,79
13 3,92 37,3 12,4 31,7 95,9 33,9 26 1,45 1,02
14 4,26 38,7 12,6 29,7 87,7 33,9 22 12 0,89
15 4,28 37,6 13 30,3 90,4 33,9 17 1,34 1,09
16 4,04 38,2 12,8 31,7 93,1 33,9 14 1,16 1,01
17 4,23 41,9 12,6 29,8 90,3 33,9 16 1,25 1,04
18 4,75 41,9 14,2 29,9 88,2 33,9 23 1,15 0,84
n ohne Fe-Mangel 18 18 18 18 18 18 18 18 18
Median 43 38,6 13,1 30,1 90,4 33,7 21 1,2 0,92
25-Perzentile 4,23 37,6 12,6 29,7 87,7 33,2 17 1,15 0,79
75-Perzentile 4,44 39,8 13,5 30,9 93,1 34,2 28 1,3 1,02
19 4,35 37,8 12,8 29,3 86,9 33,8 13 1,68 1,51
20 4,73 40,3 13,3 28,1 85,2 33 1,35 16
21 4,55 37,1 12,1 26,6 81,5 32,6 5 1,81 2,59
22 3,83 36,9 12,3 32,1 96,2 33,3 17 1,8 1,46
23 4,21 38,4 13 30,9 91,7 33,9 16 1,75 1,45
24 4,47 37,9 12,7 28,4 84,8 33,5 10 1,91 1,91
25 4,03 36,9 12 29,8 91,7 32,5 5 1,41 2,02
26 4,48 40,2 13,3 29,7 89,7 33,1 1,76 2,08
27 4.8 41,6 14,1 29,4 86,7 33,9 10 1,84 1,84
n mit Fe-Mangel 9 9 9 9 9 9 9 9 9
Median 4,47 37,9 128 294 86,9 33,3 10 1,76 1,84
25-Perzentile 4,21 37,1 12,3 28,4 85,2 33 7 1,68 1,51
75-Perzentile 4,55 40,2 13,3 29,8 91,2 33,8 13 1,81 2,02
n Gesamt 27 27 27 27 27 27 27 27 27
Median 431 38,4 13 29,8 89,7 33,6 17 1,3 1,02
25-Perzentile 4,21 37,5 12 29,5 86,7 33,1 13 1,16 0,82
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| 75-Perzentile

| 4,48 39,5

13,5 30

91,9

33,9

24

1,68

1,51

Im oberen Teil der Tabelle sind die Einzelwerte der Lauferinnen (n=1-18) ohne Eisenmangel

dargestellt. Im unteren Teil der Tabelle finden sich die Einzelwerte der Lauferinnen (n=19-27)

mit Eisenmangel. Als Kriterium fur einen Eisenmangel galt ein TfR-Index von > 1,25.

3.2 Medianwerte und Perzentile des roten Blutbildes

(Messungen vor, sofort, 1 Tag nach und 3 Tage nach dem Marathon)

Tabelle 3: Medianwerte und Perzentile des roten Blutbildes

Gesamtgruppe FE-Mangel Kein FE-Mangel

Mess-zeitpunkt Median 25% 75% | Median 25% 75% Median 25% 75%

1 vor 4,31 421 4,48 4,47 421 455 4,30 4,23 4,44

Erys sofort nach 4,35 4,21 4,64 4,49 428 4,79 434 4,15 4,52

T 1 Tag nach 4,25** 3,98 436 4,36 4,02 4,53 4,22 3,98 4,34

3 Tage nach 4,17%+* 3,93 4,31 4,20 4,05 437 4,05 3,93 4,27

2 vor 13,3 12,9 138 132 12,9 134 134 12,9 139

Hb sofort nach 13,4 12,7 14,2 128 12,7 142 134 12,7 14,1

g/dl 1 Tag nach 12,9%* 12,3 13,7 13,0 12,1 132 129 12,4 137

3 Tage nach 12,8%** 12,1 134 128 125 132 128 12,1 13,6

3 vor 38,4 375 399 37,9 37,1 40,2 38,6 37,6 398

Hkt sofort nach 38,4 36,8 41,4 [384 37,0 414 384 36,5 40,8

% 1 Tag nach 37,6** 36,8 395 37,1 36,7 39,7 37,7 37,1 389

3 Tage nach 37,7 356 384 37,8 37,2 381 374 354 384

4 vor 89,7 86,7 91,9 /86,9 852 912 904 87,7 931

MCV sofort nach 88,8** 859 91,1 87,8 83,2 90,0 88,9 87,4 914

Fl 1 Tag nach 90,0* 858 92,9 883 844 915 911 88,6 93,3

3 Tage nach 89,3 87,2 93,8 /883 86,3 93,1 898 88,1 93,38

5 vor 29,8 295 30,9 294 284 29,8 30,1 29,7 30,9

MCH sofort nach 30,0 29,2 30,6 291 27,7 30,0 303 29,5 30,8

pg 1 Tag nach 30,0 29,2 30,8 29,2 28,0 30,0 303 29,7 309

3 Tage nach 30,7 294 31,4 29,7 28,1 30,8 30,7 30,1 314

6 vor 33,6 33,1 339 /333 33,0 338 337 332 342

MCHC sofort nach 33,7 332 344 333 33,0 339 34,0 334 347

g/dl 1 Tag nach 33,3 32,8 34,1 33,6 32,6 34,0 333 32,8 341

3 Tage nach 34,0 33,1 345 333 33,1 34,1 345 33,8 348

7 vor 34,3 33,7 350 (34,2 33,7 349 344 33,8 352

CHCM sofort nach 34,4* 334 350 (341 333 344 347 335 353

g/dl 1 Tag nach 34,0* 33,3 348 (343 331 34,7 34,0 334 348

3 Tage nach 34,2 336 352 336 332 349 344 339 352

8 vor 0,20 0,10 0,30 /0,50 0,20 0,550 0,10 0,10 0,20
% Hypochrome

Erys sofort nach 0,20 0,10 0,60 0,70 0,10 0,90 0,20 0,10 0,30

1 Tag nach 0,20 0,10 0,40 /0,30 0,20 0,80 0,20 0,10 0,30
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| 3 Tage nach 0,20 0,10 0,50 0,50 020 1,10 0,20 0,10 0,30

Erythrozytenzahl: Der Median der Erythrozytenzahl lag vor dem Marathon bei 4,31 T/I, sofort
nach der Belastung stieg er auf 4,35 T/, ein Tag danach fiel der Median auf 4,25 T/l ab (p<0,01)
und drei Tage nach dem Marathon fiel er weiter auf 4,11 T/l ab (p<0,001).

