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Abstract (deutsch) 

Hintergrund: Die Prävalenz des Metabolischen Syndroms (MetS) als kardiovaskuläres 

Risikocluster basierend auf einem chronisch inflammatorischen Status steigt weltweit 

an. Regelmäßiges physisches Training zeigte positive Effekte auf das kardiovaskuläre 

Outcome. Indes ist nicht hinreichend geklärt, welche Trainingsprotokolle zu empfehlen 

sind und wie dadurch das immunometabolische Profil beeinflusst wird. 

Methodik: Bei 24 Patient:innen mit MetS, die im Rahmen der Studie ExMET für vier 

Monate drei verschiedene Trainingsprogramme absolvierten, erfolgte die vergleichende 

Charakterisierung des immunometabolischen Profils. Randomisiert in drei Gruppen 

wurde entweder ein Protokoll mit moderatem kontinuierlichen Training mit hohem 

Volumen (MCT), Training hoher Intensität und niedrigem Volumen (loHIIT) oder hoher 

Intensität und hohem Volumen (hiHIIT) befolgt. MetS-definierende Kriterien wie 

Taillenumfang, Blutdruck, Triglyzeride (TG), High-density Lipoprotein (HDL) und 

Nüchternplasmaglucose (NPG) sowie die physische Fitness wurden zu Beginn und 

nach 16 Wochen Training gemessen. Der inflammatorische Status wurde durch die 

durchflusszytometrische Messung der Anzahl und Morphologie der Leukozyten sowie 

Markern ihrer Aktivität beurteilt. Plasmaproteine mit kardiometabolischer Relevanz 

wurden mittels Proximity Extension Assay bestimmt. Die statistischen Analysen des 

klinischen Outcomes erfolgten anhand einer erweiterten Studienpopulation durch 38 

Patient:innen mit MetS der Studie OptimEx, die entweder 12 Wochen MCT oder hiHIIT 

absolvierten. 

Ergebnisse: Physische Fitness, nicht aber zentrale Adipositas oder andere MetS-

definierende Faktoren, zeigte eine signifikante Verbesserung nach der 4-monatigen 

Trainingsperiode der ExMET-Kohorte ohne Unterschiede durch die Trainingsprotokolle. 

In der OptimEx-Kohorte verbesserten sich zusätzlich NPG, TG, HDL und der 

Taillenumfang. Die Verbesserung der VO2peak im Laufe des Trainings war nicht mit 

kardio-metabolischen Verbesserungen assoziiert und kann so nicht als Indikator zur 

Verbesserung des MetS dienen. Vielmehr zeigte sich, dass individuelle 

Verbesserungen der klinischen Faktoren des MetS mit Anzahl und Aktivierungsstatus 

von Leukozyten sowie Plasmakonzentrationen kardiometabolisch relevanter Proteine 

assoziiert sind. Die Anzahl und der Aktivierungsstatus der Immunzellen war nach der 

Trainingsperiode verändert. Die Antwort der erweiterten MetS-Kohorte erlaubte die 

Identifikation von drei Clustern, die sich durch immunometabolische Profile definieren: 
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Cluster 1 mit der geringsten Krankheitslast, Cluster 2 als hyperlipidämisches und 

Cluster 3 als hyperglykämisches Cluster. In jedem Cluster wurden verschiedene 

Antwortmuster identifiziert. 

Schlussfolgerung: Individuelle immunometabolische Profile könnten die Antwort auf 

physisches Training determinieren. Die identifizierten Muster betonen die Bedeutung 

einer genauen Einschätzung der Patient:innen, um optimierte personalisierte Therapien 

empfehlen zu können. 
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Abstract (english) 

Background: The prevalence of Metabolic Syndrome (MetS) as a cluster of 

cardiovascular risk factors based on a chronic inflammatory status keeps increasing 

worldwide. Regular physical exercise training has shown positive effects on the 

cardiovascular outcome. However, which training protocols should be recommended 

and how they influence the immunometabolic profile is not clear. 

Methods: In 24 patients with MetS participating in the ExMET study, who performed 4 

months of 3 different exercise training programmes, the comparing characterisation of 

immunometabolic profiles was conducted. Randomised into one of three groups 

patients followed either a moderate continuous training protocol (MCT), low volume-high 

intensity interval training (loHIIT) or high volume high intensity interval training (hiHIIT) 

protocols. MetS-defining criteria including waist circumference, blood pressure, 

triglycerides (TG), high-density-lipoprotein (HDL) and fasting glucose as well as physical 

fitness were assessed at baseline and after 16 weeks of training. The inflammatory 

status was assessed by flow cytometric measurements of leucocyte counts, morphology 

and markers of activation. Plasma proteins with cardiometabolic relevance were 

measured by proximity extension assay. Statistical analysis of the clinical outcome was 

performed using an extended population including 38 patients with MetS from the 

OptimEx study, who performed either MCT or hiHIIT for 12 weeks. 

Results: Physical fitness, but not central obesity or other MetS-defining characteristics 

significantly improved during the 4-months exercise period in the ExMET cohort. In the 

OptimEx cohort, also fasting glucose, TG, HDL and the waist circumference improved. 

Training-associated improvement of VO2peak was not associated with cardiometabolic 

improvements, so it cannot be used as an indicator for the improvement of MetS. In 

fact, individual improvements of MetS-criteria were associated with the count and status 

of activation of leucocytes as well as plasma concentrations of proteins with 

cardiometabolic relevance. However, the count and status of activation of leucocytes 

was changed after the exercise training period. Responses within the expanded MetS 

cohort allowed the identification of three clusters: Cluster 1 with the lowest disease 

burden, cluster 2 as a hyperlipidemic and cluster 3 as hyperglycemic cluster. Within 

each cluster, different response patterns were identified. 
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Conclusion: Individual immunometabolic profiles might determine the response to 

exercise training. The identified patterns underline the importance of a profound patient 

assessment to recommend optimised personalised therapies. 
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1 Einleitung 

1.1 Metabolisches Syndrom 

Das Metabolische Syndrom (MetS) ist ein Komplex aus interagierenden 

kardiovaskulären Risikofaktoren, der mit einem erhöhten Risiko zur Entwicklung 

kardiovaskulärer Krankheiten (cardiovascular diseases, CVD) und Diabetes mellitus 

Typ 2 (T2DM) einhergeht (1, 2). CVD bleiben weltweit eine große Belastung und eine 

der Haupttodesursachen mit etwa 422,7 Millionen Krankheitsfällen und 17,92 Millionen 

Todesfällen im Jahr 2015 (3). 2017 waren etwa 425 Millionen Menschen zwischen 20 

und 79 Jahren an T2DM erkrankt. Bis 2045 soll diese Zahl auf 629 Millionen steigen (4). 

Die genaue Prävalenz des MetS selbst ist nicht eindeutig, da die Kriterien je nach 

Gesellschaft und Land leicht variieren, geschätzt wird sie auf über 20 % weltweit (5). 

Nach einer gemeinsamen Definition der International Diabetes Federation (IDF), dem 

National Heart, Lung and Blood Institute, der American Heart Association (AHA) u.a. 

von 2009 ist das MetS definiert als ein Symptomkomplex aus mindestens drei der 

folgenden fünf Kriterien: Erhöhter Taillenumfang, erhöhte Triglyzeride (TG), erniedrigtes 

High-density Lipoprotein (HDL), erhöhter Nüchternplasmaglucose (NPG) oder arterielle 

Hypertonie (2). Die genauen Grenzwerte unterscheiden sich hier je nach Region (2).  

Tabelle 1: Metabolisches Syndrom: Definition nach IDF 2006 (6) 

Zentrale Adipositas Taillenumfang > 94 cm (m), > 80 cm (w) oder BMI > 30 kg/m2 

plus mind. zwei der folgenden Kriterien 

Triglyzeride > 150 mg/dL oder Therapie 

HDL Cholesterol < 40 mg/dL (m), < 50 mg/dL (w) oder Therapie 

Blutdruck Systolisch > 130 mmHg oder diastolisch > 85 mmHg 

Nüchternplasmaglucose > 100 mg/dL oder diagnostizierter T2DM  

 

Die IDF stellt nach ihrer Definition von 2006 die abdominelle Adipositas mit einem 

Taillenumfang über 94 cm bei Männern und 80 cm bei Frauen oder einen BMI über 

30 kg/m2 in Europa als zentralen Faktor mit mindestens zwei von vier weiteren Faktoren 

des MetS dar (6). Diese Definition wurde in dieser Arbeit bei der Auswahl der 

Probanden berücksichtigt (Tabelle 1). 
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Das MetS entsteht als Folge einer positiven Energiebilanz bei hyperkalorischer und 

fettreicher Ernährung bei Bewegungsarmut mit einer Ansammlung v.a. viszeralen 

Fettgewebes (2, 6). Es kommt zur metabolischen Dysregulation. 

Die Entwicklung und Fortschreitung der metabolischen Dysfunktion beruhen auf einem 

chronisch inflammatorischen Status. Bei abdomineller Adipositas liegt vermehrt 

dysfunktionales viszerales Fettgewebe vor. Durch die Überernährung wird die 

Speicherkapazität der Adipozyten überschritten und das Endoplasmatische Reticulum 

wird gestresst (7). Die Adipozyten nehmen weniger Glucose auf und die Abgabe von 

Fettsäuren ist erhöht (8). Die Fettsäuren haben eine toxische Wirkung auf das 

Fettgewebe selbst und führen auch in anderen Geweben zur Organschädigung (9). Hier 

ist insbesondere die Leber zu benennen (9). 

Das Fettgewebe ist durchsetzt mit Makrophagen, die mit den Adipozyten interagieren. 

Dabei dominieren physiologisch antiinflammatorische M2-Makrophagen (10). 

M2-Makrophagen sezernieren die antiinflammatorischen Zytokine IL-1 und IL-10 (11). 

IL-10 hält mit die Insulinsensitivität im Fettgewebe aufrecht (12). Dabei scheint es den 

Abbau von Insulinrezeptoren und Glucose-Transporter-4 durch das proinflammatorische 

TNF-α zu verhindern (11). Außerdem scheinen M2-Makrophagen die Lipolyse der 

Adipozyten aufrecht zu erhalten (13). 

Die Menge der Makrophagen steigt proportional mit dem Ausmaß der Adipositas. So 

liegt der Anteil an Makrophagen im Fettgewebe bei Normalgewichtigen bei ca. 10 %, 

bei extrem adipösen Menschen kann der Anteil auf über 50 % steigen (14). Die 

dominierende Polarisation als M2-Makrophagen verändert sich hin zu überwiegend 

proinflammatorischen M1-Makrophagen (10). M1-Makrophagen sezernieren 

proinflammatorische Zytokine wie TNF-α, IL-6 und IL-12 sowie Reaktive 

Sauerstoffspezies (11). Sie beeinflussen die endokrine Funktion der Adipozyten. Diese 

sezernieren Adipokine, die die Inflammation weiter fördern (15). Das Adipokin Leptin 

aktiviert dabei Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems und hat 

Eigenschaften eines proinflammatorischen Zytokins (15). Viel beschriebene Adipokine, 

die die chronische Inflammation fördern, sind auch TNF-α und IL-6, von ihnen sind 

einige pathophysiologische Mechanismen untersucht (16). So wurde beispielsweise im 

Mausmodell gezeigt, dass bei ausgeschaltetem IL-6-Rezeptor-α eine vermehrte 

Endotoxizität von Lipopolysacchariden (LPS) zu beobachten und die Expression von 
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IL-4-Rezeptoren auf Makrophagen vermindert ist (17). Damit wird die durch IL-4 

getriggerte antiinflammatorische M2-Polarisation vermindert (17). TNF-α fördert wie 

bereits erwähnt die Insulinresistenz (11). Allerdings scheint IL-6 als Myokin aus 

Muskelzellen die Glucosetoleranz und den Lipidstoffwechsel zu verbessern (18, 19).  

Das Fettgewebe ist physiologisch vorwiegend mit regulatorischen T-Zellen durchsetzt, 

die das antiinflammatorische Zytokin IL-10 sezernieren und mit einer höheren 

Insulinsensitivität assoziiert sind (20). Bei chronischer Inflammation im Fettgewebe wird 

auch das adaptive Immunsystem aktiviert. Es kommt zur T-Zell-Proliferation mit einer 

relativen Reduktion der naiven und regulatorischen T-Zellen und Vermehrung der TH1-

Effektorzellen mit einer weiteren Erhöhung von IFN‐γ (20). Bei adipösen Mäusen wurde 

zudem die Erhöhung der zytotoxischen T-Zellen beobachtet (21). Diese wiederum sind 

mit einer weiteren Vermehrung der Makrophagen im Fettgewebe und einer erhöhten 

Insulinresistenz assoziiert (21). So könnten auch T-Zellen eine wichtige Rolle bei der 

Initiierung und Progression der chronischen Inflammation spielen. Die Funktionen der 

verschiedenen Leukozyten sind in Tabelle 2 zusammengefasst. 

Auch in der Leber führt die Lipotoxizität zu einer chronischen Inflammation bis hin zu 

der Entwicklung einer nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung (non alcoholic fatty liver 

disease, NAFLD) mit Beeinträchtigung der Leberfunktionen. In der Leber werden freie 

Fettsäuren, die bei MetS vermehrt aus den Adipozyten freigesetzt werden, in TG 

umgewandelt und als Very-low-density Lipoprotein (VLDL) freigesetzt. Das 

Überangebot an freien Fettsäuren und Glucose, die ebenfalls in TG umgewandelt wird, 

führt zu einer intrazellulären Akkumulation von TG und erhöhten 

Plasmakonzentrationen von TG und VLDL sowie deren Remnants. Die Insulinresistenz 

fördert diese Umwandlungen zusätzlich. (9, 22, 23) 

Des Weiteren führt das Überangebot an TG bei der Nahrungsaufnahme zu erhöhten 

Konzentrationen von Chylomikronen und deren Remnants (24). All diese Lipoproteine 

werden unter dem Begriff Triglyzeridreiche Lipoproteine (TGRL) zusammengefasst (24). 

TGRL tragen durch ihre eigene proinflammatorische Wirkung zur Aufrechterhaltung des 

chronisch inflammatorischen Status bei (25). Insgesamt entsteht also systemisch ein 

chronisch inflammatorischer Status, der u.a. endotheliale Dysfunktion, die Synthese von 

toxischen Lipidkomponenten und Insulinresistenz fördert. Ob und in welchem Ausmaß 

diese pathologische Kaskade ausgelöst wird, ist individuell verschieden und von 
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genetischen Komponenten abhängig (26). Der Begriff des heterogenen Krankheitsbilds 

MetS ist in der Wissenschaft stetig im Wandel und wird auch als 

Insulinresistenzsyndrom bezeichnet (27). 

1.2 Kardiovaskuläre Folgen des Metabolischen Syndroms  

Das MetS beinhaltet gleich mehrere Risikofaktoren für die Entwicklung von 

Atherosklerose und Koronarer Herzkrankheit und geht häufiger mit schwereren 

Verläufen einher (28). Der chronisch inflammatorische Status beeinträchtigt das 

vaskuläre Endothel noch vor dem Leber- und Skelettmuskelgewebe (29). Durch eine 

Reihe entzündlicher Prozesse mit Entstehung einer endothelialen Dysfunktion mit 

Permeabilitätserhöhung der Gefäße entstehen atherosklerotische Plaques (30, 31). 

Physiologisch sezernieren die Endothelzellen Stickstoffmonoxid, welches zur 

Relaxierung der glatten Gefäßmuskulatur führt, die Thrombozytenaggregation 

verhindert und die Expression von Adhäsionsmolekülen inhibiert (32). Bei endothelialer 

Dysfunktion ist diese Stickstoffmonoxidfreisetzung vermindert, die Adhäsion von 

Leukozyten und Plättchen wird ermöglicht (30). Die TGRL haben eine direkte 

proinflammatorische Wirkung auf das Endothel, auf die Makrophagen in der Gefäßwand 

und auf die glatten Muskelzellen und tragen zur Plaqueentstehung bei (24). 

Neben der metabolischen Dysregulation stellen auch hämodynamische Faktoren ein 

Risiko dar. Leukozyten, v.a. Monozyten und T-Zellen, wandern nun in die Gefäßwand 

ein und sezernieren proinflammatorische Zytokine, sodass es zu einem chronischen 

Prozess von Inflammation und fibrotischem Umbau kommt (30). Monozyten entwickeln 

sich zu Makrophagen, die über ungehemmte Scavenger-Rezeptoren oxidiertes Low-

density Lipoprotein (LDL) phagozytieren und so zu Schaumzellen werden, die sich in 

der Gefäßwand ansammeln (33). TGRL sind hier als Lieferanten der Lipide zu 

betrachten (24). Von Makrophagen aktiviert, stimulieren T-Lymphozyten die 

Proliferation glatter Muskulatur (34). Nach Vanepps und Vorp (2007) entsteht eine 

Plaque mit entzündlich nekrotischem Kern, der von glatten Muskelzellen und einer 

fibrotischen Kapsel eingeschlossen wird. Solche Plaques engen einerseits das 

Gefäßlumen ein, zum anderen besteht die Gefahr der Plaqueruptur, die zum 

ischämischen Infarkt führen kann. Insbesondere sind Koronargefäße, die abdominelle 

Aorta sowie die Bifurkation der Arteria carotis betroffen. (31) 
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Bei koronarem Befall führen die entstehenden Ischämien bei einem meist zusätzlich 

chronisch druckbelasteten hypertrophierten Herzen zu Gewebeverlusten des Myokards. 

Dadurch wird die Pumpfähigkeit des Herzens reduziert und das Herzminutenvolumen 

sinkt. Die daraus resultierende periphere Minderversorgung führen zu der verminderten 

muskulären Leistungsfähigkeit und der schnellen körperlichen Erschöpfung, es entsteht 

eine Herzinsuffizienz. (35) 

Tabelle 2: Zusammenfassung der Rolle der untersuchten Leukozyten bei chronischer 
Inflammation (10-34, 36) 

Zelle 
Cluster of 
Differentiation 

Rolle in chronischer 
Inflammation 

 
Leukozyten 

 
CD45+ 

 
Inflammation, Resolution 

 
Neutrophile 

 
CD16++ SSC-Hhi 

 
proinflammatorisch, MV-
Ausschüttung in 
Resolution 

 
NK-T-Zellen 

 
CD16+CD14-CD3+ 

 
proinflammatorisch 

 
NK-Zellen 

 
CD16+CD14-CD3- 

 
proinflammatorisch 

 
Klassisch aktivierte 
Monozyten  

 
CD14++CD16- 

 
proinflammatorisch, 
chronische Inflammation, 
dysfunktionales 
Fettgewebe, 
proatherosklerotisch  

 
Alternativ aktivierte 
Monozyten  

 
CD14+CD16+ 

 
antiinflammatorisch 
Resolution 

 
Intermediäre  
Monozyten 

 
CD14++CD16+ 

 
proinflammatorisch 

 
Regulatorische  
CD4+ T-Zellen 

 
CD3+CD4+CD127loCD25+ 

 

Regulation TH-Zellen 
Resolution (36) 

 
Effektor  
CD4+ T-Zellen  
 

 
CD3+CD4+CD127-CD25- 

 

TH1 (proinflammatorisch) 

TH2 (antiinflammatorisch) 

TH17 (proinflammatorisch, 
Neutrophilenrekrutierung) 

 
Naive/Gedächtnis  
CD4+ T-Zellen 

 
CD3+CD4+CD127+CD25lo/- 

 
erhöht bei Resolution 

 
Zytotoxische  
CD8+ T-Zellen 

 
CD3+CD4-CD8+ 

 
proinflammatorisch 
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1.3 Mikrovesikel und ihre Rolle bei Metabolischem Syndrom 

Mikrovesikel (MV) sind Vesikel verschiedener Zellen definiert durch ihre Größe von 100 

bis 1000 nm (37). Sie enthalten Moleküle, wie beispielsweise miRNAs und andere 

Proteine, die sie zu Zellen transportieren können (38). Damit scheinen sie eine wichtige 

Rolle in der interzellulären Kommunikation zu spielen (38). Sie werden vorwiegend von 

gestressten, also inflammatorisch aktivierten Zellen gebildet und können so als Marker 

der Immunzellaktivierung dienen (39). Sie entstehen durch membranöses Abknospen 

von einer Ursprungszelle (39). An ihrer Oberfläche tragen sie die typischen 

Oberflächenmarker ihrer Ursprungszelle und Phophatidylserin (40). Identifizierte Trigger 

für die Freisetzung von MV sind Hypoxie, Scherstress an Gefäßwänden, Inflammation, 

Training, kardiovaskulärer Stress und fettreiche Ernährung (41). Bei chronischen 

Krankheiten mit inflammatorischer Komponente lassen sich erhöhte MV-Level 

nachweisen (42). Sie finden sich insbesondere bei Patient:innen mit kardiovaskulären 

Risikofaktoren und Metabolischem Syndrom (33).  

