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Abstrakt

Einleitung

Bei Ultralaufen ist der Korper einer extremen Langzeitausdauerbelastung ausgesetzt.
Verschiedene Aspekte des Immunsystems wie Anzahl und Funktion der zirkulierenden
Immunzellen und Zytokinspiegel im Blut kénnen hiervon beeinflusst werden. Obwohl die
Laufer in der Regel gesund und fit sind, kodnnen neben erheblichen
Blutwertveranderungen auch gesundheitliche Probleme im Zusammenhang mit
Ultraldufen beobachtet werden (z.B. gastrointestinale Beschwerden, Infekt oder
passagere kardiale Dysfunktion). Ziel der Arbeit ist es, den Einfluss ausgesuchter
immunologischer Veranderungen zu untersuchen und eventuelle Zusammenhange mit

Beschwerden der Laufer zu erfassen.

Methodik

Insgesamt 39 Laufer (vier mit Doppelstart) nahmen in den Jahren 2016 und 2017 im
Rahmen der Studie am Berliner Mauerweglauf Uber 160km teil und wurden zu drei
Zeitpunkten untersucht: eine Woche vor dem Wettkampf (PRE), unmittelbar nach
Zieleinlauf (POST) und eine Woche nach dem Wettkampf (RE). Die L&ufer erhielten
eine initiale Leistungsdiagnostik, und es erfolgte zu allen Zeitpunkten eine umfassende
Labordiagnostik, mit Zytokinen, Entziindungsmarkern, Blutbild und kardialen Markern.

Beschwerden wéhrend und nach dem Lauf wurden mittels Fragebdgen erhoben.

Ergebnisse

28 Laufer (Alter 45,4 Jahre + 1,51 SE) beendeten das Rennen erfolgreich. Von PRE zu
POST wurden beobachtet: signifikante Anstiege von Entzindungs- und
Belastungsparametern (CRP, CK, Leukozyten, Monozyten) und pro- bzw.
antiinflammatorischen Zytokinen (IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1, IFNa2, IL-4), wobei IL-6 bei
allen Laufern die ausgepragtesten Anstiege zeigte. Die Veranderungen waren RE
gro3ten Teils wieder zurtickgebildet. Es korrelierten MCP-1 und IL-10 (p = 0,0009, r =
0,67), die basophilen Granulozyten und IL-10 (p = 0,0002, r = 0,74), sowie CRP mit IL-4
(p = 0,0005, r = -0,6933). 30 von 36 L&aufern berichteten Uber gastrointestinale
Beschwerden beim Laufen und etwa die Halfte der Laufer litt nach dem Lauf an oberen

Atemwegsbeschwerden.



Schlussfolgerung

Nach 160 km Ultralauf konnten immunologische Veranderungen im Zytokinprofil und
Blutbild beobachtet werden, die auf eine deutliche inflammatorische Antwort hinweisen.
Es zeichnet sich zudem eine Verlagerung zur Typ-2-Immunantwort ab, welche in
Verbindung mit den vermehrt auftretenden Atemwegsinfekten nach dem Lauf stehen

konnte.

Abstract

Introduction

During ultramarathons, the body is exposed to intensive and prolonged endurance
exercise. Various aspects of the immune system can be affected, like blood cytokine
levels and the amount and functionality of circulating immune cells. In addition to
significant changes in blood parameters, although runners are generally healthy and fit,
health problems associated with ultrarunning can be observed (e.g. gastrointestinal
ailments, infection or passages of cardiac dysfunction). The aim of this work is to
investigate the influence of selected immunological changes and to detect possible

correlations with symptoms of the runners.

Methods

A total of 39 runners (four with double start) took part in the study on the Mauerweglauf
Berlin, running over 160km in the years 2016 and 2017. They were examined at three
times: one week before the competition (PRE), immediately after the finish line (POST)
and one week after the competition (RE). The runners received an initial performance
diagnosis and a comprehensive laboratory test with cytokines, inflammatory markers,
and cardiac markers was conducted at PRE, POST and RE. Complaints during and

after the run were collected through questionnaires.

Results

28 runners (age 45.4 years + 1.51 SE) finished the race successfully. From PRE to
POST, significant increases in inflammatory and stress parameters (CRP, monocytes)
and pro and anti-inflammatory cytokines (IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1, IFNa2, IL-4) were
observed. IL-6 showed the most pronounced increase amongst all runners. The
changes where reconstituted at RE. Correlations were found for MCP-1 and IL-10 (p =
0.0009, r = 0.67), the basophil granulocytes and 1I-10 (p = 0.0002, r = 0.74), and CRP
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and IL-4 (p = 0.0005, r =-0.6933). 30 of 36 runners reported gastrointestinal discomfort
while running and about half of the runners suffered from upper respiratory tract

ailments after the run.