Hamoglobin: Die Hamoglobinwerte der Athletinnen lagen im Median vor dem Marathon bei
13,3 g/dl, sofort nach Belastung bei 13,4 g/dl. Der Median des Hamoglobin fiel am ersten Tag
nach dem Marathon auf 12,9 g/dl (p<0,01) und drei Tage danach auf 12,8 g/dl ab (p<0,001).
Hamatokrit: Der Median der Hamatokritwerte betrug vor Beginn des Marathons 38,4%, bei der
zweiten Blutentnahme sofort nach dem Marathon stagnierte der Median bei 38,4%, ein Tag
nach dem Marathon fiel der Median auf 37,6 % ab (p<0,01) und drei Tage danach zeigte der
Median auf 37,7% (p<0,01).

MCV= Das mittlere Zellvolumen: Der Median der MCV betrug vor Beginn des Marathons 89,7
fl, bei der Blutentnahme sofort nach dem Marathon betrug der Median 88,8 fl (p<0,01), ein Tag
nach Belastung stieg der Median auf 90,0 fl (p<0,05) und bei der vierten Blutentnahme am 3.
Tag nach dem Marathon fiel er auf 89,9 fl ab.

MCH= Das mittlere Hamoglobingewicht: Der Median der MCH betrug vor Beginn des
Marathons 29,8 pg, sofort danach stieg er auf 30,0 pg (p<0,05), ein Tag nach dem Marathon
stagnierte der Median bei 30,0 pg und drei Tage nach dem Marathon stieg der Median auf 30.7
pg auf.

MCHC= Die mittlere Hamoglobinkonzentration der Erythrozyten: Der Median der MCHC
betrug vor Beginn des Marathons 33,6 g/dl. Bei der zweiten Blutentnahme sofort nach dem
Marathon lag der Median bei 33,7 g/dl, bei der Blutentnahme am ersten Tag nach der Marathon
fiel der Median auf 33,3 g/dl ab und bei der Entnahme drei Tage nach dem Marathon stieg der
Median auf 34,0 g/dl auf.

CHCM= Mittelwert Hamoglobingehalt der Erythrozyten: Der Median der CHCM lag vor dem
Marathon bei 34,3 g/dl, sofort nach dem Marathon lag der Median bei 34,4 g/dl (p<0,05), ein
Tag nach dem Marathon fiel der Median auf 34,0 g/dl (p<0,05) ab und drei Tage danach lag er
bei 34,2 g/dI.

% Hypochrome Erythrozyten: Der Median der hypochromen Erythrozyten in % betrug vor
Beginn des Marathons 0,20% und im Laufe der Messungen sofort nach dem Marathon, ein Tag

und drei Tage danach stagnierte der Wert bei 0,20%.
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3.3 Medianwerte der Retikulozytenparamenter und die Perzentile vor und

nach dem Marathonlauf

Tabelle 4: Medianwerte der Retikulozytenparamenter und die Perzentile vor und nach dem
Marathonlauf

9

10

11

12

13

14

15

Retikulozyten vor 58,2 538 694 629 572 694 57,7 498 66,2
(absolut) G/I sofort nach |64,8* 59,2 783 66,4 613 795 63,7 59,2 76,1
1Tagnach |62,9 519 70,6 56,1 468 679 648 536 70,6
3 Tage nach |58,3 47,2 71,2 559 46,2 60,7 61,5 47,8 71,8
MCVr vor 105 103,3 106,9 1105 103 107 105,3 103,4 106,8
fl sofort nach | 104,5* 102,2 105,4 104,7 103 105 104,3 102,1 105,44
1 Tagnach |105,8 104,4 108,4 105,8 104 108 106 104,7 108,3
3 Tage nach |104,6 103,8 106,5 104,9 104 110 104,5 1039 106,4
CHCMr vor 31,1 29,7 32,7 29,7 295 311 315 305 32,7
g/dl sofortnach 31,4 30,7 326 /308 30 314 31,8 31,3 33,1
1 Tag nach |30,6* 30,3 32 30,3 29,1 30,6 31,3 304 32,3
3 Tage nach [30,8* 29,8 32,1 29,8 288 30,8 31,2 30,3 32,1
CHr vor 32,7 319 34 324 30,8 33,2 33 32,4 34,3
pg sofortnach 32,7 32,1 34 324 30,8 338 332 324 34,1
1Tagnach |32,7 315 339 324 308 334 328 323 339
3 Tagenach |326 31,5 339 325 306 32,7 32,7 32,2 33,9
retHb vor 197 169 2,28 (206 185 2,28 1,86 1,64 2,22
g/l sofort nach | 2,1* 197 256 2,24 197 241 2,08 2,02 2,56
1Tagnach |2,09* 1,67 229 186 154 22 213 1,76 2,29
3Tagenach 1,89 152 233 1,73 1,41 2,08 2,01 1,57 2,34
Ratio MCVr / vor 1,127 116 1,19 (1,18 1,17 1,19 1,17 1,16 1,19
MCV mature
Celles sofortnach 1,18 1,16 1,2 1,2 1,17 1,23 1,17 1,16 119
1Tagnach |1,18 1,16 1,2 1,2 1,18 1,22 1,18 1,15 1,19
3 Tage nach |1,17 1,6 1,19 1,18 1,17 12 1,16 1,15 1,18
Ratio rbcHb / vor 66,5 578 77,3 61,2 57,8 68,1 69,3 59,7 79,0
retHb sofort nach |60,4* 51,6 66,2 588 516 616 61,3 53,2 66,2
1Tagnach |61,1 51,3 73,1 66,8 51,3 86,9 604 555 71,8
3 Tage nach |[63,4 56,2 81,2 70 61 95,6 62,1 56,2 79,8
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Retikulozyten (absolut): die absolute Retikulozytenzahl: Der Median der Retikulozytenzahl
betrug vor Beginn des Marathons 58,2 G/I. Bei der zweiten Blutentnahme sofort nach dem
Marathon stieg die Absolute Retikulozytenzahl auf 64,8 G/l (p<0,05). Bei der dritten
Blutentnahme ein Tag nach dem Marathon fiel Sie auf 62,9 G/| ab und der vierten Blutentnahme
drei Tage danach fiel sie weiter auf 58,3G/I, wobei er den Ausgang Wert entspricht. was dem
Ausgangswert entsprach.

MCV r = Das mittlere Retikulozytenvolumen: Der Median des mittleren Zellvolumens der
Retikulozyten betrug vor Beginn des Marathons 105,0 fl. Bei der zweiten Blutentnahme sofort
nach dem Marathon fiel das MCVr auf 104,5 fl ab (p<0,05). Ein Tag nach dem Marathon stieg
der Wert auf 105,8 fl und drei Tage danach fiel er wieder auf 104,4 ab.