1.4 Therapieoptionen beim Metabolischen Syndrom  

Die aktuelle Therapie des MetS besteht im klinischen Alltag v.a. aus der 

medikamentösen Einstellung des Blutdrucks und der Lipide sowie ggf. der Behandlung 

des T2DM. In verschiedenen Leitlinien werden in beiden Fällen eine konsequente 

Lebensstilveränderung mit Reduktion der Kalorienzufuhr und vermehrter körperlicher 

Aktivität empfohlen, da das evidenzbasiert gute therapeutische Effekte habe. (43–45)  

Insbesondere die Entstehung kardiovaskulärer Folgeerkrankungen und eines T2DM 

ließen sich so vermindern. Allerdings fordern diese Ansätze eine hohe Adhärenz bzw. 

Motivation der Patient:innen, eine lebenslange Verhaltensänderung durchzuführen, und 

bedürfen der Berücksichtigung von Komorbiditäten. (46, 47) 

1.5 Einfluss von Training auf das Metabolische Syndrom 

Es hat sich bereits gezeigt, dass Sport den Verlauf des MetS positiv beeinflussen und 

das kardiometabolische Risiko senken kann. Regelmäßiges Training führt dabei zur 

Gewichtsreduktion mit Rückgang der zentralen Adipositas und zur Verbesserung der 

kardiorespiratorischen Fitness, der Plasmalipide, der kardiovaskulären Funktion sowie 

der Glucosetoleranz (5, 45, 48). Regelmäßige physische Aktivität führt zur Senkung der 

Mortalität bei Menschen mit T2DM (49).  

Einfluss auf den Trainingsausgang haben mehrere Parameter wie Trainingsfrequenz,  
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-dauer, -intensität und -art (50). Welche dieser Modalitäten bei Patient:innen mit 

kardiovaskulären Risikofaktoren nun am besten geeignet sind, ist noch nicht 

hinreichend geklärt. Wünschenswert wäre hierbei ein Konzept, das für die Patient:innen 

einfach und verständlich ist, ihre intrinsische Motivation anspricht und gleichzeitig zu 

sichtbaren Erfolgen führt, um eine bestmögliche Adhärenz zu erreichen (51).  

Die kardiorespiratorische Fitness wird oft durch die maximal mögliche 

Sauerstoffaufnahme, VO2max, gemessen. VO2max beschreibt dabei ein Plateau, dass 

bei Ausbelastung erreicht wird und nicht mehr gesteigert werden kann (52). Da die 

Patient:innen selten diesen Status erreichen, findet die sogenannte VO2peak 

zunehmend Beachtung. Sie bezeichnet die Sauerstoffaufnahme zum Zeitpunkt der 

maximal erreichten Belastung (52). Sie kann als Absolutwert in [mlO2/min], relativ zum 

Körpergewicht in [mlO2/min*kg] oder in [%] des individuell berechneten 

Voraussagewertes angegeben werden (53). Wenn nicht anders bezeichnet, wird im 

Folgenden die Einheit [mlO2/min*kg] für VO2peak verwendet. 

Zur Bestimmung der Trainingsintensität wird üblicherweise die maximale Auslastung 

anhand der errechneten maximalen Herzfrequenz (HRmax) bestimmt. Im Training wird 

dann ein bestimmter prozentualer Anteil der HRmax als Intensität festgelegt, allerdings 

findet die Verwendung eines prozentualen Anteils der Herzfrequenzreserve (heart rate 

reserve, HRR) mehr und mehr Anerkennung. Vorteil dieses Parameters ist, dass bei 

Patient:innen mit geringer Reserve und hoher Ruhefrequenz nicht die Gefahr besteht, 

dass die Zielfrequenz zu niedrig ist (50). Nach aktuellen Leitlinien wird Patient:innen mit 

kardiometabolischem Risikoprofil ein moderates kontinuierliches Trainingsprogramm mit 

max. 50% Auslastung der HRmax empfohlen (54, 55).  Dabei gilt das Prinzip, dass die 

Häufigkeit des Trainings wichtiger ist, als dabei eine hohe Intensität oder auch Volumen 

zu erreichen (51, 52). Die Reviews und Metaanalysen von Ostman et al. (2017) sowie 

Weston et al. (2014) zeigten, dass zusätzlich hochintensive Trainingsphasen zur 

Verbesserung verschiedener klinischer Parameter, vor allem aber der VO2peak führen 

können (5, 56). Viele Studien beschäftigen sich jetzt mit dem Vergleich der Effekte von 

hoch-intensivem Interavall-Training (HIIT) und moderatem kontinuierlichen Training 

(Moderate Continuous Training, MCT) (56-65). Es zeigt sich unabhängig vom 

Trainingsregime meist eine Verbesserung der kardiorespiratorischen Fitness, die 

klinischen Effekte variieren allerdings sehr stark. 
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Der Erfolg des Trainings ist auch von den individuellen Eigenschaften der Patient:innen 

abhängig. Genetik und Epigenetik, Alter und Geschlecht spielen eine Rolle (66–71). 

Auch eine koordinierte Ernährungsintervention im Sinne einer eher protein- und 

ballaststoffreichen Ernährung mit Reduktion wenig konjugierter Fettsäuren und 

Kohlenhydraten ist von Bedeutung (72–75). Nach einer Metaanalyse ist Diät 

entscheidend für die Gewichtsreduktion, kann aber durch Training noch verbessert 

werden (76). Nicht zu vergessen ist die Frage nach der praktischen Durchführbarkeit 

von Trainingsprogrammen aufgrund von z.B. Komorbiditäten (77, 78). Auch die 

Zielsetzung und Motivation kann bei Patient:innen individuell stark variieren und sollte 

unbedingt bei der Planung der Lifestyle-Veränderungen Beachtung finden (78). Als 

Goldstandard wird bei Trainingsprogrammen die VO2peak als Surrogatparameter für die 

kardiorespiratorische Fitness und damit den Erfolg des Trainings herangezogen (79). 

Die Verwendung dieses Parameters findet ihren Ursprung eher im Leistungssport, 

daher ist seine Allgemeingültigkeit bei all den genannten Einflussfaktoren insbesondere 

bei älteren multimorbiden Patient:innen fraglich (80). Insgesamt sollte ein möglichst 

individualisiertes Trainingsprogramm für alle Patient:innen erarbeitet werden.  

1.6 Training und Inflammation 

Da Inflammation also eine bedeutende Rolle in der Pathogenese des MetS und CVD 

spielt, sollen nun auch die Einflüsse des Trainings auf die Inflammation betrachtet 

werden. Hier gilt es, zwischen den akuten Effekten direkt nach einer Trainingseinheit 

und den langfristigen Effekten bei regelmäßigem Training zu unterscheiden. In dieser 

Arbeit werden die Effekte von regelmäßigem Training untersucht. 

Langfristiges Training führt zu erhöhten Konzentrationen von IL-4, IL-6 und IL-10, die 

z.B. über die Inhibierung von TNF-α und IL-1-Rezeptor-α antiinflammatorisch wirken 

(81, 82). So zeigten sich bei Ratten mit Herzinsuffizienz nach acht Wochen Training 

erhöhte IL-10- und verminderte TNF-α-Konzentrationen im Skelettmuskel (81). Auch bei 

Menschen zeigte sich in verschiedenen Studien eine Abnahme an TNF-α bei 

chronischem Training, während IL-6 erhalten blieb (83). Dabei haben die Unterschiede 

in den Trainingsregimes zwar Einfluss auf die VO2peak, nicht aber auf die Zytokinlevel 

(83). Interessant ist, dass IL-6 als Myokin eher protektiv, als Zytokin aber 

proinflammatorisch wirkt (82). 
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Möglicherweise sind diese Veränderungen der Zytokinlevel durch die Herabregulierung 

der sie ausschüttenden Immunzellen bedingt. So wurde gezeigt, dass bei physischer 

Aktivität der Anteil an CD14posCD16pos Monozyten sowie die durch LPS-stimulierte TNF-

α-Produktion vermindert sind (84). Nach 12-wöchigem Training zeigte sich eine 

Reduktion von zytotoxischen CD8pos-T-Zellen bei einer Vermehrung der regulatorischen 

CD4posCD25pos-T-Zellen (85). Eine Studie, in der ältere Patient:innen für sechs Monate 

Kraft- oder aerobes Training absolvierten, zeigte erhöhte CD3pos-, CD4pos- und CD8pos-

T-Zell-Level und erhöhtes IL-10, während die CD4/CD8-T-Zell-Ratio, IL-6 und TNF-α 

vermindert waren (86). Bei langfristigem aeroben Training wurde auch eine 

Verringerung der Ansammlung von inflammatorisch aktivierten Leukozyten um 

Lymphgefäße beobachtet, wodurch sich ihre durch Adipositas geförderte Dysfunktion 

wieder besserte (87). Es gibt viele Studien, die Veränderungen in Leukozyten belegen, 

die Mechanismen sind weitgehend ungeklärt, auch wenn es Ansätze dazu gibt. Es 

wurde mittels MicroArray gezeigt, dass langfristiges Training zu antiinflammatorischen 

Veränderungen auf transkriptioneller Ebene der Leukozyten im peripheren Blut führen 

können (88). Krafttraining über zwei Monate hat bei acht jungen Männern die DNA-

Methylierung von Leukozyten in mehreren Regionen beeinflusst (89). Diese Beispiele 

zeigen, dass körperliches Training zu epigenetischen Veränderungen führen kann. 

Nach dem bisherigen Kenntnisstand zeigt sich also, dass Inflammation in der 

Pathogenese kardiovaskulärer und metabolischer Krankheiten eine zentrale Rolle 

einnimmt. Körperliche Aktivität und regelmäßiges Training haben kardiovaskulär und 

metabolisch positive Effekte und wirken zudem antiinflammatorisch. Allerdings sind die 

inflammatorischen Mechanismen noch nicht hinreichend definiert.  

1.7 Resolution der Inflammation 

Bisher versucht man, in kardiovaskulären Präventionsprogrammen und Therapien 

antiinflammatorische Effekte zu verstärken und proinflammatorische Effekte zu 

reduzieren. Es entwickelt sich allerdings ein neues Verständnis, nach dem sich 

proinflammatorisch und antiinflammatorisch nicht einfach als gut und schlecht 

voneinander abgrenzen lassen.  

Teil inflammatorischer Mechanismen sind auch die sogenannten „pro-resolving“, also 

behebende Prozesse. Diese sind notwendig, um beschädigtes Gewebe zu reparieren 

und Funktionen aufrecht zu erhalten. Wichtig ist hierbei die Reduktion der 
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Leukozytenrekrutierung, die Anregung der Efferozytose und die Reparatur von 

Geweben und Gefäßen. Teil der „pro-resolving“ Inflammation sind M2-Makrophagen, 

bestimmte Lipidmediatoren, Proteine und Signalgase. Diese Mediatoren könnten auch 

therapeutisch nutzbar sein. (90) 

Bei einem Ungleichgewicht zwischen den verschiedenen Mediatoren kommt es zur 

Erhaltung einer chronischen Inflammation. Dies führt bei den atherosklerotischen 

Plaques zur Größenzunahme. Die Normalisierung des Ungleichgewichts könnte die 

Plaqueprogression aufhalten. Auf molekularer Ebene könnte die pro-resolving 

Inflammation angeregt werden. (91) 

Beim Übergang zur Resolution der Inflammation steigt der Anteil der M2-Makrophagen 

an. Sie senden antiinflammatorische Signale und sind hauptsächlich für die 

Efferozytose verantwortlich (90). Auch Neutrophile sind an der Resolution beteiligt, 

indem sie antiinflammatorische Signale senden. Sie geben auch MV ab, die das Protein 

Annexin A1 und Phosphatidylserin tragen, wodurch die weitere 

Neutrophilenrekrutierung reduziert wird, die M2-Polarisierung der Makrophagen und 

deren Efferozytose gefördert und Gewebsreparatur angeregt wird (92).   

Bei den T-Zellen ist der Shift hin zu Treg-Zellen relevant. Sie scheinen über eine 

Inhibierung von IL13 und damit einem Shift der Makrophagen hin zu einem M2-

Phänotyp zur Resolution der Inflammation beizutragen (90, 93).  

Inflammation ist ein vielschichtiger und komplexer Prozess, in dem verschiedene 

regulatorische sowie pro- und antiinflammatorische Faktoren des Immunsystems 

ineinandergreifen oder auch gegeneinander arbeiten. Daher ist es wichtig, ein 

genaueres Verständnis für die verschiedenen Mechanismen der Inflammation zu 

erarbeiten.  

Das Metabolische Syndrom ist ein Cluster aus kardiovaskulären Risikofaktoren, das mit 

erhöhter Inzidenz von kardiovaskulären Erkrankungen einhergeht. Pathophysiologisch 

führt ein Lebensstil mit positiver Energiebilanz zur zentralen Adipositas mit 

dysfunktionalem Fettgewebe, was einen sich selbst erhaltenden chronisch 

inflammatorischen Status auslöst. Die chronische Inflammation verstärkt wiederum das 

Risikoprofil und es entsteht eine sich selbst erhaltene Risikospirale. An den 

Mechanismen hinter diesen Zusammenhängen wird viel geforscht. Auch in dieser Arbeit 

geht es um die Entwicklung eines genaueren Verständnisses.    
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1.8 Ziel der Arbeit 

Basierend auf den genannten Vorarbeiten nehmen wir an, dass Patient:innen mit MetS 

in Abhängigkeit ihrer basalen Charakteristika und Komorbiditäten unterschiedlich von 

Trainingsinterventionen und weiteren Therapiemaßnahmen profitieren. Weiterhin 

nehmen wir an, dass immunozytäre Faktoren eine große Rolle in der Entstehung und 

Erhaltung, aber auch Resolution des MetS spielen. Die Verbesserungen der 

kardiometabolischen Parameter durch Training könnten mit deren Einflüssen auf das 

Leukozytenprofil assoziiert sein.  

In diesem Kontext möchten wir untersuchen, welche Veränderungen des 

Leukozytenprofils universell bei allen Patient:innen und allen Trainingsformen auftreten 

und welche spezifischen Unterschiede sich abhängig von den 

Patient:innencharakteristika und der Trainingsform zeigen. Zudem möchten wir 

untersuchen, welche Veränderungen des Leukozytenprofils mit welchen 

Veränderungen der klinischen Parameter inklusive der körperlichen Leistungsfähigkeit 

assoziiieren (Abbildung 1).   



29 
 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Fragestellung und des Studiendesigns.  
MetS = Metabolisches Syndrom, HFpEF = Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion, 
HIIT = hoch-intensives Intervalltraining; hi=4 Intervalle, lo=1 Intervall, MCT = moderates 
kontinuierliches Training, ET = Exercise Training 
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Knochenmark und in den 

Lymphknoten den Aktivierungsstatus 

und die Polarisierung des gesamten 

Immunsystems beeinflussen

ET  führt zur 

Veränderung des 

inflammatorischen 

Profils

Leukozyten 

beeinflussen den 

lokalen 

Entzündungs-

status und 

Organfunktionen

→ basaler 

inflammatorischer 

Status und dessen 

Veränderung

Klinische Parameter 

beeinflussen 

Machbarkeit und 

Benefit des ET

ET verbessert Fitness, 

Körperkomposition, 

kardiovaskuläre und 

metabolische 

Funktionen

Zentrale Fragestellung:

Verbesserung metabolischer, 

vaskulärer und kardialer 

Funktionsparameter durch 

körperliches Training bei HFpEF
und MetS

Welche Parameter bestimmen 

das individuelle Outcome 

nach ET?
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2 Material  

2.1 Geräte 

• Attune NxT acoustic flow cytometer (Life Technologies, cat-no. A24858) 

o Attune debubble solution (Life Technologies, cat-no. A10496) 

o Attune focusing fluid (Life Technologies, cat-no. 4488621) 

o Attune shutdown solution (Life Technologies, cat-no. A24975) 

o Attune wash solution (Life Technologies, cat-no. A24974) 

• Mikroskop (Motic AE2000 Binokular) 

• Neubauer Zählkammer mit 0,1 mm Tiefe, 0,0025 mm2 (Hecht Assistant)  

• Zentrifuge (Beckman Coulter Allegra X-30R)  

• Zentrifuge (Eppendorf 5424 R) 

2.2 Programme 

• Attune NxT Software (Version 2.6) 

• Excel (Version Microsoft 365 Apps for Enterprise)  

• Kaluza analysis (Version 2.1) 

• R (Version 3.6.0)  

• R studio (Version 1.3.959) 

2.3 Gefäße und Werkzeuge 

• 6-Well-Platten, TC-behandelt (VWR, cat-no. 734-2323P) 

• 12-Well-Platten, TC-behandelt (VWR, cat-no. 734-2324P) 

• 96-Well Platte, TC-behandelt (VWR, cat-no. 734-2327P) 

• ACD-Monovette für 8,5 ml (BD Life Sciences, cat-no. 366645) 

• EDTA-Vacutainer (BD Life Sciences, cat-no. 367862) 

• FACS tubes (Kisker Biotech, cat-no. 390595) 

• Kulturflaschen (VWR, cat-no. 734-2785P) 

• Pipetten 5 ml (VWR, cat-no. 734-0350)  

• Pipetten 10 ml (VWR, cat-no. 734-0352) 

• Pipetten 25 ml (VWR, cat-no. 734-0347) 

• Reaktionsgefäße 1,5 ml (Kisker Biotech, cat-no. 048048) 

• Zentrifugenröhrchen 15 ml (Falcon, cat-no. 734-0451) 

• Zentrifugenröhrchen 50 ml (Falcon, cat-no. 734-0448) 
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2.4 Chemikalien 

• Bleach: 13% Natriumhypochlorid in destilliertem Wasser  

• Cell Staining Buffer (CSB)  

o PBS-Pufferlösung mit 10% fetalem Kälberserum und NaN3 zur 

Immunofluoreszenzfärbung (BioLegend, cat-no. 420201) 

• Cytometric Bead Array System (CBA), BD™ Biosciences 

o Assay diluent (BD™ Biosciences, cat-no. 560104) 

o Human IFN-γ Flex Set mit Capture bead diluent for serum/plasma und 

Detection reagent diluent (BD™ Biosciences, cat-no. 558269) 

o Human IL-10 Flex Set mit Capture bead diluent for serum/plasma und 

Detection reagent diluent (BD™ Biosciences, cat-no. 558274) 

o Human IL-13 Flex Set mit Capture bead diluent for serum/plasma und 

Detection reagent diluent (BD™ Biosciences, cat-no. 558450) 

o Human IL-1β Flex Set mit Capture bead diluent for serum/plasma und 

Detection reagent diluent (BD™ Biosciences, cat-no. 558279) 

o Human IL-4 Flex Set mit Capture bead diluent for serum/plasma und 

Detection reagent diluent (BD™ Biosciences, cat-no. 558272) 

o Human IL-6 Flex Set mit Capture bead diluent for serum/plasma und 

Detection reagent diluent (BD™ Biosciences, cat-no. 558276) 

o Human IL-8 Flex Set mit Capture bead diluent for serum/plasma und 

Detection reagent diluent (BD™ Biosciences, cat-no. 558277) 

o Human TNF Flex Set mit Capture bead diluent for serum/plasma und 

Detection reagent diluent (BD™ Biosciences, cat-no. 560112) 

o Wash buffer (BD™ Biosciences, cat-no. 560105) 

• Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline (PBS) 

o modifiziert ohne Calziumchlorid und Magnesiumchlorid, steril filtriert, 

geeignet für Zellkultur, Endotoxin getestet (Sigma, cat-no. D8537) 

• EDTA (Versen): 1%; w/v in PBS; w/o Ca2+; w/o Mg2+ (Biochrom, cat-no. L2113) 

• FACS-Fixierlösung: PBS mit 1% Paraformaldehyd (PFA) 

• Fluoreszenz-Antikörper 

o AnxV-PerCP/Cy5 (BioLegend, cat-no. 640936) 

o CD3-PE/Cy7 (BioLegend, cat-no. 300316)  

o CD4-Alexa 488 (BioLegend, cat-no. 317420)  
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o CD8-BV510 (BioLegend, cat-no. 301048)  

o CD14-BV421 (BioLegend, cat-no. 301830) 

o CD16-Alexa 647 (BioLegend, cat-no. 302020)   

o CD25-Alexa 700 (BioLegend, cat-no. 302622)  

o CD41-APC/Cy7 (BioLegend, cat-no. 303716)  

o CD45-BV711 (BioLegend, cat-no. 304050)  

o CD66b-Alexa 700 (BioLegend, cat-no. 305114) 

o CD86-Pacific Blue (BioLegend, cat-no. 305423) 

o CD127-BV605 (BioLegend, cat-no. 351334)  

o CD144-PE (BioLegend, cat-no. 348506) 

o CD163-BV605 (BioLegend, cat-no. 333616)  

o CD206-Alexa 488 (BioLegend, cat-no. 321114) 

• IFN-γ 100ng/ml in H2O (PeproTech, cat-no. 300-02) 

• IL-4 10ng/µl in H2O (PeproTech, cat-no. 200-04) 

• IL-10 10ng/µl in H2O (PeproTech, cat-no. 200-10) 

• LPS 10ng/µl in H2O (Zur Verfügung gestellt von E. Na - Kardiologie, Charité 

Universitätsmedizin Berlin) 

• Monozyten der THP1-Zelllinie (Zur Verfügung gestellt von Dr. A. Kratzer - 

Kardiologie, Charité Universitätsmedizin Berlin) 

• Patient:innenproben 

o Plasmaproben: 3 Aliquots à 500 – 1200 µl pro Patient:in und Zeitpunkt 

o EDTA-Blut: 300 µl pro Patient:in und Zeitpunkt 

• Phorbol 12-Myristat-13-Acetat-Lösung (PMA)  

• RPMI Medium 1640 mit 4,5 g/L D-Glucose, 2,383 g/L HEPES Buffer, L-

Glutamine, 1,5g/L Sodium Bicarbonate, 110 mg/L Sodium Pyruvate (Gibco by 

Life Technologies, cat-no. A1049101) 

• RPMI Medium 1640 mit L-Glutamine (Gibco by Life Technologies, cat-no. 