Conclusion

After 160 km of ultrarunning, immunological changes in cytokine profile and blood count
could be observed, which indicate a significant inflammatory response. Furthermore, a
shift towards type 2 immunity was observed, which could be associated with the

increased respiratory infections after the run.



1. Einleitung

1.1 Ultramarathon

1.1.1 Definition

Als Ultramarathon werden L&aufe bezeichnet, die Uber die herkdmmliche
Marathondistanz von 42,195 km hinausgehen. Der Lauf wird dabei Uber Zeit oder
Strecke definiert: 24-Stunden-Laufe und Distanzen bis 200 km sind nicht selten, wobei
nach oben keine Begrenzung besteht. Mit Etappenlaufen kdnnen noch weitaus langere
Strecken absolviert werden.

1.1.2 Teilnehmer: Charakteristik und Zahlen

Mit der steigenden Zahl von Ultramarathon-Veranstaltungen und stetig wachsender
Teilnahme, ist auch die Zahl der erfolgreichen Zieleinlaufe (Finishes) in den letzten
Dekaden exponentiell angestiegen (1-3). Das erhohte Teilnehmeraufkommen kann vor
allem durch die vermehrte Teilnahme von Frauen (2, 4) und gréRerem Zulauf der tber
40-jahrigen Laufer erklart werden (2, 5, 6). Die Untersuchungen von Hoffman et al. zu
161-km-Ultramarathons in Nordamerika zeigten, dass der Anteil von weiblichen
Finishern von nahezu keinen in den spaten siebziger Jahren auf 20% im Jahr 2004
erhohte, wo er dann stagnierte (2). Zu &hnlichen Ergebnissen kamen auch
Eichenberger et al. in ihrer Studie zum Swiss Alpine Marathon (78 km). Sie beschreiben
einen Anstieg des Frauenanteils von 10 % im Jahr 1998 auf etwa 16 % im Jahr 2011
(4). Die meistvertretene Altersgruppe unter sowohl méannlichen als auch weiblichen
Laufern waren die 40- bis 49-jahrigen (4, 5). In dieser Gruppe stieg auch die Zahl der
Finishes am deutlichsten an (2, 6).

Der typische Ultramarathonlaufer ist tendenziell mannlich und stammt aus einem
industrialisierten Land. Cheika et al. zeigten, dass Europa das Herkunftsland der
meisten Finisher von 100-km-Laufen war, gefolgt von Asien. Der exponentielle Zuwachs
an Ultralaufern hat seinen Ursprung vor allem in den Herkunftslandern Japan,

Deutschland, Italien, Polen und Nordamerika (1).



Kontinent Frauen Manner Gesamt Anteil Laufer in %

Europa 10129 72426 82555 73,5
Asien 2912 17903 20815 18,5
Nordamerika 1687 4936 6623 59
Australien 268 871 1139 1,0
Sitdamerika 91 569 660 0,6
Afrika 117 357 474 0,4

Tabelle 1: Anzahl der Finisher pro Herkunftskontinent der Athleten (libersetzt aus (1))

Die Trainingsumfange von Ultralaufern wurden in der ULTRA-Studie von Hoffman et al.
untersucht. Hierzu wurden Laufer aller Distanzen Uber 50 km befragt. Die dem ersten
Wettkampf vorausgegangene Anzahl an Trainingsjahren betrug im Durchschnitt 7 Jahre
mit einer Spannweite von 3 bis 15 Jahren. Die Gruppe der Laufer mit 3 oder weniger
Jahren Lauferfahrung machte aber einen beachtlichen Anteil von 25 % aus. Der
Trainingsumfang im Jahr vor dem Wettkampf betrug durchschnittlich 3347 km, und
nahm auch mit steigendem Alter kaum ab (7).

140-
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60
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Abbildung 1: Haufigkeiten der angegebenen Laufjahre (mit regelméaRigem Laufen an mindestens 3
Tagen/Woche) vor erstem Ultramarathon (7)

1.2 Wissenschaftliches Interesse an Ultramarathons

Mit den steigenden Teilnehmerzahlen bei Ultramarathons, wurde auch vermehrt
wissenschaftliches Interesse an dieser Extremsportart geweckt. So wurden bis heute
bereits viele Teilbereiche korperlicher Verédnderungen in und um Wettlaufsituationen
untersucht. Dazu gehoren kardiovaskulare Anpassungen, die kognitive und