CHCMr = Die mittlere Zellnamoglobinkonzentration der Retikulozyten: Der Median der
MCHMr betrug vor Beginn des Marathons 31,1 g/dl, sofort danach 31,4 g/dl, ein Tag nach dem
Marathon fiel der Median auf 30,6 g/dl (p<0,05) ab und drei Tage danach zeigte er den Wert
von 30,8 g/dl (p<p, 05) gezeigt.

CHr = Der mittlere Hamoglobingehalt der Retikulozyten (pg): Der Median der CHr
veranderte sich von vor dem Marathon bis drei Tage danach nicht. Er blieb bei 32,7 pg.

ret Hb = Hamoglobingehalt der Gesamtretikulozyten: Die Hamoglobinwerte der
Retikulozyten der Athletinnen lag im Median vor dem Marathon bei 1,97 g/l, sofort nach
Belastung stieg der Wert auf 2,10 g/l (p<0,05). Ein Tag nach dem Marathon veréandert sich der
Median nicht und er betrug den Wert von 2,09 g/l (p<0,05). Bei der letzten Blutentnahme drei
Tage nach dem Marathon fiel der Median auf 1,89 g/l ab.

Ratio MCVr/MCV = Das Verhaltnis MCVr zu MCV: Der Median der Ratio MCVr/MCV betrug
vor Beginn des Marathons 1,17. Bei der zweiten Blutentnahme sofort nach dem Marathon
betrug der Median 1,18. Ein Tag nach dem Marathon stagnierte der Median bei 1,18 und drei
Tage danach betrug er wieder 1,17.

Ratio rbcHb/ret Hb = Das Verhaltnis rbcHb zu ret Hb: Der Median der Ratio rbcHb/ret Hb
betrug vor dem Marathon 66,5. Bei der zweiten Blutentnahme sofort nach dem Marathon fiel
der Median auf 60,4 ab (p<0,05). Ein Tag nach dem Marathon zeigte der Median den Wert von
61, ein und drei Tage danach stieg der Median auf 63,4.
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3.4 Mediane und Perzentile der Retikulozyten nach der

Floureszenzintensitéat (%) vor und nach dem Marathonlauf

Tabelle 5: Mediane und Perzentile der Retikulozyten nach der Floureszenzintensitét (%) vor und
nach dem Marathonlauf

16 [LFR % Vor 888 8 90,3 89,1 845 90,3 83,7 86,7 898
sofort nach |85,4*** 80,7 88 86,3 80,3 87,1 853 81,3 88,1
1 Tag nach |859*** 828 89,7 875 80,3 898 859 851 88,3
3 Tage nach |83,8*** 815 88,6 815 80,7 881 857 832 88,6

17 |MFR % Vor 10 9 12,2 9,5 85 12,7 10,1 9,0 11,3
sofort nach [12,3** 10,3 158 10,5 104 158 125 10,3 15,5
1 Tagnach |11,9** 8,6 13,4 (9,6 7,8 13,6 12 9,8 13,2
3 Tage nach (13,3** 10,1 14,7 13,9 109 14,7 123 10,1 14,4

18 [HFR % Vor 1,3 1 19 13 1 19 14 1,0 1,9
sofort nach [2,4*** 15 3,3 2,6 24 34 21 1,2 3,2
1 Tag nach 20 1,2 33 33 14 55 19 1.2 2,4
3 Tage nach 22 11 36 28 28 28 28 28 2,8

LFR % = niedrig absorbierende Retikulozyten: Der Median der niedrig absorbierenden
Retikulozyten betrug vor dem Marathon 88,8%. Bei der zweiten und dritten Blutentnahme sofort
und ein Tag nach dem Marathon fiel der Median auf 85,4% und 85,9 (p<0,001). Drei Tage nach
dem Marathon fiel der Median auf 83,8% (p<0,001) ab.

MFR % = mittelstark absorbierende Retikulozyten: Der Median der mittelstark
absorbierenden Retikulozyten betrug vor dem Marathon 10%. Bei der zweiten Blutenthahme
sofort nach dem Marathon stieg der Median auf 12,3% (p<0,001). Bei der dritten Blutentnahme
einen Tag nach dem Marathon betrug der Median 11,9% (p<0,001). Drei Tage nach dem
Marathon stieg der Median auf 13,3% (p<0,001).

HFR % = stark absorbierende Retikulozyten: Der Median der stark absorbierenden
Retikulozyten betrug vor dem Marathon 1,3%. Bei der zweiten Blutentnahme stieg der Median
auf 2,4% (p<0,001). Einen Tag nach dem Marathon fiel der Median auf 2% (p<0,05) ab. Drei
Tage nach dem Marathon stieg der Median auf 2,2% (p<0,05).
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In den rechten 6 Spalten wurden dieselben statistischen Methoden wie beim Gesamt-kollektiv

(n=27) angewandt.

Dabei wurde differenziert die Gruppe der Lauferinnen mit und ohne Eisenmangel getestet.

Unter diesen Gruppen gab es keinen Unterschied zwischen der Gruppe mit und der ohne

Eisenmangel bei allen in dieser Tabelle getesteten Parametern.

3.5 Hepcidin-Ausscheidung im Harn

Tabelle 6: Hepcidin-Ausscheidung im Harn vor und nach dem Marathonlauf

Median 25 Perzentile 75-Perzentile
Hepcidin Vor 24 9 58 N=14
ng/mg Kreatinin sofort nach 39 19 82 N=12
1 Tag nach 61*** 31 123 N=14
3 Tage nach |27 11 53 N=13

Der Hepcidinwert der Athletinnen lag im Median vor dem Marathon (2004) bei 24 ng/mg

Kreatinin (N=14). Sofort nach dem Marathon stieg der Median von 24 auf 39 (n=12) an.

Ein Tag nach dem Marathon stieg der Wert weiter auf 61 (p<0,001)(N=14) und drei Tage nach

dem Marathon fiel der Median auf 27 (N=13) ab.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenhang zwischen Ausdauerleistungen und Eisenmangel

Sportliche Aktivitdten spielen in der heutigen Gesellschaft in industrialisierten Landern fir einen
steigenden Anteil der Durchschnittsbevolkerung eine zunehmend wichtigere Rolle.

In den letzten Jahren haben sich verschiedene Studien damit beschéftigt, die Auswirkung von
physischer Belastung auf die Stoffwechselvorgdnge des menschlichen Korpers zu
durchleuchten. Im Hinblick auf den Eisenstoffwechsel sind bereits diverse Veranderungen

bekannt.

Eisen zahlt zu den lebenswichtigen essentiellen Elementen des Menschen, dem im
menschlichen Organismus beim Sauerstofftransport und in vielen weiteren biochemischen

Prozessen (Thomas 2005, Wick et al. 2002), bedeutsame Funktionen zukommen.