11879020) 
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3 Methoden 

3.1 Studiendesign und Patient:innenkollektiv 

In der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine explorative Grundlagenstudie 

entstanden aus einer Kooperation der Klinik für Kardiologie am Campus Benjamin 

Franklin der Charité Universitätsmedizin Berlin und dem Zentrum für Präventive 

Sportmedizin und Sportkardiologie der Technischen Universität München im Rahmen 

eines Shared Expertise Projektes des DZHK auf Grundlage der prospektiv angelegten 

klinischen Studie ExMET (94). Des Weiteren wurden uns freundlicherweise Daten der 

OptimEx-Studie aus dem Studienzentrum des Zentrums für Präventive Sportmedizin 

und Sportkardiologie der Technischen Universität München zur Auswertung übermittelt 

(95). 

An der Charité führten wir mittels Durchflusszytometrie die vergleichende 

Charakterisierung der Veränderung des Leukozytenprofils und deren MV als 

Aktivierungsmarker sowie von Zytokinen als Marker des inflammatorischen Status mit 

kardiovaskulären Zielparametern unter dem Einfluss verschiedener langfristiger 

Trainingsprogramme durch. Weiterhin untersuchten wir, ob das Patient:innenplasma die 

Polarisation von Makrophagen beeinflusst. Abschließend erfolgte die Suche nach 

möglichen Mediatoren der beobachteten Veränderungen und deren Wirkung auf die 

Makrophagenpolarisierung.  

An 24 Patient:innen mit Metabolischem Syndrom wurden durch die Kooperationspartner 

der TU München im Rahmen der multizentrischen ExMET-Studie der Einfluss dreier 

verschiedener Trainingsprogramme am Spiroergometer auf klinische Parameter 

untersucht (96). An der Charité haben wir die Veränderungen des 

immunometabolischen Profils der Patient:innen aus Blut- und Plasmaproben analysiert 

und im Kontext der klinischen Ergebnisse ausgewertet. 

Eingeschlossen wurden Patient:innen mit Metabolischem Syndrom nach den IDF 

Kriterien (6) im Alter von 30 bis 70 Jahren. Ausschlusskriterien sind klinisch instabile 

kardio-metabolische Konditionen, die einer intensivierten medikamentösen oder 

interventionellen Behandlung bedürfen, ein Myokardinfarkt in den letzten vier Wochen 

und neurologische oder orthopädische Störungen, durch die das Training nicht 

durchführbar ist. Weiterhin wurden Patient:innen ausgeschlossen, die weniger als 60% 

der Trainingssessions absolviert haben. Ein Patient hat die Studie aus persönlichen 
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Gründen abgebrochen. Bei drei Patient:innen scheint es Fehler in der 

Leukozytenfärbung gegeben zu haben. In alle Auswertungen wurden am Ende 24 

Patient:innen eingeschlossen (Abbildung 2).  

Die Patient:innen wurden in drei verschiedene Trainingsgruppen randomisiert 

(Tabelle 3). Die ersten beiden Gruppen bilden als zwei Varianten eines hochintensiven 

Intervalltrainings (HIIT) die Interventionsgruppen. Die dritte Gruppe absolviert das 

Trainingsprogramm nach aktuellen Leitlinien (76) und bildet damit die Kontrollgruppe.   

Die erste Gruppe absolvierte ein high-volume high-intensity-interval Training (hiHIIT). 

Dabei gab es drei überwachte Trainingseinheiten pro Woche, die jeweils 38 min 

dauerten. Als Basis wurde eine mittlere Auslastung mit 35-50 % der HRreserve 

eingehalten. Dabei gab es vier hochintensive Intervalle von 4 min mit 80-90 % der 

HRreserve. 

Abbildung 2: Ein- und Ausschluss der Patient:innen bei ExMET. 

Randomisierung und 

Trainingsintervention

29 Patient:innen 

Screening von Patient:innen 

mit MetS nach IDF (n=48)

Ausschluss 

• Nicht erfüllte Einschlusskriterien 

(n=11)

• Andere Gründe (n=8) 

• Trainingsabbruch (n=1)

Vollendung der Studie

28 Patient:innen 

Leukozytenprofil und 

Plasmaanalysen

24 Patient:innen 

• Ausschluss wegen fehlender 

Antikörper in Leukozytenfärbung

(n=3)

• Compliance < 60% (n=1)
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Die zweite Gruppe führte ein low-volume, high-intensity-interval Training (loHIIT) durch. 

Dabei gab es ebenfalls drei überwachte Trainingseinheiten pro Woche, die aber jeweils 

nur 19 min dauerten. Auch hier war die Basis eine mittlere Auslastung mit 35-50 % der 

HRreserve. Dazu kam dann nur ein Intervall von 4 min mit 80-90 % der HRreserve.  

Tabelle 3: Basale Charakteristika der 24 randomisierten ExMET-Patient:innen.  
dia = diastolisch, HIIT = hoch-intensives Intervalltraining (hi = 4 Intervalle, lo = 1 Intervall), MCT 
= moderates kontinuierliches Training, NPG = Nüchternplasmaglucose, sys = systolisch. 

Eigenschaften  
der Patient:innen 

Gesamt MCT loHIIT hiHIIT 

Gesamt 24 10 9 5 

Alter  
(Durchschnitt in Jahren  
± STD) 

60,9 ± 4,6 61,3 ± 4,6 60,8 ± 5,4 60,4 ± 4,1 

Männer/Frauen 16/8 7/3 6/3 3/2 

Erhöhter Taillenumfang  
(Durchschnitt in cm  
± STD) 

24 
(105,7±9,9) 

10 
(101,1±7,7) 

9 
(107,0±11,5) 

5 
(112,6±7,1) 

Erhöhte Triglyzeride  
(Durchschnitt in mg/dl  
± STD) 

8 
(136,4±46,8) 

2 
(123,3±54,6) 

4 
(145,4±43,9) 

2 
(146,4±35,6) 

Blutdruck  
(Durchschnitt in mmHg  
± STD) 

sys: 132±15 
dia: 85±9 

sys: 136±16 
dia: 86±7 

sys: 127±11 
dias 84±8 

sys: 131±21 
dia: 85±15 

Erniedrigtes HDL  
(Durchschnitt in mg/dl  
± STD) 

7 
(49,8±11,5) 

2 
(51,2±10,9) 

3 
(51,1±14) 

2 
(44,4±7,8) 

Erhöhter NPG  
(Durchschnitt in mg/dl  
± STD) 

21 
(112,5±19,9) 

9 
(117,8±25,2) 

8 
(111,3±16,0) 

4 
(104,2±13,6) 

Medikamente   
(n (% pro Gruppe)) 

    

AT1-Rezeptorblocker 11 (45,8%) 3 (3,0%) 4 (44,4%) 4 (80,0%) 

-Blocker 7 (29,2%) 2 (2,0%) 3 (33,3%) 2 (40,0%) 

Statin 11 (45,8%) 4 (4,0%) 4 (44,4%) 3 (60,0%) 

Metformin 20 (8,3%) 1 (1,0%) 1 (11,1%) 0 (0,0%) 

Insulin 20 (8,3%) 1 (1,0%) 1 (11,1%) 0 (0,0%) 
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Des Weiteren wurden uns klinische Daten von 38 Patient:innen der Studie OptimEx 

übermittelt. OptimEx ist eine randomisierte kontrollierte prospektive multizentrische 

Studie, die Effekte von körperlichem Training bei Patient:innen mit Herzinsuffizienz bei 

erhaltener linksventrikulärer Ejektionsfraktion (HFpEF) untersucht (93). Es wurden 180 

Patient:innen mit stabiler HFpEF, die seit mindestens 6 Wochen medikamentös optimal 

eingestellt und über 40 Jahre alt sind, eingeschlossen. Ausgeschlossen wurden 

Patient:innen mit eingeschränkter Ejektionsfraktion und Zeichen der Instabilität, auch 

aufgrund von Komorbiditäten. Die Probanden wurden in zwei Interventionsgruppen, die 

ein dreimonatiges Trainingsprogramm absolvierten, und eine Kontrollgruppe 

randomisiert. Wir erhielten freundlicherweise die klinischen Daten von den 38 

Patient:innen mit Metabolischem Syndrom, die den klinischen Einschlusskriterien der 

ExMET-Studie entsprachen.  

Basismessungen
Trainings-

programm

• 38 Patient:innen

mit MetS 

• 22w / 16m

• Mittleres Alter: 

71J

3 Monate

1. MCT

2. hiHIIT

4 Monate

1. MCT

2. hiHIIT

3. loHIIT

• Cardiopulmonary 

exercise test (CPET)

• Plasmamessungen:     

MetS-Kriterien

• Cardiopulmonary 

exercise test (CPET)

• Durchflusszytometrie

Vollblut: Anzahl und 

Morphologie der 

Leukozyten, 

Leukozyten-Plättchen-

Aggregate

• Plasmamessungen: 

MetS-Kriterien, MV, 

Plasmaproteine

OPTIMEX

• 24 Patient:innen

mit MetS

• 8w / 16m

• Mittleres Alter: 

61JExMET

• Cardiopulmonary 

exercise test 

(CPET)

• Plasmamessungen: 

MetS-Kriterien

• Cardiopulmonary 

exercise test (CPET)

• Durchflusszytometrie

Vollblut: Anzahl und 

Morphologie der 

Leukozyten, 

Leukozyten-Plättchen-

Aggregate

• Plasmamessungen:         

MetS-Kriterien, MV, 

Plasmaproteine

Follow-up

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Studiendesigns von OptimEx und ExMET. 
Darstellung der 38 bzw. 24 bei uns eingeschlossenen Patient:innen.  
MetS = Metabolisches Syndrom, J = Jahre, w = weiblich, m = männlich, HIIT = hoch-intensives 
Intervalltraining (hi = 4 Intervalle, lo = 1 Intervall), MCT = moderates kontinuierliches Training, 
MV = Mikrovesikel 
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Die erste Interventionsgruppe absolvierte ein regelmäßiges Training moderater 

Intensität. Diese Patient:innen trainierten 5 Mal pro Woche am Spiroergometer für 40 

min bei 50-60 % des VO2max und 60-70 % der maximalen Herzfrequenz. Sie 

entsprechen damit der MCT-Gruppe der ExMET-Studie. 

Die zweite Interventionsgruppe absolvierte ein hochintensives Intervalltraining. Es 

bestand aus drei 38 min dauernden Trainingseinheiten pro Woche mit einer 

10-minütigen Aufwärmungsphase und dann vier hochintensiven Intervallen mit 80-90% 

der VO2max und 90-95 % der maximalen Herzfrequenz. Zwischen den Intervallen 

bestanden 3-minütige Pausen mit moderater Intensität. Damit entsprechen sie der 

hiHIIT-Gruppe der ExMET-Studie. 

Abbildung 3 fasst die in dieser Arbeit untersuchten Studiengruppen zusammen. 

3.2 Untersuchung und Probengewinnung 

In beiden Studien gab es zwei Messzeitpunkte. Eine Basisuntersuchung vor Beginn und 

eine Abschlussuntersuchung nach Vollendung der Trainingsprogramme nach drei 

(OptimEx) bzw. vier (ExMET) Monaten. Dabei wurden der Trainingszustand und das 

kardiometabolische Risiko anhand der Definitionskriterien des MetS und der VO2peak in 

den Studienzentren unserer Kooperationspartner erfasst (Abbildung 3). 

Weiterhin erfolgten bei den Patient:innen der ExMET-Studie zu beiden Zeitpunkten vor 

dem Training und 2-3 Tage danach Blutentnahmen, die der Messung des 

inflammatorischen Profils, der Analyse der Plasmaproteine und der Analyse des 

Einflusses des Plasmas auf die Polarisierung von Makrophagen dienten. Zur 

Blutentnahme und -färbung wurde stets das gleiche Protokoll verwendet. Es wurden 

jeweils 8,5 ml Blut in eine ACD-Monovette und in ein EDTA-Röhrchen entnommen.  

Das EDTA-Blut wurde direkt für die Leukozytencharakterisierung weiterverarbeitet, 

während aus den ACD-Monovetten Plasma isoliert wurde, das zur späteren 

Untersuchung verwahrt wurde. 

Direkt nach Entnahme wurden die ACD-Monovetten bei 1500 x rcf bei Raumtemperatur 

(RT) für 15 min zentrifugiert. Anschließend wurde der klare Überstand in ein 15 ml 

Falcon-Röhrchen transferiert. Dabei wurde die Zellschicht nicht berührt. Das 

gewonnene Plasma wurde bei 2000 x rcf für 20 min zentrifugiert. Der Überstand wurde 

in Reaktionsgefäße transferiert. Das Plasma sollte gelblicher Farbe sein, um eine 
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Hämolyse auszuschließen. Die Proben wurden in Aliquots à 500 – 1200 µl bei -80°C 

eingefroren. 

3.3 Leukozytencharakterisierung 

3.3.1 Färbung der Leukozyten 

Das EDTA-Blut wurde frisch nach der Abnahme gefärbt. Dazu wurden je 100 µl Blut in 

zwei Reaktionsgefäße gegeben. Eine Probe wurde anschließend mit einer 

Antikörperlösung gefärbt, die andere diente als ungefärbte Negativkontrolle. Die 

Antikörperlösung wurde zuvor in einem separaten Röhrchen vorbereitet. Dazu wurden 

entsprechend der Anzahl der Proben pro Tag ein Antikörper-Master-Mix erstellt. Pro 

Patient:in wurden 50 µl „cell staining buffer“ (CSB) mit je 1 µl der spezifischen 

Antikörper gegen CD3, CD4, CD8, CD14, CD16, CD25, CD41, CD45 und CD127 mit 

10 % Überschuss zusammengefügt.  

Zur Färbung wurden 50 µl der Antikörperlösung in das erste Reaktionsgefäß gegeben. 

Zur Negativkontrolle wurden 50 µl CSB hinzugefügt. Beide Röhrchen wurden fest 

geschlossen und geschüttelt und anschließend 20 min im Dunkeln bei RT inkubiert. 

Anschließend wurde zu beiden Röhrchen jeweils 900 µl Fixierlösung („FACS fix“) 

hinzugegeben und gemischt. Anschließend wurden die Proben zur Messung gekühlt am 

selben Tag nach Berlin versandt. Die nachfolgenden Untersuchungen erfolgten dann 

bei uns an der Charité. 

3.3.2 Messung der Leukozyten 

Hier erfolgte am Folgetag die durchflusszytometrische Messung der 

Leukozytenpopulationen des gefärbten EDTA-Blutes. Alle Messungen erfolgten blind. 

Die Entblindung erfolgte erst nach Eingabe aller Daten. Zunächst wurde sichergestellt, 

dass die Proben gekühlt, aber ungefroren eingetroffen waren. Dann wurden jeweils 

300 µl der Probe in 1200 µl PBS verdünnt. Davon wurden dann jeweils 1000 µl im 

Durchflusszytometer gemessen. Zwischen zwei Messungen erfolgten stets zwei 

Waschungen mit Bleach und Pufferlösung. Am Zytometer wurde täglich mithilfe von 

vorgefertigten Beads mit definierter Fluoreszensintensität die Genauigkeit der 

Detektoren dokumentiert. Bei den Messungen wurde auf CD45 getriggert. Dies erlaubte 

die Messung im Vollblut, ohne vorherige Separation der mononukleären Leukozyten 

über einen Dichtegradienten. 
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3.3.3 Gating der Leukozyten 

Die Messungen wurden mit der Software „Kaluza analysis“ ausgewertet. Pro Patient:in 

wurde für beide Messzeitpunkte dasselbe Protokoll verwendet. Ein möglicher Fehler bei 

leichten Adjustierungen würde sich so auf beide Zeitpunkte auswirken und die 

Ergebnisse nicht verfälschen. Die Gatingstrategie ist exemplarisch in Abbildung 4 

dargestellt. 

Beim Gating wurden im ersten Schritt Breite versus Höhe des side scatter Impulses 

aufgetragen, um doppelte von einzelnen Zellen zu unterscheiden und so die 

Verfälschung durch gleichzeitig die Detektoren passierende Zellen als zweifach 

gewertete Events zu verhindern. Aus diesem Gate wurden dann die einzelnen CD45pos 

Zellen als Leukozyten definiert. Anschließend wurden die Gates so gesetzt, dass sich 

gegenseitig ausschließende Merkmale gegeneinander aufgetragen wurden, um weiter 

doppelte Events zu eliminieren.  

Die CD45posCD14posCD8negCD3neg Treffer wurden als Monozyten definiert. Diese 

konnten dann noch je nach Intensität der Marker CD14 und CD16 in klassisch, 

intermediär und alternativ aktivierte Monozytenpopulationen unterteilt werden.  

Weiterhin wurden aus den Leukozyten die CD3posCD14negCD16neg mit niedriger 

Granularität die T-Zellen definiert. Diese wiederum konnten in CD8pos-zytotoxische und 

CD4pos-Helfer-T-Zellen unterteilt werden. Aus den Helfer-T-Zellen konnten weiterhin die 

Populationen der CD127lowCD25pos regulatorischen T-Zellen, der CD127negCD25neg-

Effektor-T-Zellen und der CD127posCD25low/neg naiven bzw. Gedächtnis-T-Zellen 

definiert werden.  

Die Definition dieser drei T-Zell-Untergruppen wurde bereits in der Literatur als 

schwierig beschrieben (97). Die als essentiell beschriebenen Oberflächenmarker 

CD127, CD25 und CD4 wurden alle gefärbt, FoxP3, welches die Definition erleichtert, 

ließ sich im Rahmen dieser Arbeit nicht färben, da es eine Permeabilisierung der 

Zellmembran und mehrere Waschschritte erfordert hätte (97). Dies wiederum wäre nicht 

zu vereinbaren mit dem quantitativen Ansatz der hier gewählten „no lyse-no wash“ 

Methode. Unsere Färbung gibt folglich nur einen sehr groben Überblick über die T-Zell-

Untergruppen, aus finanziellen und technischen Gründen konnte aber nur dieses 

Antikörperpanel definiert werden. Da Literaturarbeiten darauf hindeuteten, dass   
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Abbildung 4: Exemplarisches Gating der Leukozytensubpopulationen. 

Singlets

CD45+

Leuokozyten

T-Zellen

CD4+ CD8-

- regulatorisch

CD4-CD8+

- zytotoxisch

CD127loCD25+

Regulatorische 

T-Zellen

CD127-CD25-

T-Effektorzellen

CD127+CD25low/-

Naive-/Gedächtnis T-

Zellen

CD14+

Monozyten

CD3+

T-Zellen

CD3-CD8-SSC-Hlow

CD14+ 

Monozyten

Aktivierte Monozyten 

CD14++CD16-

- klassisch

CD14+CD16+

- alternativ

CD14++CD16+

- intermediär

CD41+CD45+ 

Plättchenaggregate

SSC-Hhi

- mit Neutrophilen

SSC-Hlow

- mit Monozyten und 

Lymhozyten

CD16++SSC-Hhi

Neutrophile

CD16+CD14-

NK-pre

CD3+
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Treg-Zellen (CD25pos) möglicherweise eine bedeutende Rolle in der chronischen 

Inflammation spielen (98), haben wir uns für die Kombination CD127-vs-CD25 

entschieden. Aufgrund des seltenen Vorkommens von Treg-Zellen waren die 

Populationswolken leider nicht sehr deutlich abzugrenzen. Über sogenannte 

fluorescence-minus-one-Kontrollen (FMO) wurden bestmöglich die Abgrenzungen zu 

CD127- und CD25-negativen Bereichen gezogen. Bei FMO-Kontrollen handelt es sich 

um Gegenproben, bei der alle Antikörper außer dem zu definierenden gefärbt werden, 

um so in der Durchflusszytometrie die Überlappungen herauszurechnen. Weiterhin 

wurde sich an den angegebenen Gating-Strategien aus der Literatur sowie den 

Herstellerangaben mit Einfügen von Polygons orientiert (98–100). In anderen Beispielen  

aus der Literatur wurden auch Quadranten (97, 101) und das Gating über Histogramme, 

 

Abbildung 5: Gatingstrategien zur Definition der Subpopulationen der CD4+-T-Zellen. 
A: Gating mit Quadranten von CD4+ -T-Zellen nach CD25/CD127 
B: Gating mittels Histogramms: In einem DotPlot wurden CD4+CD25high-T-Zellen definiert. 
Diese wurden in einem Histogramm nach CD127 dargestellt. Die Zellen wurden bis zu 
einem Cutoff von 5% als CD127low/- definiert. 
C: Gating mit Polygons  
D: Gating mit Polygons: Gates angepasst mittels FMO-Kontrollen 

 

C

A B

D
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indem aus CD4posCD25high definierten Zellen die ersten 95% als CD127low/neg definiert 

wurden (102), beschrieben. Diese Strategien haben für unsere Messungen nicht gut 

funktioniert. Bei dem Gating mittels Quadranten war die Abgrenzung insbesondere 

zwischen CD25pos und CD25low/neg nicht gut zu treffen. Die Definition über übliche 

prozentuale Anteile der Populationen war nicht überzeugend, da einerseits die CD25-

Intensitäten zu stark schwankten und andererseits so die Relationen der drei 

Populationen nicht ergebnisoffen analysiert würden (Abbildung 5). 

Weiterhin wurden aus den Leuokzyten Gates für CD16posCD14negCD3neg-NK-Zellen und 

CD16posCD14negCD3pos-NK-T-Zellen erstellt. Die CD41posCD45pos Treffer wurden als 

Plättchenaggregate mit Neutrophilen (SSC-Hhi), Monozyten oder Lymphozyten 

(SSC-Hlow) definiert. 

3.4 Charakterisierung der MV 

3.4.1 Färbung der MV 

Zur Bestimmung der MV wurde das bei -80°C eingefrorene Plasma aufgetaut und mit 

fluoreszenz-markierten Antikörpern gegen CD3, CD4, CD8, CD14, CD16, CD25, CD41, 

CD45, CD127 und CD144 sowie Annexin V gefärbt. 

Dazu wurde das Plasma nach dem Auftauen zunächst bei 1500 rcf und 4°C für 10 min 

zentrifugiert. Dann wurden 100 µl des Überstands in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß 

gegeben, ohne das Pellet zu berühren.  

Zur Färbung wurde dann ein Master Mix aus Antikörpern in Annexin Puffer mit CaCl2 

erstellt. Für den Puffer wurden 5 ml Annexin Puffer mit 100 µl 1 M CaCl2 doppelt filtriert. 

Dann wurden für jede zu färbender Probe je 5 µl Puffer sowie je 5 µl von jedem 

Antikörper zusammengefügt. Der Master Mix wurde dann für 20 min bei 16 000 rcf und 

4°C zentrifugiert, um Aggregate zu pelletieren.  

Zu jeder Plasmaprobe (100µL) wurde dann 55 µl der Antikörpermischung hinzugegeben 

sowie 400 µl Annexin Puffer. Die Proben wurden gemischt und anschließend für 20 min 

bei RT im Dunkeln inkubiert. 

Anschließend wurden die MV-Profile der Plasmaproben durchflusszytometrisch mit 

einer Geschwindigkeit von 25µl/min mit 10 min pro Probe gemessen.  



43 
 

 

 

Abbildung 6: Exemplarisches Gating der MV der Thrombozyten, Endothelzellen und 
Leukozytensubpopulationen. MV = Mikrovesikel  

MV Monozyten

CD16-

- klassisch aktiviert

CD16+

- alternativ aktiviert

CD3+CD14-

MV T-Zellen

CD3-CD14+
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CD4+CD8-

MV regulatorische T-Zellen

CD4-CD8+ 

MV zytotoxische T-Zellen

CD3-CD14-CD66b+

OR CD16+

MV Neutrophile

CD41-CD45+

MV Leukozyten
CD41-CD45-CD144+

MV Endothelzellen

CD45-CD41+
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3.4.2 Gating der MV 

Die Messungen wurden mit der Software „Kaluza analysis“ ausgewertet. Beim Gating 

wurden im ersten Schritt über den SSC-A und Annexin V die einzelnen Treffer, Singlets, 

bestimmt. Die Annexin Vpos Singlets mit einer Größe unter 1 µm wurden als MV 

definiert. Den CD41negCD45negCD144pos MV wurde ein endothelialer Ursprung 

zugeordnet. Die CD41negCD45pos Treffer wurden als leukozytäre MV definiert. Weiterhin 

wurden die verschiedenen Subpopulationen der leukozytären Ursprungszellen der MV 

definiert. So wurden CD8pos zytotoxische T-Zellen, CD4pos regulatorische T-Zellen, bei 

denen weiterhin der Marker CD127 bestimmt wurde, CD14pos Monozyten mit 

alternativer und klassischer Aktivierung sowie CD66bpos bzw. CD16pos Neutrophile als 

Ursprungszellen der detektierten MV definiert. Die Gatingstrategie ist exemplarisch in 

Abbildung 6 dargestellt. 

3.5 Zytokinmessung mittels Cytometric Bead Assay  

Zur genaueren Charakterisierung der Leukozytenaktivierung wurden die Zytokine im 

Plasma gemessen. Dazu wurde das Flex Set des Cytometric Bead Assay (CBA) der 

Firma BD Biosciences verwendet. Dabei wurden die Zytokine an Capture Beads 

gebunden, die in einem zweiten Schritt mittels Detection Reagents gefärbt wurden, 

sodass sie durchflusszytometrisch gemessen werden konnten. Gemessen wurden 

IFN-γ, IL-4, IL-10, IL-6. IL-8, IL-1β, IL-13 und TNF-α. Diese Zytokine wurden gewählt, 

da sie typische Marker der Gefäßinflammation und Atherosklerose sind oder eine Rolle 

bei der Makrophagenpolarisation spielen (Tabelle 4). 

Zu Beginn wurde eine Standardkurve mit den Standards der CBA Flex Sets erstellt. 

Dazu wurden die sogenannten „Spheres“ der Standards in 4 ml Assay Diluent durch 

Pipettieren gelöst und für 15 min bei RT inkubiert. Daraus wurde dann eine 

Verdünnungsreihe mit einer maximalen Verdünnung von 1:256 sowie eine 

Negativkontrolle mit ausschließlich Assay Diluent erstellt. Dann wurden die Capture 

Beads für die Proben vorbereitet. Dazu wurden 0,5 µl pro Plasmaprobe der 

entsprechenden Capture Beads in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß gegeben. Zum Waschen 

wurden 500 µl Wash Buffer hinzugefügt und bei 200 x g und 4°C für 5 min zentrifugiert. 

Das Pellet wurde dann in 50 µl pro Plasmaprobe Capture Bead Lösung für Serum oder 

Plasma gelöst und anschließend 15 min bei RT inkubiert. Die Plasmaproben wurden bei 

1500 rcf und 4°C für 10 min zentrifugiert. Es wurden je 50 µl des Überstands in 

Röhrchen gegeben.  
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Tabelle 4: Übersicht der gemessenen Zytokine mit ihrem Ursprung und ausgewählter 
Wirkungen 
Modifiziert nach Tabellen aus Grundwissen Immunologie (2019), S. 315-18, und Janeway 
Immunobiologie (2018), S. 1069-72, 75 (103, 104). 
 

Zytokine Produzierende Zellen Wirkungen (ausgewählt) 

 
IFN-γ 

 
T-Zellen 
NK-Zellen 
Neutrophile 
ILC1-Zellen 
Intraepithliale 
Lymphozyten 

 
Induziert klassische 
Makrophagenaktivierung zu Typ M1 
Erhöhte Expression von MHC-Molekülen 
und Komponenten des 
Antigenprozessierungssystems  
IG-Klassenwechsel 

Hemmt TH2- und TH17-Zellen 

 
IL-1β 

 
Makrophagen nach 
Inflammasomaktivierung 
Epithelzellen 

 
Fieber, T-Zell-Aktivierung, 
Makrophagenaktivierung 
Typisch bei Gefäßinflammation und 
Atherosklerose 

 
IL-4 

 
T-Zellen 
Mastzellen 
ILC2 

 
B-Zell-Aktivierung, IgE-Wechsel,  

induziert Differenzierung zu TH2-Zellen 
Induziert alternative 
Makrophagenpolarisation zu Typ M2a 

 
IL-6 

 
T-Zellen 
Makrophagen 
Endothelzellen 
Muskelzellen 
Adipozyten 

 
Wachstum und Differenzierung von T- und 
B-Zellen 
Chronische Inflammation 
Akute Phase Proteine 
Fieber 

 
IL-8 
(CXCL8)  

 
multipel 

 
Chemokin: chemotaktisch für Neutrophile, 
Basophile, T-Zellen 
Proinflammatorisch 
Proatherosklerotisch 

 
IL-10 

 
Makrophagen 
Dendritische Zellen 
T- und B-Zellen 

 
Wirksamer Inhibitor von 
Makrophagenfunktionen 
Induziert alternative 
Makrophagenpolarisation zu Typ M2c 

 
IL-13 

 
T-Zellen 
ILC2-Zellen 

 
Induziert alternative 
Makrophagenpolarisation zu Typ M2a 
Hemmt Produktion inflammatorischer 
Zytokine durch Makrophagen 

Hemmt TH1-Zellen 
Wachstum und Differenzierung der  
B-Zellen 
Allergien, Asthma 

 
TNF-α 

 
Makrophagen 
NK-Zellen 
T-Zellen 
Adipozyten 

 
proinflammatorisch 
Endothelaktivierung 
Typisch bei Gefäßinflammation und 
Atherosklerose 
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Zu jedem Röhrchen wurden dann 50 µl der  Capture Bead Lösung gegeben, vorsichtig 

gemischt und bei RT für eine Stunde inkubiert. Zwischenzeitlich wurden die 

entsprechenden PE Detection Reagents in gleicher Konzentration wie die Capture 

Beads zusammengefügt. 

Zu jedem Teströhrchen wurden dann 50 µl der Detection Reagent Lösung gegeben und 

bei RT zwei Stunden inkubiert. Dann wurden die Proben mit je 1 ml Wash Buffer 

gewaschen und die Pellets anschließend in je 300 µl Wash Buffer gelöst. Die Proben 

wurden noch am selben Tag durchflusszytometrisch am Attune NxT acoustic flow 

cytometer gemessen.  

Die Auswertung erfolgte mit Kaluza Analysis. Die Gatingstrategie ist exemplarisch in 

Abbildung 7 dargestellt. Die Einzelbeads wurden zunächst über den SSC-H und den 

FSC-H definiert. Die einzelnen Zytokine wurden dann über ihre Position im BL3-A und 

RL1-A Plot mithilfe der Angaben des Herstellers identifiziert. Die eigentliche gebundene 

Zytokinmenge wurde mithilfe der Intensität des PE-gebundenen Detektionsantikörpers 

im Kanal BL2 ermittelt (Median). Zur genauen Quantifizierung wurde die Standardkurve 

verwendet.  

Abbildung 7: Repräsentative Gates der Zytokine im Plasma mit Kaluza analysis. 
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3.6 Untersuchung der Differenzierung von THP1-Zellen zu Makrophagen unter 

dem Einfluss von Plasma 

Monozyten der THP1-Zelllinie wurden in Kulturmedium Gibco RPMI 1640 mit 5% FCS, 

7,5 mM Hepes, 0,5 mM Pyruvat und 1% Penicillin/Streptomycin mit je 1x106 Zellen pro 

5 ml Medium kultiviert. Pro Patient:in wurden 1,7 ml der Zellen in ein Well einer 6-Well-

Platte gegeben und mit 170 µl der entsprechenden Plasmaprobe versetzt bzw. mit 

170 µl FCS zu den Wells für die Kontrollen. Die Zellen wurden dann für drei Tage bei 

37°C inkubiert.  

Anschließend wurden die Zellen den Wells entnommen und in 15 ml Falcon-Röhrchen 

gegeben und bei 300 xg und RT für 10 min zentrifugiert. Die Pellets wurden in 4 ml 

RPMI Medium gelöst. Diese wurden dann auf 12 Well Platten mit 1 ml/Well verteilt, 

sodass es pro Patient:in 4 Wells gab. Zu jedem Well wurden dann 10 µl Phorbol 12-

Myristat-13-Acetat-Lösung (PMA) in einer Verdünnung von 1:123 hinzugegeben und 

 

Abbildung 8: Verteilung der THP-1-Proben auf 12-Well-Platten.  
BL = Baseline, FU = Follow-Up, IFNγ = Interferon-γ, IL = Interleukin,  
LPS = Lipopolysaccharid, PMA = Phorbol 12-Myristat-13-Acetat-Lösung. 
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dann für zwei Tage bei 37°C inkubiert. Pro Platte gab es eine Kontrolle ohne Plasma 

mit PMA und eine Kontrolle ohne Plasma und ohne PMA (Abbildung 8). 

Die Platten wurden dann bei 300 x g bei RT für 10 min zentrifugiert. Das alte Medium 

wurde entfernt und frisches Medium sowie 100 µl des Patient:innenplasmas 

hinzugefügt. Dieses wurde zuvor bei 1500 rcf bei 4°C für 10 min zentrifugiert. Die Zellen 

wurden über Nacht inkubiert. 

Tabelle 5: Makrophagenpolarisierung durch Zytokine und charakteristische 
Oberflächenmarker. (105–108) 

Zytokine Polarisierung Oberflächenmarker 

IFN-γ + LPS M1-Polarisierung CD86+, CD206-, CD163- 

IL-4 M2a-Polarisierung CD163+, CD206+, CD86- 

IL-10 M2c- Polarisierung CD163+, CD206-, CD86- 

 

Zu den Wells aller Patient:innen wurden dann 1 µl von 10 ng/µl LPS und 10 µl von 

100 ng/µl IFNy zur M1-Polarisierung, 2 µl von 10 ng/µl IL-4 zur M2a-Polarisierung oder 

2 µl von 10 ng/µl IL-10 zur M2c-Polarisierung gegeben bzw. eines als Kontrolle 

belassen (Tabelle 5). Die Zellen wurden erneut über Nacht bei 37°C inkubiert. 

Zum Ernten der Zellen wurde das Medium mit den nicht-adhärenten Zellen verworfen 

und die Wells dann noch einmal mit 500 µl PBS mit 2 mM EDTA gewaschen. Dann 

wurden die Wells mit 500 µl 1:1 Trypsin/EDTA in PBS inkubiert. Anschließend wurden 

die Zellen unter Spülung mit PBS mit 2 mM EDTA in FCS gesammelt. Es erfolgte eine 

Sichtkontrolle unter dem Mikroskop. Falls noch viele Zellen hafteten, wurden die 

Schritte zum Lösen wiederholt.  

Dann wurden die Zellen mit Antikörpern gefärbt. Dazu wurde ein Master Mix mit 1 µl AK 

in 100 µl PBS und 2 mM EDTA und 2 % FCS pro Probe hergestellt. Es wurden 

spezifische Antikörper gegen CD45, CD86, CD 163 und CD206 verwendet. 
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Die Makrophagen wurden bei 300 x g bei RT für 10 min zentrifugiert und der Überstand 

verworfen. Das Pellet wurde dann mit 100 µl des Master Mix gelöst. Die Proben wurden 

dann für 20 min im Dunkeln bei RT inkubiert und anschließend mit PBS gewaschen. 

Das Pellet wurde dann in 300 µl FACS-Fix gelöst und bei 4°C im Dunkeln bis zur 

Messung verwahrt. 

Die Proben wurden am Durchflusszytometer gemessen. Es wurden 100 µl jeder Probe 

gemessen. Es erfolgten stets Waschungen mit Bleach und PBS zwischen zwei 

Messungen. 

Die Messungen wurden dann mittels Kaluza Analysis analysiert. Die Gatingstrategie ist 

exemplarisch in Abbildung 9 dargestellt. Es erfolgte zunächst die Festlegung der 

Singlets über die Größe mittels FSC und SSC. Dann wurden die CD45pos-Singlets als 

Abbildung 9: Repräsentatives Gating der polarisierten Makrophagen. 
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Leukozyten definiert. Aus diesem Gate ließen sich dann mit den Markern CD163, 

CD206 und CD86 die verschieden aktivierten Makrophagen definieren. 

Die M1-Makrophagen wurden als CD86pos, aber CD206neg und CD163neg definiert. Die 

M2a-Makrophagen wurden als CD163pos und CD206pos, aber CD86neg definiert. Die 

M2c-Makrophagen wurden als ausschließlich CD163pos definiert (Tabelle 5). 

3.7 Proximity Extension Assay: Bestimmung der Plasmaproteine 

Plasmaproben von 10 µl pro Patient:in und Zeitpunkt wurden zur Durchführung eines 

Proximity Extension Assays (PEA) zu dem externen Dienstleister Olink nach Stockholm 

geschickt. Mithilfe des Assays „Olink Cardiometabolic“ konnten die nachfolgend 

aufgelisteten kardiometabolischen Parameter gemessen werden (Abbildung 10). Das 

PEA beruht auf einer quantitativen Polymerasekettenreaktion (qPCR). Pro Analyten 

werden zwei spezifische Antikörper verwendet, die je mit einem einzelsträngigen 

Oligonukleotid gekoppelt sind. Wird ein Analyt von beiden spezifischen Antikörpern 

erkannt, können die Einzelstränge hybridisieren und in einem qPCR-Ansatz amplifiziert 

werden und so sehr spezifisch auch niedrig-abundante Analyten quantitativ detektieren.  