Eisenstoffwechselstérungen, vor allem Eisenmangel zahlt zu den haufigsten Nahrstoffmangeln
bei Menschen (Wick et al. 2002). Frauen sind haufiger betroffen als Méanner. Breit angelegte
Untersuchungen wiesen in den USA fur 11% der jungen Frauen einen Eisenmangel nach, bei

5% eine Eisenmangelanadmie (Looker et al. 1997).

Eisenmangelsymptome &ufiern sich in allgemeinen und in spezifischen Symptomen. Zu den
allgemeinen Symptomen z&hlen Mudigkeit, Schwéache, Kopfschmerzen und Schwindel,
wogegen sich die spezifischen in Form von Stomatitis, Glossitis, chronischer Gastritis,
Haarausfall und anderem manifestieren (Cook et al.1986).

Der Eisenstoffwechsel ist ein wichtiger Faktor fur die Gehirnfunktion, Lernen und das Erinnern
(Gerlach et al. 1994). Brunner et al. untersuchten 1996 in einer Placebo-Doppelblindstudie den
Einfluss einer Eisentherapie auf kognitive Funktionen bei nicht anamischen Probanden mit
Eisenmangel. Durch die Eisentherapie verbesserten sich die Lern- und Gedachtnisleistungen.
Weiterhin ist es wichtig, die besondere Wirkung des Eisenstoffwechsels auf die Immunitat zu
erwdhnen, denn man findet bei Patienten mit Eisenmangel sehr oft einen Defekt in der
Zellvermittelten Immunitat, was haufig zu Durchfallserkrankung und Erkaltung und Angriff von
Krankheitserregern fuhrt (Cook et al. 1986).
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Die Interaktion von Eisenstoffwechsel und Immunsystem/Infektionen wurde ebenfalls von Weiss
G. 2005 genauer beschrieben:

,Des Weiteren besitzt Eisen katalytische Funktion fur die Bildung von hochtoxischen
Hydroxylradikalen, die sowohl in der Immunantwort eine Rolle spielen, aber auch mit
Gewebeschadigung im Rahmen chronisch inflammatorischer Prozesse assoziiert sind.

Eine stringente Kontrolle der Eisenhomd@ostase ist auch von zentraler Bedeutung in der
Bekampfung von Infektionskrankheiten, zumal eine erhéhte Eisenverflgbarkeit bzw. eine
Eisenuberladung des Immunsystems mit einer erhdhten Infektanfalligkeit und einem

ungunstigen klinischen Verlauf von Infektionen assoziiert ist.

Die Kontrolle Uber die Eisenverflugbarkeit ist eines der entschiedensten Kriterien, die den
Verlauf einer Infektion determinieren, weshalb Untersuchungen zu diesem komplexen Netzwerk
zwischen Eisenhomoostase, Immunantwort und Mikroben nicht nur fir das Verstandnis der
Zusammenhénge der Host-Pathogen-Interaktion optimieren, sondern auch fir die Entwicklung

neuer therapeutischer Optionen von gréf3tem Interesse sind.“ Weil 2005).

Die koérperliche Aktivitat der Menschen wird durch Eisenmangelanamie beeintrachtigt

(Cook et al. 1994).

Diverse Studien haben gezeigt, dass es durch Eisenmangelandmie selbst bei einer leichten
Form zu einer Beeintrachtigung der Leistung kommt (Brownlie et al. 2002, Brownlie et al. 2004)
Aus diesem Grunde neigen Sportler dazu, Eisen Uber Nahrungsergédnzungsmittel zu

supplementieren (Viteri et al. 1974).

Bei Ausdauersportlern wird sehr oft ein Eisenmangel (-anamie) beobachtet (Clement et al.
1984). Ein Eisenmangel tritt haufiger bei sportlichen Frauen als bei Mannern auf (Clement et al.
1982). Die Hauptursachen des Eisenmangels bei  Ausdauersportlern sind der erhdhte
Eisenbedarf, der erhthte Eisenverlust und die verminderte Eisenaufnahme (Clement et al.
1982). Es scheint, dass Ausdauersportler im Vergleich zu untrainierten Menschen Uber eine
sehr beschleunigte Eiseneliminierung verfigen (Ehn et al. 1980). AuRerdem gibt es diverse
Hinweise auf vermehrte gastrointestinale Blutungen bei Langstreckenlaufern, was zu
Eisenmangel bei einigen Laufern fihrt (Nachtigall et al. 1996; Stewart et al. 1984).

Der im Sprachgebrauch von Laien verwendete Begriff ,Sportanamie“ beschreibt einen im
unteren Referenzbereich liegenden Hamoglobinwert (Casoni et al. 1985; Magnusson et al.
1984; Newhous und Clement 1988;). Dabei handelt es sich hier um eine Pseudoanamie, die

durch ein Uberproportional vergroRertes Plasmavolumen des Athleten im Vergleich zum
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gesamten Erythrozytenvolumen zustande kommt (Rdcker 1978). Dies fuhrt zu einer
verminderten Konzentration der Erythrozyten und des Hamoglobins (Rocker et al. 1999), ist
aber keine Anadmie im eigentlichen Sinne. Die Veranderungen im Blutbild resultieren nicht aus
dem Mangel an Korpereisen und die Sauerstofftransport, im Gegenteil, sie zeigt sogar eine
Erhdhung (Magnusson et al. 1984). Die so genannte Sportandmie ist sehr schwer von dem
Eisenmangel zu unterscheiden. Zur gesicherten Differenzialdiagnose der Ursache eines
Eisenmangels sind daher weitere Parameter des Eisenstoffwechsels (z.B. Transferrinrezeptor

...etc.) immer heranzuziehen.

4.2 Rotes Blutbild (Tabelle 3)

Ein Routineparameter in der Sporthdmatologie ist nach wie vor die Erythrozytenzahl. Deren
Erhéhung oder Erniedrigung liefert wertvolle Hinweise zur Diagnostik.

Aber nicht nur die Erythrozytenzahl ist wichtig, sondern erst ihre Kombination mit den
Hamatokrit- und Hamoglobinwerten und den Erythrozytenindizes gibt Aufschliisse Uber die Art

einer eventuell vorliegenden Anamie.

Der Flussigkeitsaustausch zwischen Intravasalraum und Interstitium erfolgt durch Poren im
Kapillarbereich, die einen Durchmesser von etwa 4 nm haben. Sie sind fir Wasser und
kleinmolekulare Substanzen durchgangig. Hochmolekulare Bestandteile, wie z. B. Proteine,
oder korpuskuldre Bestandteile wie z. B. Erythrozyten, kdnnen den Intravasalraum durch diese
Poren nicht verlassen. Im Ruhezustand sind der Flissigkeitseinstrom und -ausstrom gleich
hoch, folglich das Blutvolumen konstant.