3.8 Statistische Auswertung 

Für die Auswertung der pseudonymisierten Daten wurde MicrosoftExcel und R 

verwendet. Die Kontrolle der Plausibilität und Qualität der sowohl der klinischen Daten 

als auch der FACS-Ergebnisse erfolgte mit MicrosoftExcel. Die Berechnungen und 

graphische Darstellung der Ergebnisse mit R und R-Studio erfolgten unter Verwendung 

der Libraries factoextra (Abbildungen 11-20), writexl (Abbildungen 11-20), Hmisc 

(Abbildungen 11-20), ggplot2 (Abbildungen 11-20), RColorBrewer (Abbildungen 11-20), 

DescTools (Abbildung 11), scaled (Abbildung 11), PairedData (Abbildung 11), corrplot 

(Abbildungen 12, 14, 15), network (Abbildungen 14, 15), igraph (Abbildungen 14, 15), 

gridextra (Abbildung 16), Rtsne (Abbildung 16), cluster (Abbildung 16), Nbclust 

(Abbildung 16), clustree (Abbildung 16) und mice  (Abbildung 16). Weitere Graphen 

wurden mit Excel erstellt (Volcano Plots, Abbildungen 14 und 15). Die Graphen wurden 

zudem mit PowerPoint bearbeitet (Linienstärke, -form und -farbe). Bei dem explorativen 

Charakter der Studie wurden Ergebnisse mit einem p-Wert von niedriger als 0,05 als 

statistisch signifikant bezeichnet und wie folgt gekennzeichnet: p<0,05 (*), p < 0,01 (**), 

p<0,001 (***).  
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Abbildung 10: Biomarker des „Olink cardiometabolic panels“. Liste der 86 
Biomarker, die mittels PEA gemessen wurden. (109) 

Angiogenin (ANG) 

Angiopoietin-related protein 3 (ANGPTL3) 

Apolipoprotein M (APOM) 

Beta-Ala-His dipeptidase (CNDP1) 

Beta-galactoside alpha-2,6-sialyltransferase 1 

(ST6GAL1) 

C-C motif chemokine 14 (CCL14) 

C-C motif chemokine 18 (CCL18) 

C-C motif chemokine 5 (CCL5) 

Cadherin-1 (CDH1) 

Carbonic anhydrase 1 (CA1) 

Carbonic anhydrase 3 (CA3) 

Carbonic anhydrase 4 (CA4) 

Cartilage acidic protein 1 (CRTAC1)

Cartilage oligomeric matrix protein (COMP) 

CD59 glycoprotein (CD59) 

Coagulation factor VII (F7) 

Coagulation factor XI (F11) 

Collagen alpha-1(XVIII) chain (COL18A1)

Complement C1q tumor necrosis factor-related protein 

1 (C1QTNF1) 

Complement C2 (C2) 

Complement factor H-related protein 5 (CFHR5) 

Complement receptor type 2 (CR2) 

Cystatin-C (CST3) 

Dipeptidyl peptidase 4 (DPP4) 

EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 

(EFEMP1) 

Endoglin (ENG) 

Fetuin-B (FETUB) 

Ficolin-2 (FCN2) 

Glutaminyl-peptide cyclotransferase (QPCT) 

Granulysin (GNLY) 

Growth arrest-specific protein 6 (GAS6) 

Hepatocyte growth factor receptor (MET) 

Ig lambda-2 chain C regions (IGLC2) 

Insulin-like growth factor-binding protein 3 (IGFBP3) 

Insulin-like growth factor-binding protein 6 (IGFBP6) 

Integrin alpha-M (ITGAM) 

Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1) 

Intercellular adhesion molecule 3 (ICAM3) 

Interleukin-7 receptor subunit alpha (IL7R) 

L-selectin (SELL) 

Latent-transforming growth factor beta-binding protein 

2 (LTBP2) 

Leukocyte immunoglobulin-like receptor subfamily B 

member 1 (LILRB1) 

Leukocyte immunoglobulin-like receptor subfamily B 

member 2 (LILRB2) 

Leukocyte immunoglobulin-like receptor subfamily B 

member 5 (LILRB5) 

Lithostathine-1-alpha (REG1A) 

Liver carboxylesterase 1 (CES1) 

Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor 

II-a (FCGR2A) 

Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor 

III-B (FCGR3B/CD16) 

Lymphatic vessel endothelial hyaluronic acid receptor 1 

(LYVE1) 

Lysosomal Pro-X carboxypeptidase (PRCP) 

Mannose-binding protein C (MBL2) 

Mast/stem cell growth factor receptor Kit (KIT) 

Membrane cofactor protein (CD46) 

Membrane primary amine oxidase (AOC3) 

Metalloproteinase inhibitor 1 (TIMP1) 

Microfibrillar-associated protein 5 (MFAP5) 

Multiple epidermal growth factor-like domains protein 9 

(MEGF9) 

Neural cell adhesion molecule 1 (NCAM1) 

Neural cell adhesion molecule L1-like protein (CHL1) 

Neurogenic locus notch homolog protein 1 (NOTCH1) 

Neuropilin-1 (NRP1) 

Neutrophil defensin 1 (DEFA1) 

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (LCN2) 

Nidogen-1 (NID1) 

Oncostatin-M-specific receptor subunit beta (OSMR) 

Peptidyl-glycine alpha-amidating monooxygenase 

(PAM) 

Phospholipid transfer protein (PLTP) 

Plasma serine protease inhibitor (SERPINA5) 

Platelet glycoprotein Ib alpha chain (GP1BA) 

Platelet-activating factor acetylhydrolase (PLA2G7) 

Plexin-B2 (PLXNB2) 

Procollagen C-endopeptidase enhancer 1 (PCOLCE) 

Prolyl endopeptidase FAP (FAP) 

Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S 

(PTPRS) 

Regenerating islet-derived protein 3-alpha (REG3A) 

Serum amyloid A-4 protein (SAA4) 

SPARC-like protein 1 (SPARCL1) 

Superoxide dismutase [Cu-Zn] (SOD1) 

T-cell immunoglobulin and mucin domain-containing 

protein 4 (TIMD4) 

Tenascin (TNC) 

Tenascin-X (TNXB)

Thrombospondin-4 (THBS4) 

Thyroxine-binding globulin (SERPINA7) 

Transcobalamin-2 (TCN2) 

Transforming growth factor beta receptor type 3 

(TGFBR3)  

Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 

(TGFBI)

Trypsin-2 (PRSS2) 

Tyrosine-protein kinase receptor Tie-1 (TIE1) 

Uromodulin (UMOD) 

Vascular cell adhesion protein 1 (VCAM1) 

Vasorin (VASN) 

Vitamin K-dependent protein C (PROC) 

Biomarker des Olink Cardimetabolic PEA 
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Zur Untersuchung der Veränderungen wurden n-fold-Werte der klinischen und 

immunometabolischen Parameter als Quotient von Follow-Up zu Baseline für alle 

Patient:innen einzeln mit Microsoft Excel berechnet. Bei R wurde der gepaarte 

Wilcoxon-Mann-Whitney-Test und die Benjamin-Hochberg-Adjustierung für alle 

Parameter durchgeführt, die gleichzeitig untersucht wurden. Anschließend wurden die 

Mediane der n-fold Veränderungen der einzelnen Parameter bei Microsoft Excel 

berechnet und graphisch gegen die jeweiligen adjustierten p-Werte aufgetragen. 

Weiterhin erfolgten Korrelationsanalysen mit Spearman’s r zwischen den klinischen 

Veränderungen über die Trainingsperiode einerseits und den absoluten Werten beider 

Messzeitpunkte, um Korrelationen zwischen inflammatorischem Status, 

Plasmaproteinen und klinischen Parametern zu untersuchen. Die Spearman-

Korrelationen wurden mit R berechnet. Hier erfolgte die Benjamini-Hochberg-

Adjustierung auf Multiples Testen. Ein p < 0,05 wurde als statistisch signifikant 

angenommen. Aus den Korrelationen wurden mit R Netzwerke gezeichnet.  

Anschließend erfolgte eine Reduzierung der 7 für die Definition des MetS verwendeten 

Parameter (systolischer Blutdruck, diastolischer Blutdruck, Taillenumfang, HDL, 

Cholesterol, Triglyzeride, NPG) und der VO2peak in mlO2/min*kg Körpergewicht auf 

eine 2-dimensionale Matrix mittels T-distributed Stochastic Neighbour Embedding 

(t-SNE) mit R unter Verwendung der absoluten Werte beider Messzeitpunkte. Dabei 

wurden drei Cluster identifiziert. Zum Vergleich der drei Cluster wurden mit R Boxplots 

mit Medianen der absoluten Werte und der n-fold-Werte gezeichnet. Die Signifikanz der 

Unterschiede zwischen den Clustern wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test und dem LSD-

Post-hoc-Test überprüft. Hier wurde ein p < 0,05 als statistisch signifikant 

angenommen.  
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4 Ergebnisse 

Die Ergebnisse dieser Arbeit werden voraussichtlich unter dem Titel „Immune changes 

associated to individual responses to exercise training in patients with metabolic 

syndrome“ zur Publikation eingereicht. 

Insgesamt konnten zur klinischen Auswertung Daten der 24 Patient:innen der ExMET-

Studie und 38 Patient:innen der OptimEx -Studie verwendet werden. Es wurden 6 

Experimente mit Vollblut- und Plasmaproben von 24 Patient:innen der ExMET-Studie 

zur Analyse immunologischer Parameter und Plasmaproteinkonzentrationen 

durchgeführt. Im Folgenden werden die klinischen Veränderungen des MetS nach der 

Trainingsperiode betrachtet und in Korrelationen zu immunometabolischen Parametern 

dargestellt.   

4.1 Die individuelle Verbesserung der VO2peak ist kein Indikator für die 

Verbesserung des MetS  

Nach 16 Wochen supervidiertem Training der 24 Patient:innen der ExMET-Studie zeigt 

sich eine Verbesserung der VO2peak zum Ausgangswert von 23,7 ± 5,7 ml/(min*kg) auf 

25,8 ± 7,1 ml/(min*kg) als Marker der physischen Fitness über die gesamte Kohorte. 

Das betraf sowohl die absolute als auch die relative Verbesserung in Bezug auf 

Körpergewicht und den individuellen Voraussagewert. Zwischen den 

Trainingsprogrammen gab es dabei keine signifikanten Unterschiede. Es zeigten sich 

allerdings keine signifikante Verbesserung der MetS-definierenden Faktoren über die 

gesamte Kohorte (Abbildung 11 und Abbildung 12A). Die Patient:innen reagierten 

klinisch sehr unterschiedlich auf das Training (Abbildung 11). Dies legte eine 

individuellere Betrachtung der Veränderungen nahe. 

In der Korrelationsmatrix nach Spearman wurde untersucht, ob die individuelle 

Verbesserung der VO2peak mit individuellen Veränderungen der kardiovaskulären 

Risikofaktoren in Zusammenhang steht. Es zeigte sich ausschließlich, dass die 

Verbesserung der VO2peak in [mlO2/min*kg] mit einer Reduktion der NPG und einem 

verminderten diastolischen Blutdruck korreliert (Abbildung 12B). Bei Adjustierung auf 

multiples Testen konnten sich aber auch diese Korrelationen nicht bestätigen lassen. 

Auch bei den OptimEx-Patient:innen zeigte sich eine signifikante Verbesserung der 

VO2peak. Diese Patient:innen zeigten außerdem eine signifikante Verbesserung der   
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TG, NPG, HDL und des Taillenumfangs (Abbildung 12C). Auch hier zeigte sich aber 

keine Korrelation zwischen der VO2peak -Verbesserung und den Verbesserungen der 

MetS-Faktoren (Abbildung 12D).  
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Abbildung 12: Veränderungen der MetS-Parameter und deren Korrelationen mit 
Spearman’s r. A: Veränderungen der MetS Parameter bei ExMET über die gesamte Kohorte: 
Alleinige signifikante Verbesserung von VO2peak nach 4-monatigem Training. Keine 
Verbesserung der MetS-Parameter. B: Dargestellte Korrelationen von Δ VO2peak 
[ml/(min*kg)] zu Δ NPG und Δ diastolischer Blutdruck lassen sich nicht nach Korrektur für 
multiples Testen bestätigen. C: Veränderungen der MetS Parameter bei OptimEx über die 
gesamte Kohorte: Reduktion von TG, NPG und Taillenumfang, Erhöhung von HDL und 
VO2peak nach 3-monatigem Training (HIIT oder MCT, gefüllte Kreise). Kontrollgruppe ohne 
Training (leere Kreise) zeigt keine signifikanten Veränderungen. D:  Δ VO2peak [ml/(min*kg)] 
der Interventionsgruppen zeigt keine Korrelationen zu MetS-Parametern.  
Δ = n-fold der BL, BL = Baseline, diaRR = diastolischer Blutdruck, NPG = 
Nüchternplasmaglucose, sysRR = systolischer Blutdruck, TG = Triglyzeride. 
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Das Training hat in beiden Studien zur Verbesserung der VO2peak geführt. Es zeigen 

sich zwar auch Korrelationen der VO2peak zu unterschiedlichen klinischen Parametern 

auf individueller Ebene, als Indikator zur Verbesserung des MetS über die gesamte 

Kohorte kann die VO2peak allerdings nicht herangezogen werden. 

4.2 Individuelle Verbesserungen kardiometabolischer Zielparameter sind mit der 

Anzahl und Aktivierung von Leukozyten sowie der Plasmaproteinkonzen-

trationen assoziiert. 

4.2.1 Veränderungen der Anzahl und Aktivierung von Leukozyten  

Da Inflammation bei der Entstehung und Erhaltung des MetS eine große Rolle spielt, 

wurden Leukozyten und ihre Subpopulationen anhand ihrer Anzahl pro ml Blut, ihrer 

Größe und ihres putativen Aktivierungsstatus (Granularität, Aggregation mit 

Thrombozyten und MV-Ausschüttung) ausschließlich bei den Patient:innen der ExMET-

Studie analysiert, da von Patient:innen der OPTIMEX Studie kein entsprechendes 

Material vorhanden war (Abbildung 13). 

Es zeigte sich deutlich eine Reduktion der absoluten Leukozytenzahlen sowohl der 

gesamten CD45pos-Zellen als auch bei Aufteilung in Neutrophile, CD14hiCD16neg 

“klassische” und CD14hiCD16pos “intermediäre” Monozyten, NK-Zellen und 

CD25negCD127neg Effektor- und CD25posCD127neg regulatorischen T-Zellen von Beginn 

bis Ende des Trainingsprogramms (Abbildung 13).  

Bei den Aktivierungsmarkern zeigten sich unterschiedliche Ergebnisse zwischen den 

Zelltypen. Die Granularität der NK-Zellen und der NK-T-Zellen reduzierte sich im 

Verlauf, während die Granularität der Neutrophilen sowie der klassisch aktivierten 

CD14hiCD16neg-Monozyten zunahm. Bei den klassisch aktivierten und intermediären 

Monozyten, den CD25negCD127pos naiven/zentralen T-Gedächtniszellen und 

CD25negCD127posCD4pos-T-Effektorzellen, CD8pos zytotoxischen T-Zellen, den NK- und 

NK-T-Zellen und Neutrophilen zeigte sich eine leichte Größenzunahme im Follow-Up 

(Abbildung 13). Obwohl sich die absoluten Zahlen der Thrombozytenaggregate mit 

Leukozytensubpopulationen verringerten, zeigte sich in Relation zu der reduzierten 

Gesamtleukozytenzahl ein Anstieg der Aggregationsneigung. Auch bei der 

Ausschüttung leukozytärer MV zeigte sich eine Erhöhung der MV-Ausschüttung  
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Veränderungen der Leukozyten 

über das ExMET-Training

Reduziert nach

Trainingsperiode [n-fold  STD]

1 alle Leukozyten 0,64 0,18

2 NK-Zellen 0,48 0,31

3 Neutrophile 0,52 0,34

4 Klassische Monozyten 0,60 0,33 

5 Intermediär aktivierte Monozyten 0,43 0,43 

6 CD4+-Treg-Zellen 0,14 3,02

7 Granularität NK-T-Zellen 0,77 0,24 

8 Granularität NK-Zellen 0,81 0,19 

9 CD4+-Teff-Zellen 0,44 5,11
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Erhöht nach Trainingsperiode [n-fold  STD]

10 Granularität Neutrophile 1,06 0,04 

11 Größe intermediär aktivierte Monozyten 1,06 0,04

12 Größe NK-T-Zellen 1,05 0,05 

13 Größe Neutrophile 1,05 0,05 

14 Größe NK-Zellen 1,03 0,04 

15 Granularität klassische Monozyten 1,03 0,07 

16 Größe CD8+-T-Zellen 1,02 0,03 

17 Größe klassischer Monozyten 1,05 0,05 

18 Größe CD4+-Tn/cm-Zellen 1,02 0,03 

19 Größe CD4+-Teff-Zellen 1,02 0,06 

20 Leukozyten-Plättchenaggregate [pro Zelle] 1,60 2,38 

21 MV klassischer Monozyten [pro Zelle] 1,56 3,93 

22 MV aller Monozyten [pro Zelle] 1,67 1,50  

23 MV Neutrophiler [pro Zelle] 1,55 4,55 

24 MV aller Leukozyten [pro Zelle] 1,67 1,64 

Abbildung 13: Veränderungen der Immunzellen über die Trainingsperiode. 
Gesamtleukozyten, NK-Zellen, Neutrophile, klassisch und intermediär aktivierte Monozyten, 
CD4+Treg- und CD4+Teff-Zellen, sowie die Granularität von NK- und NK-T-Zellen waren nach 
4 Monaten Training reduziert (blau). Erhöht waren die Granularität von Neutrophilen und 
klassisch akivierten Monozyten und die Größe der NK-, NK-T-, CD8+T-, CD4+Tn/cm-, CD4+Teff-
Zellen, der Neutrophilen und klassischen Monozyten. Weiterhin stieg die Anzahl der 
Leukozyten-Plättchenaggregate und der MV mehrerer Leukozytensubpopulationen (rot). 
MV = Mikrovesikel, STD = Standardabweichung 
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pro Zelle, während sich keine Veränderung der absoluten MV über die Trainingsperiode 

ergab (Abbildung 13). Zudem zeigte sich eine Reduktion endothelialer MV (Abbildung 

13). Bei den Zelltypen, in denen sich keine signifikanten Unterschiede zeigten, sind 

ebenfalls wie bei den klinischen Parametern deutliche individuelle Unterschiede zu 

erkennen (Abbildung 13).  

Weiterhin wurden die individuellen Korrelationen der Leukozytenparameter zu den 

klinischen Parametern über die gesamte Kohorte betrachtet. VO2peak in [mlO2/min*kg] 

zeigte eine negative Korrelation zur Anzahl der intermediär aktivierten Monozyten und 

der NK-Zellen (Abbildung 14). Die Triglyzeridlevel im Plasma korrelierten hingegen 

positiv mit der Anzahl an NK- und NK-T-Zellen sowie mit der Granularität der 

Abbildung 14: Korrelationen mit Spearman‘s r absoluter Werten beider Messzeitpunkte 
zwischen MetS- und Leukozytenparametern. Die Größe der Kreise zeigt die Anzahl der 
Assoziationen, die Strichstärke den p-Wert an. Positive Korrelationen sind grau, negative 
Korrelationen violett dargestellt.  
alt. = alternativ, diaRR = diastolischer Blutdruck, Gran = Granularität, int. = intermediär, Mono 
= Monozyten, MV = Mikrovesikel, NTR = Neutrophile, Pl-Agg. = Plättchenaggregate, sysRR = 
systolischer Blutdruck. 
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CD8pos-T-Zellen und der intermediär aktivierten Monozyten. Negativ sind sie mit 

Aggregaten aus klassischen Monozyten mit Thrombozyten assoziiert. Eine direkte 

Korrelation der TG zu VO2peak zeigte sich hier nicht (Abbildung 14). Die Abnahme der 

Granularität der CD25negCD127negCD4pos Effektor-T-Zellen, NK-Zellen und NK-T-Zellen 

korrelierte mit einer Abnahme des Taillenumfangs als Maß der zentralen Adipositas 

(Abbildung 14). Ein geringerer Taillenumfang war mit einer Erhöhung der CD45pos-MV, 

Neutrophilen-MV und der Größe der Neutrophilen assoziiert. CD3pos-T-Zell-MV, die 

Größe alternativ aktivierter Monozyten und die CD8pos-T-Zellzahl sind mit dem 

Blutdruck korreliert (Abbildung 14). 