Korperliche Aktivitat bewirkt im Allgemeinen eine Erh6hung des Kapillardrucks und der
Kapillarflache und damit eine Filtration von Flussigkeit in das Interstitium, bis ein neues
Gleichgewicht erreicht ist. In diesem Falle kommt es zu einer Hamokonzentration, besonders
bei kurzfristigen anaeroben kérperlichen Leistungen.

Diese Verhaltnisse kdnnen sich unter den Bedingungen bei und nach einem Marathonlauf auch
so verandern, dass die Flussigkeitsaufnahme in den Intravasalraum Uberwiegt und eine
Hamodilution resultiert (Récker 1978).

Die absolute Menge der im Blut zirkulierenden Erythrozyten wird durch die Erythropoese und
den Erythrozytenabbau bestimmt. Beide Prozesse verlaufen so langsam, dass sie akut nicht
wesentlich zu beeinflussen sind. Deshalb kann man kurzfristig die absolute Erythrozytenmenge
als konstant annehmen. Blutspeicher, die sich, wie bei manchen Tieren (Pferd, Hund) bei

korperlicher Leistung entleeren konnen, existieren beim Menschen nicht, sodass die

41



Verdnderungen des roten Blutbilds hauptséchlich durch eine Hamokonzentration bzw.
Hamodilution bedingt sind.

Bei kurzfristigen Leistungen (200-m-Lauf) z.B. stieg die Hamoglobinkonzentration um etwa 10-
30 Prozent. Die Erythrozyten-Indizes veréndern sich bei kurzfristigen Leistungen nicht. Eine
Normalisierung erfolgt innerhalb von 30 Minuten.

Ausdauerleistungen haben einen anderen Effekt auf das rote Blutbild (R6cker 1978).

Von den in Tabelle 3 angegebenen Parametern des roten Blutbildes zeigte sich bis auf ein
erniedrigtes MCV (p<0,05) keine statistisch nachweisbare Verénderung direkt nach dem
Marathonlauf.

Das verminderte MCYV ist dabei ein Hinweis auf einen intraerythrozytaren Wasserverlust.

An Tag 1 und Tag 3 nach dem Marathon zeigten sich erniedrigte Erythrozytenwerte (p<0,01 bei
Tag 1 und p<0,001 bei Tag 3 nach dem Marathon), Hamoglobin (p<0,01 bei Tag 1 und p<0,001
bei Tag 3 nach dem Marathon) und Hamatokrit (p<0,01).

Das spricht fir eine Hamodilution, wie sie immer nach Ausdauerleistungen auftritt (Rocker
1978).

Diese Hamodilution ist auch noch eine Woche nach einem Marathon nachweisbar (Sawka et al.
2000). Erwartungsgemalfd veranderten sich % Hypochrome Erythrozyten nicht.

4.3 Retikulozyten und Retikulozytenparameter

Im Gegensatz zum roten Blutbild wurde das Retikulozytensystem bei kdrperlichen Leistungen
bisher weniger intensiv untersucht, zudem mit sehr unterschiedlichen Ergebnissen.

Die Analyse der Retikulozyten und Retkulozytenparameter sollte in der Sportmedizin vermehrt
angewendet werden, nicht nur aus ,Antidopinggriinden®, sondern auch um den aktuellen
Zustand der Sportler zu erfassen. Denn das Knochenmark von Athleten wird kontinuierlich
stimuliert durch den gesteigerten Eisenmetabolismus infolge Hamolyse, inadaquate Erndhrung
etc., wie oben beschrieben. Der Organismus von Ausdauersportlern weist die Neigung zu
funktionellem und echtem Eisenmangel auf. Die Analyse des Retikulozytensystems ist wichtig
fir die Diagnose, aber auch fiir das Monitoring nach einer Ernahrungsumstellung oder einer
Eisensubstitution (Banfi et al. 2006).

Bei einem Vergleich der Retikulozytenkonzentration zwischen Athleten und Nicht-Athleten

wurden &hnliche Werte gefunden (Banfi et al. 2006; Paresotto et al. 2000), aber die Studien

sind nicht aussagekraftig genug, um eine endgultige Entscheidung zu treffen. Myer et al. 2006
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fanden Makroretikulozyten (MCVr groRer 120 fl) haufiger bei Athleten als bei Nicht-Athleten.
Diese Anderungen sind assoziiert mit einer erhohten Erythropoese.

In der vorliegenden Studie stieg die Zahl der Retikulozyten in Bezug auf den Ruhewert von 58,2
G/l auf 64,8 G/l (p«0,05) direkt nach dem Marathon. Einen Tag und drei Tage nach dem
Marathon zeigten sich statistisch keine Veranderungen mehr. In einer Untersuchung bei
Marathonlaufern wurde zwar eine Erythropoetinerhbhung gefunden, jedoch keine
Retikulozytenerh6hung bis 31 Stunden nach dem Marathon (Schwandt et al. 1991). Ebenso
fanden Londorce und Allaire 1969 keine Verédnderungen der Retikulozyten bei trainierten und
untrainierten Personen nach korperlichen Leistungen. Uber &hnliche Ergebnisse berichten
Reinhardt et al. (1989). Selbst nach einem Ultra-Marathon Uber 6 Tage wurden keinerlei
signifikante Veranderungen der absoluten bzw. prozentualen Retikulozyten gefunden (Fallon et
al. 2002). Der Stichprobenumfang (n=7) war bei dieser Untersuchung allerdings sehr klein.
Dagegen fanden Schmidt et al. 1989 erheblich erhdhte Retikulozytenwerte zwei Tage nach
einer korperlichen Leistung.

Bei einem Ultra-Marathon tber 1600 km wurden erhohte Retikulozytenzahlen am Tag 4, Tag 11
und am Ende des Laufes gefunden (Fallon et al. 1999).

Seit Einfihrung der neueren Hamatologieanalysengerate (z. B. ADVIA 120) kdnnen neben den
Gesamtretikulozyten zahlreiche Retikulozytenparameter analysiert bzw. berechnet werden. In
der vorliegenden Studie wurden diese Parameter vor und nach dem Marathon bestimmt.

MCVr (mean cell volume Reticulocytes)

Das MCVr ist mit einem mittleren Volumen von 106 fl im Vergleich zum mittleren MCV der reifen
Erythrozyten um etwa 20% groRer. Das MCVr unserer Marathonlauferinnen lag vor dem Lauf
mit 105 fl im Referenzbereich fir ausdauertrainierte Frauen: 99,6 — 125,0 fl (Ashenden et al.
1999). Direkt nach dem Marathon wurde eine geringe Verminderung des MCVr (p<0,05)
gefunden, ein bis drei Tage nach einem Ultra-Marathon (Fallon et al. 2002) war das MCVr zu
allen Zeitpunkten wahrend 6 Tagen und bis nach dem Ultra-Marathon erniedrigt (p< 0,005).