4.2.2 Veränderungen der Plasmaproteinkonzentrationen  

In der Gesamtkohorte zeigten sich von Trainingsbeginn zu Trainingsende keine 

signifikanten Veränderungen der Zytokinlevel im Plasma. In der Analyse von 86 

Plasmaproteinen mit kardiometabolischer Relevanz mittels PEA zeigte sich eine 

signifikante Reduktion der Carboxylesterase 1 (CES1) sowie ein Anstieg des löslichen 

Interleukin-7-Rezeptors (IL-7R) in der gesamten Kohorte (Abbildung 15A). In den 

individuellen Korrelationsanalysen über die gesamte Kohorte zeigte sich keine 

Assoziationen von IL-7R zu anderen Parametern. CES1 war positiv mit den TG und 

negativ mit VO2peak und der Größe der T-Effektorzellen korreliert (Abbildung 15B). 

Weiterhin zeigten sich einige Korrelationen zwischen Plasmaproteinkonzentrationen, 

klinischen und leukozytären Parametern (Abbildung 15B). 

Da die Unterschiede in der Makrophagenpolarisierung eine bedeutende Rolle in der 

chronischen Inflammation des MetS spielen, wurden mögliche Unterschiede im 

Vergleich von Beginn zu Ende der Trainingsintervention in der 

Makrophagenpolarisierung untersucht. Dazu wurden THP-1 Monozyten zu 

Makrophagen differenziert und mit Plasma der Patient:innen kultiviert. Es zeigten sich 

keine signifikanten Unterschiede in der Expression der Polarisierungsmarker CD86, 

CD163 und CD206. Die Induzierbarkeit des M2c Markers CD206 durch IL-4 war jedoch 

assoziiert mit geringeren Plasmaspiegeln von CA1 und PLXNB2, sowie höheren 

Plasmaspiegeln von TNF-a, NCAM1, MET, GNLY, NRP1 und CES1 (Abbildung 15B).  
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Abbildung 15: A: Veränderungen der Plasmaproteine nach ExMET-Training. Relative 
Erhöhung von IL-7R und Reduktion von CES1. Sonstige Plasmaproteine zeigen keine 
signifikanten Veränderungen. B: Korrelationen mit Spearman’s r zwischen klinischen 
Parametern, Leukozyten und Plasmaproteinen. Die Größe der Kreise zeigt die Anzahl der 
Assoziationen, die Strichstärke den p-Wert an. Positive Korrelationen sind grau, negative 
Korrelationen violett dargestellt.  
CES1= Carboxylesterase 1, Gran = Granularität, IL-7R = Interleukin-7-Rezeptor,  
int. = intermediär, Mono = Monozyten, Pl-Agg. = Plättchenaggregate, TG = Triglyzeride. 
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4.3 Durch das kardiometabolische Outcome lassen sich drei verschiedene 

Cluster von Patient:innen identifizieren  

Bei den Analysen über die gesamte Kohorte zeigte sich, dass ein bestimmtes 

Trainingsprogramm oder die Verbesserung der Fitness nicht notwendigerweise zur 

Besserung einzelner klinischer Parameter führt. Die Veränderungen der einzelnen 

Parameter waren sehr heterogen. Es zeigten sich individuelle Korrelationen zwischen 

klinischen Parametern, leukozytären Parametern und Plasmaproteinkonzentrationen. 

So stellte sich die Frage, ob bestimmte individuelle kardiometabolische oder 

immunozytäre Profile bestimmen bzw. als Marker anzeigen können, welche 

Patient:innen vom Training profitieren. Diese Theorie würde damit einhergehen, dass 

das MetS als Ansammlung individueller kardiovaskulärer Risikofaktoren definiert ist. 

Welche davon erfüllt werden, ist individuell. Es erfolgte eine individuellere Betrachtung 

der Patient:innen der OptimEx- und der ExMET-Studie durch eine Clusteranalyse 

mittels t-stochastic neighbourhood embedding (t-SNE) nach MetS-Kriterien. Dabei 

wurden drei Cluster definiert, die sich hauptsächlich in Lipiden, Glucose und 

Taillenumfang unterschieden, nicht aber in Blutdruck und VO2peak (Abbildung 16A-I). 

Cluster 1 lässt sich hier mit relativ geringem Taillenumfang, TG und NPG sowie 

höherem HDL als das Cluster mit der geringsten Krankheitslast beschreiben. Cluster 2 

lässt sich als dyslipidämisch mit niedrigstem HDL und höchsten TG kategorisieren, 

während das Cluster 3 als hyperglykämisch mit dem höchsten NPG zu benennen ist. 

Die Cluster wurden aus der Gesamtkohorte der Patient:innen der Studien OptimEx und 

ExMET ermittelt, sind aber auch bei alleiniger Betrachtung der ExMET-Patient:innen als 

repräsentative Stichprobe der Gesamtkohorte gültig. Die immunometabolischen 

Messungen konnten ausschließlich an den ExMET-Patient:innen erfolgen. Es erfolgt die 

Beschreibung der Cluster der ExMET-Kohorte.  

4.3.1 MetS-Cluster 1 

Die Patient:innen in Cluster 1 hatten einen geringeren Taillenumfang, geringere TG und 

höheres HDL als die Patient:innen in Cluster 2 (Abbildung 17A-C). Zudem zeigten sich 

hier höhere Apolipoprotein M-Level, passend zu dem höheren HDL (Abbildung 17G). 

Weiterhin hatten diese Patient:innen niedrigere Insulinkonzentrationen als die der 

anderen Cluster, aber höheres LDL (Abbildung 17E-F). Cluster 1 zeigt zudem geringere 

Level von Carboanhydrase 3 (CA3), Cadherin 1 (CDH1) und Lithostathine-1-alpha  
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Abbildung 16: Clusteranalyse mit tSNE der erweiterten ExMET-OptimEx-Kohorte.  
A: Identifizierung dreier Cluster anhand der MetS-Parameter (Taillenumfang, HDL, TG, PG, 
systolischer Blutdruck) und der Fitness gemessen an VO2peak. B: Darstellung der Verteilung 
der clusterdefinierenden Parameter bei der tSNE-Analyse. Dunkle Kreise symbolisieren die 
höheren Werte innerhalb der Kohorte, helle Kreise niedrigere Werte.  
NPG = Nüchternplasmaglucose, sysRR = systolischer Blutdruck, TG = Triglyzeride. 
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(REG1A) zu Cluster 2 (Abbildung 17K-M). Dieses Cluster scheint die geringste 

Krankheitslast aufzuweisen. Sie nahmen mehr Trainingsmöglichkeiten wahr als die 

Patient:innen der anderen Cluster (Abbildung 18).  

4.3.2 MetS-Cluster 2 

Das Cluster 2 zeichnet sich durch niedrigere HDL-Spiegel und einen höheren 

Taillenumfang im Vergleich zu Cluster 1 mit höheren TG aus, die NPG-Werte sind 

allerdings niedriger als in Cluster 3 (Abbildung 17A-D). Die Anzahl an zirkulierenden 

NK-Zellen und die Granularität der CD8pos-T-Zellen war höher als in den anderen 

Clustern. Zudem waren erhöhte Level an Carboanhydrase 1 (CA1), Peptidyl-glycin 

alpha-amidating Monooxygenase (PAM), Plexin-B2 (PLXNB2), Thrombospondin-4 

(THBS4), IL-8, ß-Galactosid-alpha-2,6-sialyltransferase 1 (ST6GAL1) und Trypsin 2 

(PRSS2) zu messen (Abbildung 17N-T). 
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Abbildung 17 A-L: Vergleich der Absolutwerte beider Messzeitpunkte der 
immunometabolischen Parameter aus durchflusszytometrischen Messungen sowie 
PEA der drei Cluster. Rot = Cluster 1, blau = Cluster 2, grün = Cluster 3. Nur signifikante 
Unterschiede dargestellt. p < 0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***).  
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Abbildung 17 M-X: Vergleich der Absolutwerte beider Messzeitpunkte der 
immunometa-bolischen Parameter aus durchflusszytometrischen Messungen sowie 
PEA der drei Cluster. Rot = Cluster 1, blau = Cluster 2, grün = Cluster 3. Nur signifikante 
Unterschiede dargestellt. p < 0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***).  
CCL14 = C-C motif chemokine 14, CD16 = Fc-γ-Rezeptor IIIb, ICAM1 = Intercellular 
adhesion molecule 1, MEGF9 = Multiple epidermal growth factor-like domains protein 9, 
PAM = Peptidyl-glycine alpha-amidating monooxygenase, REG1A = Lithostathine-1-alpha, 
ST6GAL1 = Beta-galactoside alpha-2,6-sialyltransferase 1   

Q

S

P R

MetS-Cluster

IC
A

M
1 

[N
P

X
]

6

7

8

1 2 3

*

3

4

5

6

1 2 3
MetS-Cluster

M
EG

F9
  [

N
P

X
]

**

**

1 2 3

2

3

4

5

MetS-Cluster

C
D

16
 [N

P
X

]

*

*

T U

WV X

3

4

5

1 2 3
MetS-Cluster

S
T

6G
A

L1
[N

P
X

] *

2

3

4

5

6

1 2 3

MetS-Cluster

S
er

in
e

P
ro

te
as

e 
2 

[N
P

X
] *

5

6

7

8

1 2 3

MetS-Cluster

C
C

L1
4 

[N
P

X
]

*
*

ON

T
hr

om
bo

sp
on

di
n-

4 
[N

P
X

]

MetS-Cluster

4

5

6

7

8

1 2 3

**

3

10

30

1 2 3

MetS-Cluster

In
te

rle
uk

in
-8

[p
g/

m
L]

*

M
P

le
xi

n
B

2 
[N

P
X

]

MetS-Cluster

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

1 2 3

*** **

7

8

9

10

11

1 2 3
MetS-Cluster

R
E

G
1a

  [
N

P
X

]

*

2

4

6

8

1 2 3
MetS-Cluster 

C
ar

bo
an

hy
dr

as
e 

1 
[N

P
X

]

**

2

3

4

1 2 3
MetS-Cluster

P
A

M
 [N

P
X

]

** ***



66 
 

4.3.3 MetS-Cluster 3 

Hier zeigten die Patient:innen die höchsten Level an NPG und Fasteninsulin und 

nehmen als einziges Cluster Metformin und Insulin ein (Tabelle 6), wiesen aber die 

niedrigsten LDL-Cholesterol Level auf (Abbildung 17D-F). Bei den leukozytären 

Parametern zeigte sich die niedrigste Granularität der klassischen und intermediär 

aktivierten Monozyten (Abbildung 17G-H). Auch die Konzentrationen von Fc-γ-Rezeptor 

IIIb (FCGR3B/CD16), löslichem Interzellulärem Adhäsionsmolekül-1 (ICAM-1), multiple 

epidermal growth factor-like domains protein 9 (MEGF9) und C-C motif chemokine 14 

(CCL14) waren in diesem Cluster am geringsten, was auf eine geringere Aktivierung 

myeloider Zellen im Vergleich zu Cluster 2 hinweisen könnte (Abbildung 17U-X). 

Zusammenfassend kann man also drei Cluster erkennen: In Cluster 1 sind die 

Risikofaktoren des MetS am geringsten ausgeprägt. Die Patient:innen sind im Vergleich 

schlanker und haben vergleichsweise sowohl gute NPG- als auch Lipidwerte und haben 

die höchste Trainingsadhärenz (Abbildung 18). Cluster 2 zeichnet sich durch einen 

besseren Glucosemetabolismus im Vergleich zu Cluster 3, aber schlechtere Lipidwerte 

aus. Die Patient:innen haben einen höheren Taillenumfang als die Patient:innen in 

Cluster 1. Cluster 3 hat bessere Lipidwerte, aber schlechtere NPG-Level und die 

Patient:innen haben den höchsten Taillenumfang. In der ExMET-Kohorte wechselte 

lediglich ein Patient das Cluster über die Trainingsperiode von Cluster 1 zu Cluster 3. 

Abbildung 18: Vergleich der Trainingsadhärenz der ExMET-Kohorte  
in den drei Clustern. p < 0,05 (*) 
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Dies ist bei FU in Cluster 3 der einzige Patient, der nicht Metformin und Insulin einnimmt 

(Tabelle 6). Die drei Cluster entsprechen nicht den verschiedenen Trainingsgruppen 

und unterscheiden sich nicht in den verschieden Trainingsparametern (Tabelle 7). 

Veränderungen der Zellgröße, -granularität, -aggregation mit Plättchen und die Abgabe 

von MV war sehr heterogen innerhalb der Cluster und zeigten keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den Clustern. 

In Cluster 2 zeigte sich bei den Patient:innen wie auch über die gesamte Kohorte die 

Tendenz einer Reduktion der Anzahl der NK-Zellen. In Cluster 3 war diese Reduktion 

sogar noch stärker zu beobachten (Abbildung 20A). Zu Beginn hatten Patient:innen in 

Cluster 2 relativ hohe Werte an Insulin-like growth factor-binding proteine 6 (IGFBP6) 

und PLXNB2, in Cluster 1 und 3 waren sie niedrig. Von BL zu FU stiegen diese 

Konzentrationen in Cluster 1 und 3 an, während sie in Cluster 2 sanken, die 

Tabelle 6: Verteilung der Medikamenteneinahme in den verschiedenen Clustern bei 
Baseline (BL) und Follow-Up (FU) in %. Nur in Cluster drei werden Metformin und 
Insulin eingenommen; p < 0,05 (*). 

Medikamente 
in % der 
Patient:innen  Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 

 

AT1-Blocker 
BL 
FU 

42,9 
66,7 

46,7 
53,3 

50,0 
33,3 

 

ß-Blocker 
BL 
FU 

0,0 
0,0 

40,0 
40,0 

50,0 
33,3 

 

Statin 
BL 
FU 

42,9 
33,3 

40,0 
26,7 

100,0 
66,7 

 

Metformin 
BL 
FU 

0,0 
0,0 

0,0 
0,0 

100,0 
66,7 

* 

Insulin 
BL 
FU 

0,0 
0,0 

0,0 
0,0 

100,0 
66,7 

* 

 

Tabelle 7: Prozentuale Verteilung der Patient:innen der Trainingsgruppen auf 
die drei Cluster. 

 1HIIT  
[% der Cluster] 

4HIIT  
[% der Cluster] 

MCT  
[% der Cluster] 

Cluster 1 33,33 16,67 50,00 

Cluster 2 40,00 26,67 33,33 

Cluster 3 33,33 0,00 66,67 
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Konzentrationen glichen sich also über die Trainingsperiode an (Abbildung 20B-C). Die 

Konzentrationen von IL-7R stiegen sehr stark in Cluster 3, nicht aber in Cluster 1 und 2 

(Abbildung 19B). CES1-Plasmalevel unterschieden sich weder zwischen den Clustern, 

noch veränderten sie sich über die Trainingsperiode (Abbildung 19C-D). 

Abbildung 19: Vergleich von IL-7R und CES1 zwischen den drei Clustern. A und C: 
Vergleich der absoluten Plasmakonzentrationen beider Messzeitpunkte zwischen den drei 
Clustern. D und E: Vergleich der Veränderungen von Baseline zu Follow-Up zwischen den 
drei Clustern. Rot = Cluster 1, blau = Cluster 2, grün = Cluster 3. p < 0,01 (*), p<0,001 (**), 
p<0,0001 (***). Oberhalb: P-Werte der Veränderungen von Baseline zu Follow-Up. 
Δ = n-fold der BL, BL = Baseline, FU = Follow-Up, CES1= Carboxylesterase 1, IL-7R = 
Interleukin-7-Rezeptor 
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Das Training führte insgesamt zu einer Reduktion der Leukozyten und damit der 

inflammatorischen Last. Die Verbesserung der MetS-definierenden Faktoren war in 

dieser Studie allerdings nicht vom Trainingsprogramm abhängig. In dieser Studie 

zeigen wir Ansätze zur Bestimmung individueller immunometabolischer Profile, die 

anzeigen könnten, welche Patient:innen in welcher Weise von einer personalisierten 

Therapie mit Trainingsintervention profitieren können. Diese immunometabolische 

Charakterisierung ist in Abbildung 21 zusammengefasst.  
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Abbildung 20: Vergleich der Veränderungen der immunometabolischen Parameter aus 
durchflusszytometrischen Messungen sowie PEA der drei Cluster. Rot = Cluster 1, blau 
= Cluster 2, grün = Cluster 3. Nur signifikante Unterschiede dargestellt. p < 0,05 (*), p<0,01 
(**), p<0,001 (***). Oberhalb: P-Werte der Veränderungen von Baseline zu Follow-Up. 
Δ = n-fold der BL, BL = Baseline, FU = Follow-Up, Insulin-like growth factor-binding proteine 6  
= IGFBP6, Plexin-B2 = PLXNB2 
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Abbildung 21: Zusammenfassung der immunometabolischen Charakterisierung der drei 
definierten MetS-Cluster.  
Veränderungen von Baseline zu Follow-Up: ‚=‘ = gleich, ↑ = erhöht, ↓ = erniedrigt,  = 
tendenziell erniedrigt.  
BL = Baseline, CA1 = Carboanhydrase 1, CA3 = Carboanhydrase 3, CCL14 = C-C motif 
chemokine 14, CD16 = Fc-γ-Rezeptor IIIb, CDH1 = Cadherin-1, ET = Exercise Training, 
ICAM1 = Intercellular adhesion molecule 1, IL-8 = Interleukin 8, MEGF9 = Multiple epidermal 
growth factor-like domains protein 9, NPG = Nüchternplasmaglucose, PAM = Peptidyl-glycine 
alpha-amidating monooxygenase, PLXNB2 = Plexin-B2, PRSS2 = Trypsin-2, REG1A = 
Lithostathine-1-alpha, ST6GAL1 = Beta-galactoside alpha-2,6-sialyltransferase 1, TG = 
Triglyzeride, THBS4 = Thrombospondin-4 
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5 Diskussion 

5.1  Zusammenfassung der Hauptergebnisse 

Nach unseren Ergebnissen wird das Outcome nach 16 Wochen supervidierter 

Trainingsintervention durch individuelle immunometabolische Profile der Patient:innen 

bestimmt. Unabhängig von den Unterschieden der Trainingsprogramme konnten alle 

Gruppen ihre individuelle VO2peak verbessern. Diese war nicht mit kardio-

metabolischen Verbesserungen assoziiert und kann daher nicht als Indikator zur 

Verbesserung des MetS dienen. Vielmehr zeigte sich, dass individuelle 

Verbesserungen der klinischen Faktoren des MetS mit Veränderungen der Anzahl und 

Aktivierung von Leukozyten sowie der Plasmaproteinkonzentrationen kardiometabolisch 

relevanter Proteine assoziiert sind. Die Anzahl und der Aktivierungsstatus der 

Immunzellen ließ sich allerdings durch Training beeinflussen. Es ließen sich drei Cluster 

von Patient:innen identifizieren, die sich durch immunometabolische Profile definieren: 

Cluster 1 als Cluster mit der geringsten Krankheitslast, Cluster 2 als hyperlipidämisches 

und Cluster 3 als hyperglykämisches Cluster (Abbildung 21).  

Zu den Limitationen der Studie ist klar die geringe Fallzahl zu benennen. Außerdem 

sind in unseren Ergebnissen hauptsächlich deskriptiv. Sie ermöglicht es aber, einige 

Hypothesen zu generieren. Diese können orientierend für zukünftige Studien sein. 

5.2 Die individuelle Verbesserung der VO2peak ist kein Indikator für die 

Verbesserung des MetS  

VO2peak ist als Maß für den Trainingserfolg etabliert. Die VO2peak bezeichnet die im 

Training maximal erreichte Belastung, bei einer längeren erfolgreichen Trainingsperiode 

sollte diese maximale Kapazität sich erhöhen (52). Daher sollten weitere Faktoren, die 

durch Training verändert sind, mit der VO2peak korrelieren. Bei unseren Patient:innen 

ist die VO2peak zwar angestiegen, d.h. die Patient:innen haben ihre Fitness verbessert, 

trotzdem konnten sie ihre Krankheitslast kaum senken. Unsere Ergebnisse 

kontrastieren teilweise mit den Daten früherer Studien, die bereits den Effekt von 

Training aus das MetS gezeigt haben (5, 45, 48, 49). Das führt uns zu der Annahme, 

dass das kardiometabolische Outcome noch stärker von individuellen Faktoren abhängt 

und deshalb die VO2peak nicht als direkter Indikator für die Verbesserung des MetS 

herangezogen werden kann. Genetik und Epigenetik, Ernährung, auch mit 

Berücksichtigung des Zeitpunkts der Nahrungsaufnahme im Verhältnis zur zirkadianen 

Rhythmik, allgemeiner Lebensstil unter Betrachtung des Stresslevels und den damit 
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einhergehenden adrenergen Stimulationen und sowie die Medikation spielen eine große 

Rolle (66–71). In den folgenden Experimenten wurden insbesondere die 

immunometabolischen Profile unserer Patient:innen untersucht.  

5.3 Individuelle Verbesserungen kardiometabolischer Zielparameter sind mit der 

Anzahl und Aktivierung von Leukozyten sowie der Plasmaproteinkon-

zentrationen assoziiert  

5.3.1 Veränderungen der Leukozyten von Baseline zu Follow-up über die 

gesamte Kohorte 

Über die gesamte Kohorte zeigte sich eine signifikante Reduktion der 

Gesamtleukozytenzahl sowie diverser Untergruppen (Neutrophile, CD14hiCD16neg 

“klassische” und CD14hiCD16pos “intermediäre” Monozyten, NK-Zellen und 

CD25negCD127neg Effektor- und CD25posCD127neg regulatorischen T-Zellen).  

Nahrendorf et al. (2019) zeigten kürzlich, dass freiwilliges Training zu reduzierter 

Leukozytenzahl führt, dies aber im Mausmodell. Dies zeigten sie für die 

Gesamtleukozytenzahl und auch die Unterformen B-Zellen, CD4posT-Zellen, CD8posT-

Zellen, Monozyten, Neutrophile, Eosinophile und NK-Zellen. Sie stellten das in 

Zusammenhang mit einer reduzierten hämatopoetischen Aktivität. Es würden weniger 

hämatopoetische Progenitorzellen aus dem Knochenmark mobilisiert und auch weniger 

myeloide und lymphoide Kolonien aus ihnen gebildet. Insbesondere die nächtliche 

Leukozytenproduktion sei reduziert. Auch die Konzentration an Plättchen im peripheren 

Blut wäre verringert, die Zahl der Erythrozyten blieb unbeeinflusst. Trotz der geringeren 

Leukozytenzahl zeigte sich, dass die akute Rekrutierung zur Krankheitsabwehr 

verbessert sei. (110)  

Einen Teil dieser Beobachtungen konnten wir am Menschen bestätigen. Allerdings 

haben wir nicht in allen Leukozytensubpopulationen Unterschiede gesehen. Dies 

könnte aber darauf zurückzuführen sein, dass das Mausmodell homogener ist als 

unsere Studiengruppe. Das MetS zeichnet sich per definitionem durch eine heterogene 

Patient:innengruppe aus. Auch könnte es Unterschiede dadurch geben, dass in 

Nahrendorfs Studie die Möglichkeit des Trainings entzogen wurde, während unsere 

Patient:innen neu damit begannen und zuvor über viele Jahre hinweg einen eher 

inaktiven Lebensstil führten. Die grundlegende These, dass Training zur Reduktion der 

chronischen Leukozytose mit dem bekannten Risiko für diverse non-communicable 
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Diseases führt, bestätigt sich hier aber. Auch in früheren Studien wurde bereits eine 

Tendenz zur Senkung der Leukozytenzahl beschrieben (87, 110, 111). Bei sehr hoher 

Trainingsintensität bzw. sehr hohem Trainingsvolumen ist sogar von einer 

Immunsuppression mit erhöhter Krankheitssuszeptibilität die Rede (112). Die 

antiinflammatorischen Effekte durch kardiorespiratorische Fitness könnten durch die 

Reduktion der abdominellen Adipositas und damit einer Reduktion der 

inflammatorischen Trigger bedingt sein (113). Dieser Zusammenhang zur 

Gewichtsreduktion ließ sich hier allerdings nicht reproduzieren. 

Interessant sind hier auch noch einmal die akuten Effekte nach einer einzelnen 

Trainingseinheit. Auch akut, also 1-2 Stunden nach dem Training, lassen sich starke 

Reduktionen der Leukozyten beobachten, allerdings nach einem kurzen initialen 

Anstieg. Dies ist somit nicht als Immunsuppression, sondern vielmehr als eine akute 

Umverteilung in das periphere Gewebe zu betrachten (114). Durch langfristiges 

Training reduziert sich so bspw. die Zahl der NK-Zellen, während des Trainings kommt 

es allerdings zu einer akuten Mobilisierung der NK-Zellen, die dann z.B. bei 

Karzinompatient:innen das Tumorgewebe infiltrieren (115).  

Bei Betrachtung der Leukozytensubpopulationen fällt auf, dass tatsächlich v.a. 

proinflammatorische Zellen wie Neutrophile, bei welchen direkte proinflammatorische 

Effekte durch bspw. NETs bei chronisch inflammatorischen Krankheiten beschrieben 

wurden (116), klassisch aktivierte proinflammatorische Monozyten und T-Zellen, bei 

denen sich die T-Effektorzellen reduzieren, zu denen die proinflammatorischen TH1- 

und TH17-Zellen gehören (104), nach den 4 Monaten Training reduziert sind (Abbildung 

13). Dies könnte einen Übergang in die Resolution der Inflammation bedeuten. 

Neben den Konzentrationen haben wir auch die folgenden Surrogatparamter für den 

Aktivierungsstatus der Leukozyten gemessen: Granularität, Größe, 

Aggregationsneigung und Ausschüttung von MV (39, 117, 118). Insgesamt sind die 

gemessenen Unterschiede sehr gering und in Anbetracht der kleinen Studienpopulation 

nicht zu stark zu bewerten. Möglicherweise könnten die relativ geringen Effekte aber 

auch dadurch zu erklären sein, dass gerade Zellgröße und Granularität sich generell 

nur in einem geringen Fenster verändern können, ohne dass die Zellfunktion darunter 

leidet. Dies würde auch zu unserem Langzeitsetting passen. Im Folgenden werden 

einige mögliche Hypothesen diskutiert. 
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Die Granularität der NK-Zellen und der NK-T-Zellen reduzierte sich im Verlauf leicht, 

passend zu einer reduzierten pro-inflammatorischen Wirkung (Abbildung 13). Ihre 

Größe nahm leicht zu. Bei einer Größenzunahme durch erhöhte Produktion von 

Entzündungsmediatoren, sollte, bedingt durch Ansammlung intrazellulärer Granula, 

gleichzeitig eine erhöhte Granularität detektierbar sein (119). Die Größenzunahme 

könnte durch eine hohe Lebenszeit der Zellen durch nicht stattgefundene Aktivierung zu 

erklären sein. Bisherige Daten zu der Veränderung der Zytotoxizität von NK-Zellen 

durch Training sind sehr heterogen und ihre Vergleichbarkeit durch methodische 

Unterschiede limitiert. Niedrigere Katecholaminlevel bei trainierten Personen könnten 

aber zu einer Reduktion der Toxizität der NK-Zellen beitragen (120).  

Die Größe und Granularität der Neutrophilen nahmen leicht zu (Abbildung 13). Die Rolle 

der Neutrophilen bei chronischer Inflammation und Gewebsreparatur wird als sehr 

paradox beschrieben (121). Neutrophile spielen eine wichtige Rolle bei der chronischen 

Inflammation, senden aber auch antiinflammatorische Signale bei der Resolution aus 

(92). Nach Bashant et al. (2019) könnte eine Größenabnahme bei akuter Aktivierung 

von Neutrophilen ihre Migration verbessern (122). Größen- und Granularitätszunahme 

würden sich hier folglich sowohl als Zeichen erhöhter proinflammatorischer Aktivität, 

erhöhter Resolving-Aktivität oder auch als geringere Aktivierung als Zeichen für hohes 

Zellalter interpretieren lassen. 

Auch bei den klassisch aktivierten Monozyten nahm die Granularität geringfügig zu 

(Abbildung 13). Bei den klassisch und intermediär aktivierten Monozyten zeigte sich 

eine leichte Größenzunahme. Der gesteigerte Aktivierungsstatus der 

Makrophagenvorläufer bei gleichzeitig reduzierter Leukozytenzahl könnte im 

Zusammenhang mit einer verbesserten Efferozytose stehen (123). Allerdings könnte 

auch hier die Größenzunahme auf hohes Zellalter durch Inaktivität, bzw. Nicht-

Aktivierung hindeuten. Auch bei den naiven/zentralen T-Gedächtniszellen, den 

T-Effektorzellen und den zytotoxischen T-Zellen zeigte sich eine leichte 

Größenzunahme nach der Trainingsintervention (Abbildung 13). Hier lässt sich nicht so 

leicht eine proinflammatorische oder pro-resolving Tendenz ableiten. Die Aktivität der 

Gedächtniszellen sowie die TH2-Zellen als Untergruppe der T-Effektorzellen ist eher als 

Teil der Resolving-Mechanismen zu betrachten, während die zytotoxischen T-Zellen 

und die TH1- und TH17-Effektorzellen eher proinflammatorisch wirksam sind (Tabelle 2). 

Ein deutlicheres Zeichen für einen Shift der T-Zellen zur Resolution der Inflammation 
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wäre eine erhöhte Anzahl und/oder Marker einer Aktivierung wie IL-4 oder IL-10 der 

regulatorischen T-Zellen gewesen, welche die Resolution im Anschluss an eine akute 

Inflammation einleiten, z.B. über die Stimulation der Efferozytose der Makrophagen 

(93). 

Obwohl sich die absoluten Zahlen der Thrombozytenaggregate mit 

Leukozytensubpopulationen verringerten, zeigte sich in Relation zu der reduzierten 

Leukozytenzahl ein Anstieg der Aggregationsneigung. Die Bildung von Aggregaten ist 

mit einer erhöhten inflammatorischen Aktivität und höherem kardiovaskulären Risiko 

assoziiert (117). Die Aggregatbildung mit Monozyten scheint einen Shift hin zur Bildung 

klassisch aktivierten Makrophagen zu bewirken (124).  

Auch bei der Ausschüttung leukozytärer MV zeigte sich eine Erhöhung der 

Ausschüttung pro Zelle, während sich keine Veränderung der absoluten MV über die 

Trainingsperiode ergab (Abbildung 13). Auch das spricht für erhöhte Aktivierung der 

Leukozyten (39). Hier waren es insbesondere MV der Neutrophilen und klassisch 

aktivierten Monozyten. Neutrophile MV spielen eine Rolle bei der Resolution der 

Inflammation (siehe Einleitung). Zudem zeigte sich eine Reduktion endothelialer MV. 

Dies könnte für eine Stressreduktion des vaskulären Endothels sprechen (125). 

Insgesamt zeigt sich aber bei den Resultaten eine große Heterogenität zwischen den 

Patient:innen. Wie schon bei den klinischen Daten zeigt sich, dass es hier deutliche 

individuelle Unterschiede in der Reaktion auf Training geben muss. Dies passt zu dem 

heterogenen Krankheitsbild MetS, suggeriert aber auch eine individuellere Betrachtung 

der Einflussfaktoren. Im Folgenden werden Korrelationen zwischen 

Patient:inneneigenschaften und leukozytären Parametern, unabhängig vom Training auf 

individueller Ebene berechnet, diskutiert. 

5.3.2 Korrelationen der Leukozyten zu klinischen Parametern auf individueller 

Ebene 

VO2peak zeigte eine negative Korrelation zur Anzahl der intermediär aktivierten 

Monozyten und der NK-Zellen (Abbildung 12), d.h. Patient:innen mit besserer 

kardiorespiratorischer Fitness weisen eine geringere Last durch diese 

proinflammatorischen Zellen auf. 
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Triglyzeride sind ein starker Risikofaktor für CVD (2). Sie sind assoziiert mit zentraler 

Adipositas und steigender Insulinresistenz (2). Sie sind auch als proinflammatorischer 

Trigger vorbeschrieben (126). In dieser Studie korrelierten die TG im Plasma positiv mit 

der Anzahl an naiven/zentralen Gedächtnis-T-Zellen, NK- und NK-T-Zellen sowie mit 

der Granularität der intermediär aktivierten Monozyten und der CD8pos-T-Zellen. Dies 

geht mit ihrer vorbeschriebenen proinflammatorischen Wirkung durch ihre Lipotoxizität 

und die Immunaktivierung durch ihre Fettsäuren einher (127). Negativ sind sie mit 

Aggregaten aus klassischen Monozyten mit Thrombozyten assoziiert. Dies scheint auf 

den ersten Blick schwer zu erklären. Durch die proinflammatorischen Eigenschaften 

würde man eine stärkere Aktivierung insbesondere dieser Monozytensubpopulation 

erwarten. Dies lässt sich aber evtl. methodisch erklären. Die Anzahl der Leukozyten 

steigt mit der Menge an TG, damit ist die Rechnung der Aggregate pro Zelle vielleicht 

inadäquat reduziert. Einen direkten Zusammenhang der Triglyzeridlast zur 

kardiorespiratorische Fitness gemessen an VO2peak konnten wir nicht nachweisen. 

Patient:innen mit geringerem Taillenumfang als Maß der zentralen Adipositas weisen 

eine geringere Granularität der T-Effektorzellen, NK-Zellen und NK-T-Zellen auf, was 

auf eine geringere Synthese von Effektormolekülen hindeuten könnte. Dies passt zu der 

Theorie, dass dysfunktionale zentrale Adipozyten stark proinflammatorisch wirken (7, 

10, 14, 15). Bei Gewichtsreduktion senkt sich die Lipotoxizität und das viszerale 

Fettgewebe hat das Potential, seine Funktionalität zu verbessern (128). Eine zentrale 

Rolle bei der Gewichtsabnahme spielt die Ernährung, die in dieser Studie leider nicht 

erfasst wurde (72–75). 

Ein geringerer Taillenumfang geht mit einer höheren Anzahl der gesamten leukozytären 

MV, der Neutrophilen-MV und der Größe der Neutrophilen einher. Üblicherweise 

werden die MV durchflusszytometrisch anhand von Annexin V, welches an 

Phosphatidylserin bindet, und zelltypischen Oberflächenmarkern gemessen (40). 

Allerdings gibt es bisher kaum standardisierte Messverfahren. Auch finden sich in der 

Literatur häufig unterschiedliche Definitionen oder Begriffe für MV und häufig wird nicht 

deutlich zwischen verschiedenen extrazellulären Vesikeln, insbesondere MV und 

Exosomen, unterschieden (129). Daher ist die Aussagekraft der 

durchflusszytometrischen MV-Messungen, insbesondere bei unseren niedrigen Werten, 

kritisch zu bewerten. Die MV waren vertrauenswürdig detektierbar bei Endothelzellen 

und bei Monozyten, Neutrophilen und NK-Zellen. Bei Subtypen der T-Zellen sind häufig 
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keine MV detektierbar. Die vermehrte MV-Ausschüttung durch Leukozyten und 

Neutrophile spricht hier eher für eine stärkere Immunaktivierung trotz geringerem 

Taillenumfang (39). Auch hier zeigt sich eine Relevanz der MV bei Resolution der 

Inflammation. Insbesondere bei den MV der Neutrophilen ist eine antiinflammatorische 

Signalwirkung vorbeschrieben (92).  

Es zeigte sich kein Unterschied der Blutdruckwerte zwischen den drei Clustern. 

Arterielle Hypertonie ist mit der vermehrten Ausschüttung von MV durch T-Zellen, der 

Größe alternativ aktivierter Monozyten und der Anzahl zytotoxischer T-Zellen korreliert. 

Dies spricht für eine erhöhte proinflammatorische Aktivität. Die Pathophysiologie der 

arteriellen Hypertonie ist nicht hinreichend geklärt, die Risikofaktoren entsprechen aber 

in etwa den MetS-definierenden Faktoren (47). Ein Mechanismus, der zu höherem 

Blutdruck führt, ist die Erhöhung der Gefäßsteifigkeit durch Atherosklerose, die als 

inflammatorische Krankheit beschrieben ist (30, 130). Auch hier passt also eine erhöhte 

inflammatorische Aktivität in das Bild. Weiterhin konnten wir eine direkte Korrelation 

zwischen dem Blutdruck und der NPG beobachten. Erst kürzlich wurde in den neuen 

European Society of Cardiology Guidelines ein positiver Effekt von glukosesenkender 

Therapie auf den Blutdruck beschrieben (45).  

5.3.3 Veränderungen der Plasmaproteinkonzentrationen von Baseline zu Follow-

Up über die gesamte Kohorte 

Nach Analyse der bisherigen Daten stellte sich die Frage nach möglichen Mediatoren 

der beobachteten Effekte. Daher erfolgte die Messung und Analyse von Zytokinen 

mittels Durchflusszytometrie und 86 weiteren Plasmaproteinen mit kardiometabolischer 

Relevanz mittels PEA durch OLINK. 

Es zeigten sich keine signifikanten Veränderungen der Zytokinlevel im Plasma über die 

gesamte Kohorte (Abbildung 15A). In der Literatur spielen Zytokine eine sehr große 

Rolle bei der Progression des MetS und dem Zusammenspiel mit dem Immunsystem 

(11, 12, 15–17). Insbesondere fällt auf, dass IL-6, welches gerade bei körperlichem 

Training und metabolischer Dysregulation von großer Bedeutung ist, bei uns keine 

signifikanten Veränderungen zeigt (16, 17). In Bezug auf die Unterschiede zwischen 

Trainingsregimes wurde bereits gezeigt, dass diese, auch wenn sie Einfluss auf die 

VO2peak haben, keine unterschiedlichen Zytokinlevel aufweisen (83). Im Vergleich zum 

Trainingsbeginn würde man auf Basis früherer Studien eine Dynamik erwarten (83). 
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Möglicherweise sind diese Ergebnisse auf die geringe Fallzahl unserer Studie 

zurückzuführen. 

In der Analyse der Plasmaproteine mittels PEA zeigte sich eine signifikante Reduktion 

der hepatischen CES1 sowie ein Anstieg des IL-7R über die gesamte Kohorte 

(Abbildung 15A).  

5.3.4 CES1: Veränderung zum Follow-Up und Korrelationen 

Carboxylesterasen sind Enzyme, die mit der Hydrolyse von Estern an der 

Biotransformation von Xenobiotika beteiligt sind und vermehrt im Epithel von Leber, 

Niere und Gastrointestinaltrakt vorkommen (131–133). Dabei befinden sie sich löslich 

im Lumen des Endoplasmatischen Reticulums der Zellen (132, 133). Insbesondere 

CES1 weist eine lipatische Aktivität auf (133). CES1 ist besonders stark in Hepatozyten 

und Adipozyten exprimiert, aber z.B. auch in Monozyten und Makrophagen (132). Hier 

wurde das hepatische CES1 im Plasma gemessen. Intrazellulär ist es an der Hydrolyse 

von TG beteiligt und scheint bei metabolischer Dysfunktion erhöht, so ist es 

möglicherweise als Indikator und Target bei metabolischen Krankheiten wie Adipositas 

in Betracht zu ziehen (133). Positive Korrelationen von CES1 zur Lipaseaktivität an 

intrazellulären TG und zu Adipositas sprechen ebenfalls für eine CES1-Induktion in der 

Leber bei Entwicklung der Adipositas (134). Im Mausmodell wurde gezeigt, dass das 

Ausschalten der hepatischen CES1 zu einer Erhöhung der TG und der 

Plasmacholesterollevel führt (135, 136). Interessanterweise führt das globale 

Knockdown von CES1 im Mausmodell zu einer Verringerung der Lipide im Plasma und 

wirkt atheroprotektiv (136). Die Konzentration von CES1 bei Mäusen ist drei Mal so 

hoch wie beim Menschen. Die Übertragbarkeit des Modells gilt es noch zu überprüfen 

(133). Des Weiteren wurde ein Zusammenhang von CES1 zum Glucosemetabolismus 

beobachtet. So wird CES1 durch Glucose induziert und führt zu einer Reduktion der 

postprandialen Glucoselevel im Plasma (137). Insgesamt ist die Konzentration des 

CES1 durch seine Rolle bei der Biotransformation stark von der Zufuhr exogener Stoffe 

abhängig (131), worüber wir in unserer Studie leider keine hinreichenden Daten haben. 