Die Verminderung des MCVr spricht gegen die erwartete Hypothese, dass jingere Zellen aus

dem Knochenmark freigesetzt werden.
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Abbildung 1: Das mittlere Retikulozytenvolumen
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CHCMr (corpuscular hemoglobin concentration mean, g/dl)

Der Ruhewert unseres Kollektivs lag mit 31,1 g/dl oberhalb des von Ashenden (1999)
angegebenen Referenzbereiches fir trainierte Frauen (24,3-29,8 g/dl). 1 und 3 Tage nach dem
Marathon zeigte sich eine geringe Erniedrigung (p<<0,005). Dagegen wurden nach einem Ultra-
Marathon leichte Anstiege (p<0,005) gefunden (Fallon 2002).

CHr (MCVr x CHCMr)
CHr gibt den mittleren Hamoglobingehalt des einzelnen Retikulozyten in pg an.

Der mediane Kontrollwert vor dem Marathon lag in der vorliegenden Studie mit 32,7 pg im
Referenzbereich von 27,5-33,9 pg (Butarella et al.1995). CHr ist ein Marker zur Indikation fur
den Eisenbedarf der Erythropoese.

CHr blieb zu allen Zeitpunkten unveréndert. Auch nach einem Ultra-Marathon blieb der CHr-
Wert konstant (Fallon et al 2002).
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Dies entspricht unseren Erwartungen, da der zellulare Hamoglobingehalt (CHr) wahrend der
gesamten Lebenszeit der Retikulozyten konstant bleibt. Er verandert sich nur, wenn
Membranschaden auftreten.

Ein besonderer Vorteil des CHr fir die Analytik ist, dass CHr nicht durch inflamma-torische
Zusténde beeinflusst wird, dies zeigt u. a. die Studie vom Markovic et al. 2007. Bei Patienten
mit einer Anamie infolge chronischer Erkrankungen waren die Werte des CHrs identisch zu
denen von Kontrollpersonen. Die Messung des CHr bleibt als quantitive Bestimmung des
tatsachlichen fur die Hamoglobinsation verwendeten Eisen bei Erkrankungen mit Akute-Phase-
Reaktion oder bei anderen Grundkrankheiten unbeeinflusst. Die aktuelle Qualitat der
Erythropoese kann somit immer zeitnah verfolgt werden. Aus diesem Grunde wird der CHr als
zuverlassiger Parameter im Rahmen der Eisenstoffwechseldiagnostik und der
Therapieliberwachung in der klinischen Praxis bestimmt. Wenn Patienten mit einem MCV> 100
fl ausgeschlossen werden, zeigt CHr im Vergleich zu Ferritin, Transferrinsattigung und MCV die
hdchste Sensitivitdt und Spezifitat fur die Vorhersage leerer Eisenspeicher im KM (Mast et al
2002).

Die Stabilitdt des CHr hat sich bei unseren Untersuchungen auch nach Ausdauerleistung
bestatigt. Zumindest bis zu drei Tagen nach der Belastung scheint der Eiseneinbau in die
Retikulozyten nicht gestoért zu sein.

Abbildung 2: Der mittlere Himoglobingehalt der Retikulozyten (CHr)
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Ret Hb (CHr x abs. Retikulozytenzahl, g/l)
Ret Hb ist ein neuer Indikator der Knochenmarkaktivitéat basierend auf der Messung von CHr

und der absoluten Retikulozytenzahl. Das Ret Hb gibt das Hamoglobin an, das in allen
zirkulierenden  Retikulozyten  enthalten ist.  Dieser Wert erlaubt es, den
Gesamthamoglobingehalt des Blutes in zwei pathophysiologisch relevante Komponenten
aufzuteilen, erstens das Ret Hb und zweitens das Hamoglobin der reifen Erythrozyten.

Ret Hb zeigt eine Veranderung der erythropoetischen Aktivitéat friihzeitig an (Brugnara et al.
1997).

Fur Ret Hb wird ein Referenzbereich von 1,41 — 1,59 g/l bei Athleten angegeben (Parisotto et
al. 2000), fur Nicht-Athleten lag dieser Bereich bei 1,24 — 1,61 g/l. In der H6he steigt das Ret Hb
an.

Besonders stark ist der Anstieg nach EPO-Gabe, dabei wurden Werte bis zu 4,2 g/l gefunden.
Bei den hier untersuchten Sportlerinnen stieg der Wert nach dem Marathon und ein Tag danach

an (p<0,05). Das spricht fur eine erhohte erythropoetische Aktivitat infolge des Marathons.

Abbildung 3: Hamoglobingehalt der Gesamtretikulozyten
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Diese Ratio wurde bereits klinisch angewendet. Da Retikulozyten gré3er als reife Erythrozyten

sind, ist diese Ratio grof3er als 1, der normale Bereich fiir gesunde Personen liegt bei 1,24 +
0,06, wahrend Personen mit Eisenmangel im Mittel Werte von 1,35 + 0,08 haben. Die Ratio ist
< 1 bei der Behandlung von Megaloblastenandmie oder dem Beginn eines funktionellen
Eisenmangels (Fallon et al. 2002).

Diese Ratio blieb in der vorliegenden Untersuchung zu allen Zeitpunkten konstant zwischen
1,17 bzw. 1,18, zeigte dagegen nach einem Ultra—Marathon eine Verminderung von 1,35 auf
1,28 (p<0,005) gegenltiber dem Ausgangwert (Fallon et al. 2002).

Bei diesem Ultra-Marathon verminderten sich, wie auch bei unserer Untersuchung sowohl das
MCYV der reifen Erythrozyten als auch das MCV der Retikulozyten. Allerdings zeigte das MCVr
eine starkere Verminderung.

Das koénnte ein Hinweis auf eine Verminderung der Eisenverfiigbarkeit fir die Erythropoese

nach sehr langen Ausdauerleistungen sein.

Abbildung 4: Das Verhéaltnis MCVr zu MCV
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Bei dieser Ratio war nach dem Marathonlauf eine deutliche Verminderung von 66,8 auf 60,4
(p< 0,005) abzulesen. Die Ratio RBC-Hb / Ret Hb ist ein Marker fur die Uberlebenszeit der
Erythrozyten und den Grad der Hamolyse.

Der Referenzbereich fur diese Ratio wird mit 76,6 + 21,9 angegeben (Fallon et al. 2002).

Die Abnahme dieser Ratio zeigte fir unsere Marathonlauferinnen eine Hamolyse bzw. eine
verkiirzte Uberlebenszeit der Erythrozyten an. Solche Befunde sind schon friiher beschrieben
worden (Clement und Sawchuk 1984; Dufaux et al.1981 und Yoshimura et al. 1980).

Auch nach einem Ultra-Marathon wurden ahnliche Veranderungen gefunden (Fallon et al.
2002).

Die Ratio von RBC-Hb/Ret Hb wird von Parisotto et al. 2000 mit 94 - 105 fir

Hochleistungssportler angegeben und ist deutlich héher als bei unseren Kontrollwerten.

Abbildung 5: Das Verhaltnis rbcHb zu ret Hb
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4.3.1 Reifegrad der Retikulozyten

Mittels Flow-Zytometrie kann man seit kurzem die Zahl der RNA-reichen unreifen Retikulozyten
bestimmen, da die Intensitdt der Fluoreszenz direkt proportional zum RNA Gehalt ist
(Watanable et al.1994).

Abnormale Profile der unreifen Retikulozyten weisen auf eine Veranderung der Erythropoese
hin.

Die Retikulozyten wurden in drei Kategorien Kklassifiziert, entsprechend der
Fluoreszenzintensitat.

LFR (= low fluorescence ratio)

MFR (= medium fluorescence ratio) und

HFR (= high fluorescence ratio).

Mit dieser Methode wurden von einigen Autoren der klinische Benefit der Bestimmung des
Reifegerades der Retikulozyten gezeigt (Watanabe et al. 1994). Diese Studien zeigten, dass
abnormale Profile der Retikulozytenreifung aus quantitativen Anderungen der Erythropose
resultieren. Ein Anstieg der unreifen Retikulozyten kann eine ineffektive Erythropoese
anzeigen. Unreife Retikulozyten sind erhoht, wenn die Erythropoese stimuliert wird. Dieser

Anstieg konnte durch Erythropoetinwirkung auf das Knochenmark zustande kommen.

Bei unseren Ergebnissen zeigten sich prozentuale Erh6hungen, die besonders bei den unreifen
Retikulozyten (MFR und HFR) auf eine hohere Aktivitdit des Knochenmarks nach einem
Marathon hinweisen.

Dagegen nahmen die unreiferen Retikulozyten auf Kosten der reiferen Retikulozyten ab.

Die Vermutung von Wells et al. 1982 und Watanable et al. 1994, dass die unreifen
Retikulozyten vom Eisenstatus abhangen, konnten wir bei unseren Sportlerinnen nicht
bestatigen.

Supramaximale korperliche Leistungen fuhrten zu einem Anstieg der Retikulozyten von 62,9 G/I
auf 81,9 G/l (p<0,05). Dabei stiegen besonders die unreifen Formen (MFR und HFR) an,
wohingegen die LFR-Retikulozyten abnahmen (Morici et al. 2005).

Bedingt durch eine kontinuierliche Stimulation des Knochenmarks ist der Wert der unreifen

Retkulozyten bei Athleten relativ hoch.
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Die Zahl der unreifen Retikulozyten war bei Athleten hdher als bei Nicht-Athleten und tiberstieg
den Referenzbereich fur die allgemeine Bevdlkerung (Banfi et al. 2004).
Auch die allgemeine Hamtopoese wird durch Ausdauerleistungen beeinflusst.

Bonsignore et al. 2002 untersuchten die zirkulierenden CD34+ Zellen bei Sportlern und Nicht-
Sportlern. CD34+ Zellen sind multipotente Vorlauferzellen, die als indirektes Maf3 fir die
Aktivitat der Hamotopoese angesehen werden. Verglichen mit Untrainierten zeigten gut
trainierte Athleten eine 4-fach erhéhte Konzentration von CD34+Zellen, welche einige Stunden

nach einem Marathonlauf wieder zurlickgingen.

Abbildung 6: Prozentualer Anteil Low Fluorescence Reticulocytes
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Abbildung 7: Prozentualer Anteil Medium Fluorescence Reticulocytes
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Abbildung 8: Prozentualer Anteil High Fluorescence Reticulocytes
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4.4 Hepcidin

Hepcidin, der neu entdeckte Hauptregulator des Eisenstoffwechsels, wurde erstmalig in der
vorliegenden Studie vor und bis zu drei Tage nach einem Marathonlauf bestimmt.

Hepcidin im Harn war vortibergehend bei 10 von 14 Frauen nach dem Marathonlauf erhéht
(Tabelle 6) (Rocker et al. 2005).

Der maximale Anstieg wurde einen Tag nach dem Lauf ermittelt. Bei 8 Frauen (,responders®)
fand sich ein starker Anstieg auf 4- bis 27 fache Werte im Vergleich zum Ausgangswert. Diese
Veranderungen gleichen der Antwort auf Entziindungen. Es ist bekannt, dass extreme
korperliche Leistungen zu einer starken Freisetzung von Interleukin-6 und anderen Zytokinen
fuhren. (Ali et al. 1999; Helge et al. 2003; Northoff und Berg 1991).

Die durch Infektion oder Entziindung freigesetzten Zytokine flhren zu einer vermehrten
Hepcidinproduktion (Nemeth et al. 2003).

In der vorliegenden Studie kénnte die erhdhte Hepcidinausscheidung durch die bekannte
Interleukin-6-Vermehrung nach einem Marathon bedingt sein. Die grofl3en inter-individuellen
Schwankungen der Hepcidinausscheidung unter Ruhebedingungen und nach kérperlichen
Ausdauerleistungen kdnnten auf unbekannte Regulations-mechanismen bei trainierten
Personen zuriickzufiihren sein.

Die Intensitat des Trainings oder Ernahrungsfaktoren kénnten fir die relativ hohen Ruhewerte
von Hepcidin in ,nonresponders® im Vergleich mit ,responders” sprechen.

Diese Resultate lassen vermuten, dass bei einigen Ausdauerldauferinnen die chronische
Hepcidinerhéhung zu der Entwicklung eines Eisenmangels beitragt, ahnlich wie bei der Anamie
bei chronischen Entziindungen.

Bei der entziindungsbedingten Anamie inhibiert Hepcidin die intestinale Eisenresorption und die

Freisetzung von Eisen aus den Makrophagen (Nemeth et al. 2004).

In der Zwischenzeit sind mehrere Arbeiten Uber Hepcidin und koérperliche Leistungen
erschienen, die den oben beschriebenen Sachverhalt als potentiellen neuen Mechanismus fur
den haufigen Eisenmangel bei Sportlern weiter untersuchten (Peeling et al. 2009, Peeling et al.
2007, Troadec et al. 2009).