Da CES1 intrazellulär vorkommt, könnte eine Reduktion im Plasma auf den geringeren 

Zelltod der Hepatozyten bei weniger metabolischer Leberschädigung hinweisen. Die 

signifikante Reduktion nach der Trainingsintervention in unserer Studie könnte damit ein 

Indikator für eine Besserung der metabolischen Dysfunktion sein.  
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Passend dazu konnten wir eine positive Korrelation von CES1 zu den TG und eine 

negative Korrelation zu VO2peak zeigen (Abbildung 15B). In Cluster 2, welches sich 

durch hohe TG-Level auszeichnet, waren bei Baseline die CES1-Spiegel höher als in 

den anderen Clustern und zeigten eine signifikante Reduktion beim Follow-Up 

(Abbildung 19). 

5.3.5 IL-7R (subunit alpha): Veränderung zum Follow-Up und Korrelationen 

Wir konnten einen signifikanten Anstieg des IL-7R feststellen (Abbildung 15A). 

Gemessen wurden seine Konzentrationen hier anhand seiner alpha-Kette (CD127).  

Der membranständige IL-7R wird insbesondere auf lymphatischen Zellen exprimiert. 

Durch Stimulation durch IL-7 wird das Überleben der Zelle angeregt. Er gilt als 

Oberflächenmarker für T-Gedächtniszellen, welche bei Übergang der Inflammation in 

eine Resolution aus T-Effektorzellen hervorgehen. (104) 

Denkbar ist, dass die Erhöhung der Konzentration auf Zellreste in unseren 

Plasmaproben zurückzuführen ist. Eine Erhöhung des IL-7R würde in diesem Fall für 

den angestrebten Übergang in die Resolution der Inflammation über die 

Trainingsperiode sprechen. In den individuellen Korrelationsanalysen über die gesamte 

Kohorte zeigten sich allerdings keine Assoziationen von IL-7R zu anderen Parametern, 

auch nicht zu der Anzahl der T-Gedächtniszellen im Blut. Wenn es sich nicht um den 

eigentlich membranständigen IL-7R handelt, würde es sich wohl eher um eine 

Verstärkung der Inflammation mit vermehrter aktiver Synthese des löslichen IL-7R 

handeln. Die lösliche Form des IL-7R wird von Fibroblasten und T-Effektorzellen, die 

von proinflammatorischen Zytokinen stimuliert wurden, synthetisiert (138). Möglich wäre 

auch, dass die Expression von IL-7 im Skelettmuskel durch das Training erhöht ist und 

somit der erhöhte IL-7R als Marker des Trainings zu betrachten ist (139).  

5.3.6 Makrophagen: Veränderung zum Follow-Up und Korrelationen 

Es zeigten sich keine Veränderungen der Makrophagenpolarisierung von 

Trainingsbeginn zu Follow-Up, allerdings war die Induzierbarkeit des Markers CD206 

mit IL-4 mit verschiedenen Plasmamarkern assoziiert (Abbildung 15B).  Dies könnte ein 

Zeichen dafür sein, dass bestimmte Plasmaproteine die Sensitivität von Makrophagen 

gegenüber IL-4 durch die Erhöhung der Expression von CD206 mit der Folge der 

Polarisierung zum M2c-Typ stimulieren. Dabei muss als Limitation beachtet werden, 

dass hier die Rolle der Makrophagen vor allem im Fettgewebe interessant ist, wir aber 
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haben mit Plasmaproben gearbeitet. Des Weiteren wird CD163 als Marker für M2c-

Makrophagen in der Literatur kontrovers diskutiert (140). 

5.4 Durch das kardiometabolische Outcome lassen sich drei verschiedene 

Cluster von Patient:innen identifizieren 

Durch die bisherigen Ergebnisse nahmen wir an, dass das kardiometabolische 

Outcome stark mit individuellen immunometabolischen Profilen assoziiert ist. Uns 

interessierte dann, ob es dabei bestimmte Typen von Patient:innen gibt und wodurch 

diese sich unterscheiden. Dazu standen uns Daten zu Patient:inneneigenschaften wie 

z.B. Alter, Geschlecht und Vorerkrankungen, ihre Medikation, der inflammatorische 

Status und die Konzentrationen ausgewählter Plasmaproteine zur Verfügung. Als 

verbindende Determinanten wären genetische Komponenten vorstellbar. So wurden in 

einer Genomweiten Assoziationsstudie nach Zusammenhängen zwischen Inflammation 

und Adipositas gesucht. Dabei zeigten sich genetisch determinierte Unterschiede in 

Zytokinkonzentrationen. (141)  

Durch die tSNE-Analyse haben wir drei Cluster identifizieren können und Unterschiede 

in immunologischen Parametern und Plasmaproteinkonzentrationen betrachtet. Die 

Cluster enthielten Patient:innen aus allen Trainingsgruppen. Hier zeigt sich noch 

einmal, dass die Unterschiede in den Trainingsprogrammen nicht ausschlaggebend 

sind. Zur Erhöhung der Fallzahl erweiterten wir die ExMET-Kohorte um die OptimEx-

Kohorte. Bei der Bewertung der Signifikanz ist limitierend zu betrachten, dass absolute 

Werte beider Messzeitpunkte verwendet wurden, obwohl diese nicht voneinander 

unabhängig sind. Die aufgestellten Hypothesen sollten daher noch an einer größeren 

Studienpopulation getestet werden. 

5.4.1 Klinische Unterschiede der Cluster 

Cluster 1 lässt sich hier mit relativ geringem Taillenumfang, TG und NPG sowie 

höherem HDL als das Cluster mit der geringsten Krankheitslast beschreiben. Cluster 2 

lässt sich als dyslipidämisch mit niedrigstem HDL und höchsten TG kategorisieren, 

während das Cluster 3 als hyperglykämisch mit dem höchsten NPG zu benennen ist 

(Abbildung 21). 

Natürlich ist die Belastbarkeit dieser Cluster bei unserer geringen Fallzahl limitiert, die 

grundsätzliche Identifikation dieser unterschiedlichen Profile gibt aber gute Ansätze für 

die personalisierte Medizin, die in zukünftigen Studien weiterverfolgt werden können. 
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Cluster 1 präsentiert bereits zu Beginn des Trainings eine gering ausgeprägte 

Krankheitslast mit mildem immunometabolischen Profil und profitiert am ehesten. Bei 

Cluster 2 hingegen scheint es eine gewisse Resistenz der Lipide gegenüber dem 

Training zu geben. Hier wäre vielleicht insbesondere die Therapie mit z.B. Statinen und 

eine angepasste Diät wichtig. In Cluster 3 liegt die Problematik eher im 

Glucosemetabolismus. Hier wäre eine gezielte antidiabetische Therapie sinnvoll. Dies 

sind relativ einfache Maßnahmen, die schon jetzt leicht umsetzbar wären. Man müsste 

bei Erstellung des Therapieplans zum physischen Training dann zu Beginn nicht nur die 

VO2peak, die als Marker der Fitness zwar beispielsweise mit einer Verbesserung der 

Lebensqualität zusammenhängen könnte, sondern auch kardiometabolische Parameter 

für eine Optimierung der medikamentösen und diätetischen Therapie testen.  

5.4.2 Immunometabolische Unterschiede der Cluster 

Des Weiteren haben wir auch die immunometabolischen Unterschiede zwischen den 

Clustern analysiert. Es interessierte uns, welche Mechanismen hinter der Definition 

eines klinischen Phänotyps stehen könnten. Das könnte die Identifikation von 

Mediatoren ermöglichen, die sich zukünftig als Targets einer Therapie verwenden 

ließen. Vorstellbar wären dabei Immuntherapien, wie sie bereits in den Studien 

CANTOS (142) und CIRT (143) getestet wurden, oder der therapeutische Einsatz von 

MV (144). Denkbar wäre auch die Hemmung oder Aktivierung bestimmter Mediatoren, 

um den Effekt vom Training auf bestimmte Parameter zu verstärken. Dazu könnte man 

in zukünftigen Studien schauen, ob man z.B. mit small molecules oder non-coding 

RNAs bestimmte dysfunktionale Prozesse, die zu den beobachteten Veränderungen 

der Proteinkonzentrationen im Plasma geführt haben, beeinflussen könnte. 

5.4.2.1 MetS-Cluster 1 

In Cluster 1 sind die Proteine CA3, CDH1 und REG1 niedriger als in Clustern 2 und 3. 

In unseren Korrelationsanalysen sahen wir, dass niedrige REG1A- und CDH1-

Konzentrationen mit der erhöhten VO2peak assoziiert sind. CA3 und CDH1 steigen mit 

dem Taillenumfang und sind niedriger bei hohem HDL. Daraus kann man schließen, 

dass die im Vergleich niedrigere Expression dieser Proteine mit der geringeren 

Krankheitslast der Patient:innen in Cluster 1 zu erklären sind. ApoM ist unter anderem 

ein Bestandteil von HDL und könnte daher die höheren HDL-Spiegel in Cluster 1 

widerspiegeln (145). ApoM exprimiert und schützt Sphingosin-1-Phosphat und hat 

darüber eine antiinflammatorische Wirkung mit Reduktion der Lymphopoese und führt 
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zu verbesserter Endothelfunktion (146–148). Hsing-Chuan und May (2016) diskutierten 

die Möglichkeit, ApoM als Target in der Immuntherapie bei Autoimmunerkrankungen zu 

nutzen (149). 

5.4.2.2 MetS-Cluster 2 

Das dyslipidämische Cluster mit hohen TG zeichnet sich durch einige erhöhte 

Plasmaproteinkonzentrationen im Vergleich zu den anderen Clustern aus: CA1, PAM, 

PLXNB2, PRSS2, ST6GAL 1, THBS4 und IL-8. Unter den Leukozyten zeigte sich eine 

hohe Konzentration an NK-Zellen und die größte Granularität der zytotoxischen 

T-Zellen und der intermediären Monozyten, was sich als erhöhte inflammatorische 

Aktivität interpretieren lässt. In diesem Cluster lassen sich die Konzentrationen von TG, 

PAM, IL-8, NK-Zellen und die Aktivität zytotoxischer T-Zellen gut in Einklang bringen. 

IL-8 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das im Vergleich zu den anderen Clustern in 

Cluster 2 stärker vertreten ist. Es aktiviert T-Zellen, auch zytotoxische, und Neutrophile 

(104). Damit trägt es zu einem chronisch inflammatorischen Status bei. IL-8 wird von 

NK-Zellen, aber auch anderen Leukozyten, synthetisiert (104) und zeigt bei uns eine 

Korrelation zu den TG. PAM im Blut wird ebenfalls hauptsächlich von NK-Zellen 

exprimiert (150). Bei uns zeigt sich außerdem eine positive Korrelation von PAM zu TG. 

Es wurde bereits gezeigt, dass TGRL mit vermehrter NK-Zell-Proliferation assoziiert 

sind (151). IL-8 wiederum triggert die weitere chronische Inflammation und Aktivität der 

zytotoxischen T-Zellen. Daraus ließe sich eine hohe inflammatorische Aktivität in 

diesem Cluster ableiten. Dies ließe sich evtl. als mögliche Hypothese in künftigen 

Experimenten testen.  

Interessant wäre in diesem Cluster eine Diagnostik der Leber. Wie in der Einleitung 

erwähnt, sind hohe TG häufig mit NAFLD assoziiert (22, 23). Eine Leberzellschädigung 

wäre auch eine mögliche Erklärung für die physiologisch vorwiegend im Lebergewebe 

produzierten erhöhten Proteinkonzentrationen von CA1 und ST6GAL1 im Plasma. IL-8 

wurde bereits als Biomarker für NAFLD beschrieben (152). 

Insgesamt scheint dieses dyslipidämische Cluster ein immunometabolisches Profil mit 

gestörter Leberfunktion sowie erhöhter Proliferation und Aktivität der NK-Zellen und 

zytotoxischen T-Zellen aufzuweisen. 
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5.4.2.3 MetS-Cluster 3 

Es ist viel beschrieben, dass zentrale Adipositas im Fettgewebe proinflammatorische 

myeloide Zellen aktiviert und diese an der Entwicklung der Insulinresistenz und damit 

einem hyperglykämischen Status beteiligt sind (10–17). Das Cluster 3 hat zwar auch 

den größten Taillenumfang und die höchste NPG, aber weniger proinflammatorische, 

also klassisch und intermediär aktivierte, Monozyten. Möglicherweise ist das darauf 

zurückzuführen, dass die beschriebenen Prozesse eher lokal im Fettgewebe stattfinden 

und nicht peripher im Vollblut, wo wir unsere Proben genommen haben. 

5.5 Limitationen  

5.5.1 Limitationen durch das Studiendesign 

In der Studie ExMET ging es um den Vergleich verschiedener Trainingsprogramme, 

daher wurde das MCT nach aktuellen Leitlinien als Referenz herangezogen. Da wir nun 

festgestellt haben, dass die Unterschiede der Trainingsprogramme für das 

immunometabolische Outcome eine eher untergeordnete Rolle spielen, wäre als 

Kontrollgruppe eine Gruppe ohne jegliche Trainingsintervention interessant gewesen. 

Zur besseren Charakterisierung der Cluster wären Informationen über Ernährung, 

bisherige sportliche Betätigung und Bewegung im Alltag relevant. 

Die Vorgänge, die bei den Zusammenhängen zwischen inflammatorischem Status und 

metabolischer Dysregulation von Bedeutung sind, finden oft im Fettgewebe statt. In 

einer Trainingsstudie, bei der alle Patient:innen die VO2peak verbesserten, wurden 

beispielsweise nur Unterschiede im Glutealfett gefunden, nicht aber systemisch (153). 

In unserer Studie haben wir ausschließlich Vollbut und Plasma verwendet und somit 

systemisch zirkulierende Mediatoren untersucht. Möglicherweise sind dadurch die 

Ergebnisse bei den Messungen der Plasmaproben eher schwach. Da aber auch die 

Effekte des Trainings auf die MetS-Parameter nicht sehr stark waren, könnte man die 

geringen Unterschiede in den Plasmaproben auch als plausibel betrachten. 

5.5.2 Limitationen bei der Analyse der T-Zell-Subpopulationen 

Wie bereits in der Methodik erwähnt war die Definition der CD127lowCD25pos 

regulatorischen T-Zellen, der CD127negCD25neg Effektor-T-Zellen und der 

CD127posCD25low/neg naiven bzw. Gedächtnis-T-Zellen nach der Durchflusszytometrie 

schwierig umzusetzen. In der Literatur wird eine bessere Abgrenzung durch die 

zusätzliche Färbung mit FOXP3 diskutiert (97). In zukünftigen Studien könnte zusätzlich 
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FOXP3 zur Färbung und Messung herangezogen werden. Dies würde jedoch eine 

Permeabilisierung der Zellmembran voraussetzen, und damit eine vorherige 

Aufreinigung der PBMC. Im klinischen Setting ist dies nicht leicht umsetzbar. 

Auch wäre es interessant, nach den gefundenen Einflüssen der Plasmaproteine auf die 

Makrophagen nun auch Einflüsse auf die T-Zell-Entwicklung und Adipozytenfunktion zu 

testen. 

5.6 Schlussfolgerung und Ausblick 

Die wichtigste Erkenntnis unserer Studie ist die Bedeutung der individuellen Reaktion 

der Patient:innen und des Einsatzes personalisierter Medizin. Es reicht nicht, 

Patient:innen ein Trainingsschema zu geben und die korrekte Umsetzung zu 

kontrollieren. Selbst mit objektiver Verbesserung der kardiorespiratorischen Fitness 

profitieren nicht alle im gleichen Sinne davon. In der Diagnostik sollte idealerweise, 

auch wenn im realen klinischen Setting kaum umsetzbar, ein komplettes 

immunometabolisches Profil und daran angepasst ein multimodales Therapiekonzept 

aus Training, Ernährung und Medikation erstellt werden. Über die direkte 

medikamentöse Einstellung von Blutdruck, Lipiden und Glucose wissen wir bereits viel. 

Zielgerichtete Therapien gegen immunologische Parameter oder Plasmaproteine 

hingegen sind Gegenstand aktueller Forschung, deren Bedeutung wir mit unserer 

Studie weiter stützen. 

Eine große aktuelle Studie über Immuntherapie zur Senkung des kardiovaskulären 

Risikos ist die CANTOS-Studie (142). Hier wurden 10 061 kardiovaskuläre 

Risikopatient:innen mit chronisch inflammatorischem Status gemessen an 

hochsensitivem C-reaktivem Protein über 2 mg/l, die eine leitliniengetreue optimale 

medikamentöse Therapie erhielten, randomisiert gegen Placebo mit drei 

unterschiedlichen Dosen Canakinumab, einem Antikörper gegen den IL-1-Pathway, 

über 48 Monate behandelt. Bei der Behandlung mit 150mg/Tag Canakinumab zeigte 

sich eine signifikante Reduktion der kardiovaskulären Ereignisse vs. Placebo, was zeigt, 

dass Inflammation als Target der Therapie eingesetzt werden kann. Hierbei geht es um 

die Inhibierung des NLRP3-Inflammasoms, relevant v.a. bei myeloiden Immunzellen.  

(142) 

Bei der darauffolgenden Studie CIRT wurde ein ähnlicher Ansatz unter der Verwendung 

des sehr viel günstigeren Immunsuppressivums Methotrexat (MTX) versucht (143). 
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Diese Studie wurde wegen ausbleibendem Erfolg und starken Nebenwirkungen 

abgebrochen. Diskutiert wurde, dass durch MTX andere Reaktionswege als bei 

Canakinumab beeinflusst werden, die für Atherosklerose weniger relevant sind (143). 

MTX scheint eher bei T-Zellen wirksam. In einer Studie mit Patient:innen mit 

rheumatoider Arthritis wurde eine protektive Wirkung vor kardiovaskulären Ereignissen 

durch MTX gezeigt (154). Dies spricht wieder für die Bedeutung der Bestimmung des 

immunologischen Profils der Patient:innen und eine daran angepasste personalisierte 

Medikation.  

In unserer Studie konnten wir einen starken Effekt von körperlichem Training auf den 

immunozytären Status der Patient:innen zeigen. Es wäre nun interessant, unsere 

Ergebnisse in einer größeren unabhängigen Patient:innenpopulation zu testen. Daran 

ließen sich dann möglicherweise deutlichere Korrelationen zwischen den 

immunozytären Parametern und dem klinischen Bild der Patient:innen ableiten. 

Langfristig könnte man daraus vielleicht ableiten, welche Patient:innen wie von 

körperlichem Training profitieren können, wie die Trainingsintensitäten und -volumina zu 

präferieren sind, wie eine parallel durchgeführte Ernährungsintervention beschaffen 

sein sollte oder ob und auf welche immunologischen Pathways gezielt eingewirkt 

werden sollte (116, 155, 156). Es gibt bereits einige Pharmazeutika, die sich in 

antiinflammatorische und pro-resolving Therapien einteilen lassen (155). Die 

antiinflammatorischen Therapien zielen dabei auf die Inhibierung der 

Progesteronsynthese, Zytokine und Leukozytenmigration ab (155). Für die Resolution 

sollten Phagozytose und Efferozytose, die Apoptose von Neutrophilen mit Freisetzung 

resolutionsfördernder MV, die Inhibierung der NETosis mit Freisetzung der NETs und 

der Shift der Makrophagen von der M1- zur M2-Polarisation gefördert werden (116, 

155). Vorteil dieser gezielteren Medikation könnte dann weniger Nebenwirkungen im 

Vergleich zu einer generalisierten Immunsuppression sein (155).  
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