54



Von den verschiedenen Mechanismen, die fir den Eisenmangel bei Sportlern verantwortlich
gemacht werden, liegt die Aufmerksamkeit heute auf der durch Sport induzierten
Entziindungserscheinung, die zu einer erhdhten Hepcidinproduktion fiihren kann.

Sport fuhrt zur vermehrten Produktion von inflammatorischen Zytokinen, besonders Interleukin
6 (Pedersen et al. 2007; Peeling et al. 2009). Interleukin 6 ist ein inflammatorisches Signal,
welches die Synthese von Hepcidin induziert (Nemeth et al 2003, Nemeth et al. 2004), was zu

Hypoferremia und erhéhter Eisenspeicherung im RES fuhrt (Nicolas et al. 2002).

Troadec et al. 2009 demonstrierten, dass eine submaximale Ergometerleistung keinen Effekt
auf die Hepcidinkonzentration im Urin und im Serum hat. CRP und IL-6 blieben bei dieser
Studie unverandert.

Nach einem intensiven Intervalltraining lieR sich eine Hepcidinerhéhung im Urin drei Stunden
nach der Leistung feststellen. Es wurde gezeigt, dass die maximalen Hepcidinwerte im Urin drei
Stunden nach der maximalen IL-6 Aktivitat auftraten (Kemna et al. 2005). Somit erscheint der
geeignetste Zeitpunkt fir den Nachweis von Hepcidinverdnderungen etwa drei Stunden nach
dem Ende der sportlichen Leistung zu sein.

Einige Forschungsergebnisse haben veranschaulicht, dass Gewebshypoxie zur Bildung von
zellularen reaktiven Sauerstoffradikalen fuhrt, die wiederum von der Freisetzung von IL-6
gefolgt wird (Ali et al. 1999). Diese Radikale konnen die Zellmembran der Erythrozyten
durchdringen und dadurch zur schnelleren Alterung der Zellen beitragen (Santos-Silva et al.
2002). Die Hamolyse beim Sport konnte teilweise Gber diesen oxidativen Mechanismus erkléart
werden. Drei Stunden nach der sport-induzierten Hamolyse und dem Anstieg von IL-6 zeigte
sich Hepcidin erhoht.

Ausdauersport resultiert in einer ,Akute-Phase-Reaktion“ nach Beendigung der Leistung, die
vergleichbar ist mit einer bakteriellen Infektion, einem chirurgischen Eingriff, einer Verbrennung
oder einer inflammatorischen Erkrankung (Fallon et al. 2001; Margeli et al. 2005). Es wird
vermutet, dass anstrengende korperliche Leistungen zu einem 2-3fachen Anstieg der pro-
inflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-13 fihren (Ostrowski et al. 1999) und zu einem
dramatischen Anstieg von IL-6 (Pedersen und Hoffmann 2000). Dabei ist IL-6 am starksten
beteiligt, mit einem bis zu 100fachen Anstieg im Vergleich zum Ausgangswert (Helge et al.
2003).

Die durch sportliche Leistung induzierte ,Akute-Phase-Reaktion®, wurde in letzter Zeit in

mehreren Studien untersucht.
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Ostrowski et al. (1998) zeigte, dass nach einem Marathon ein 63facher Anstieg von IL-6 auftrat.
Muskelbiopsien ergaben, dass IL-6 lokal in der Skelettmuskulatur durch die korperliche Leistung
gebildet wurde. Die Ergebnisse von Helge et al. (2003) belegen, dass IL-6 aus der arbeitenden
Muskulatur in Abhéngigkeit von der Intensitat der Leistung freigesetzt wird.

AulRerdem wurde aufgezeigt, dass die IL-6 Produktion in den kontrahierenden Muskeln ansteigt,
wenn die Glykogenreserven aufgebraucht sind (Steensberg et al. 2001). Man kann aufgrund
der oben erwahnten Studien annehmen, dass der Anstieg von IL-6 einen Effekt auf die Up-
Regulation von Hepcidin hat.

Wenn das der Fall ist, wird die Absorption von Eisen nach einer kérperlichen Leistung fir eine
langere Zeit limitiert durch einen hemmenden Effekt auf duodenale Enterozyten und die
verminderte Freisetzung von Eisen aus den Makrophagen in RES.

Diese sport-induzierte Up-Regulation von Hepcidin scheint ein neu entdeckter Mechanismus fir
den haufigen Eisenmangel bei Athleten zu sein. Unsere Ergebnisse sind die ersten, die eine
erhdhte Expression von Hepcidin nach einer kérperlichen Leistung nachgewiesen haben.
(Siehe Tabelle 6: Hepcidin)
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5 Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Arbeit wurden der Einfluss eines Marathonlaufs auf die zellularen
(Retikulozytensystem) Parameter des Eisenstoffwechsels bei trainierten Frauen untersucht.
Weiterhin wurde der Einfluss auf den neu entdeckten Eisenregulator Hepcidin analysiert.

Die Untersuchungen wurden an 27 bzw. 14 ausdauertrainierten Frauen im Alter von 20-48
Jahren durchgefihrt.

Die Blut- bzw. Urinproben wurden im Rahmen von zwei Marathonlaufen des Berlin-Marathons
(2002 und 2004) gewonnen.

Die Entnahmezeitpunkte waren ca. 45 min vor dem Start, direkt (5-10 min) nach dem Zieleinlauf
sowie einen und drei Tage nach dem Marathonlauf.

Die absolute Retikulozytenzahl stieg nach dem Laufende von 58,2 G/I auf 64,8 G/l (p < 0,05)
an.

Ein und drei Tage nach dem Lauf fielen die Werte wieder auf den Kontrollwert zuriick.

Weitere Retikulozytenindices (MCVr, CHCMr, CHr, ret Hb, Ratio MCVr/MCV- Erythrozyten)
zeigten keine oder nur geringflgige Veranderungen.

Die Ratio rbc Hb/ret Hb zeigte direkt nach dem Lauf einen deutlichen Abfall von 66,5 auf 60,4 (p
< 0,05).

Der Reifegrad der Retikulozyten wies deutliche Verdanderungen in Richtung unreife
Retikulozyten bis drei Tage nach dem Lauf auf Kosten der reiferen Zellen auf.

Der Wert fir Hepcidin stieg einen Tag nach dem Lauf von 24 ng/mg Kreatinin auf 61 ng/mg

Kreatinin an.

Insgesamt waren bei den zellularen Parameter keine oder nur kurzfristige Veranderungen
festzustellen.

Hepcidin zeigt insgesamt einen deutlichen Anstieg besonders bei einzelnen Lauferinnen, was
zu der Hypothese fiihrt, dass hohe Hepcidinexpressionen zu einem funktionellen Eisenmangel

bei Ausdauersportlern beitragen kdnnen.
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