neuromuskuléare Funktion, sowie metabolische und immunologische Parameter (8-16).
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Die Auswirkungen von einzelnen Langzeitausdauerbelastungen auf diese
Komponenten sind in der Literatur beschrieben, jedoch gibt es noch lickenhaftes
Wissen in den Teilgebieten und auch das Zusammenspiel aller Faktoren, sowie die
maoglichen Auswirkungen repetitiver extremer Belastungen tber Jahre, bleibt ungeklart.
Zudem ist in vielen dieser Teilbereiche noch keine klare Aussage zu treffen, ob die
untersuchten Reaktionen auf den Ultralauf einen physiologischen oder mdglicherweise
auch pathologischen Stellenwert haben. Das liegt mitunter auch am Design der Studien:
oft kdnnen nur kleine Kollektive mit ausgewéhlten Verfahren, wie z.B. Echokardiografie,
EKG, Muskelbiopsien oder Laboruntersuchungen, zu bestimmten Teilaspekten
untersucht werden. Diese Vorgehensweise ist mitunter dadurch begriindet, dass eine
vollumfassende Datenerhebung mit gro3em Aufwand fir Sportler und Untersucher
verbunden ist und es wurden sich auch logistische Schwierigkeiten bei der
Bereitstellung der benétigten Gerate und Materialien im Zielbereich ergeben. Auch
handelt es sich bei den meisten Ultramarathon-Events um kleinere Veranstaltungen mit
wenigen Teilnehmern, was die Rekrutierung grol3erer Kollektive erschwert.

Der Ultralauf ist keine Domane der Leistungssportler, sondern hat einen hohen Antell
von Teilnehmern aus dem ambitionierten Freizeitsportbereich, wobei auch die
Freizeitlaufer sehr hohe Trainingsumfange von tber 100 km pro Woche absolvieren (7).
Unter den Freizeitsportlern ist der Anteil der alteren L&aufer (> 40 Jahre) stetig
gewachsen (2, 5, 6). Die Laufer in dieser Altersgruppe tragen ein besonders hohes
Risiko, da sie oft nicht frei von Vorerkrankungen, vor allem im kardiovaskularen Bereich,
sind. Aufgrund der mdglichen gesundheitlichen Auswirkungen dieser extremen
Belastungen in einem potentiellen ,Risikokollektiv von Sportlern erscheint es umso
wichtiger, evidenzbasierte sportmedizinische Screenings zu entwickeln, um Sportler vor
gesundheitlichen Gefahren schitzen zu kodnnen, oder sie beim Wettlauf besser
begleiten zu kénnen. Noch gibt es allerdings nur wenige Referenzdaten, um eine
verlassliche Einschatzung mdglicherweise negativer gesundheitlicher Auswirkungen
und Empfehlungen fir die Trainings-, Wettkampf- und Erholungsphase zu entwickeln.
Doch auch aulRerhalb der Grenzen der Sportmedizin ist ein Ultramarathon als
Forschungsgegenstand von Interesse, da er Gelegenheit bietet, korperliche
Anpassungen in Extremsituationen zu studieren und daraus Modelle fir pathologische

und regenerative Prozesse im Allgemeinen abzuleiten (17, 18).



1.3 Der Mauerweglauf Berlin

Der Berliner Mauerweglauf fuhrt die Laufer auf seiner 100 Meilen (etwa 161 km) langen
Strecke durch Berlin und Umland und erinnert an die Opfer der damaligen Grenze, die
Deutschland von 1961 bis 1989 teilte. Dabei wird jedes Jahr der Fokus auf das
Einzelschicksal eines Maueropfers gelegt, dessen Konterfei auf der Finisher-Medaille
abgebildet ist. Seit der Lauf im Jahr 2011 ins Leben gerufen wurde, erfreut er sich stetig
wachsender Teilnehmerzahlen. Es ist mdglich, am Lauf als Einzelperson oder als
Staffel mit mehreren Laufern teilzunehmen. Einzellaufer missen, um als Finisher zu
gelten, den Lauf in unter 30 Stunden beenden. Laut der Deutschen Ultramarathon
Vereinigung e.V. (DUV) hatte der Lauf in seinen Anfangen im Jahr 2011 78 Finisher

unter den Einzellaufern, 2016 waren es bereits 247 Finisher und 2017 waren es 271

(19).
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Abbildung 2: Anzahl der Finisher des Mauerweglaufes (19)

1.4 Zielsetzung und Relevanz

Ziel der Arbeit ist es, die immunologischen Veranderungen im Rahmen des
Mauerweglaufes auf Ebene der Zytokine und im Blutbild umfassend zu beschreiben und
auch mogliche Zusammenhéange zu anderen Parametern herzustellen. Hierzu zahlt die
Verbindung der immunologischen Marker zu laborchemischen Parametern flr
Inflammation (CRP) und Muskelschaden (CK). Ein weiterer Untersuchungsgegenstand

sind die bei Ultramarathons vermehrt auftretenden Infektionen der oberen Atemwege



und auch gastrointestinale Beschwerden, mit denen viele Laufer wéhrend und nach
dem Lauf zu schaffen haben. Hier ist zu untersuchen, ob und inwiefern das Zytokinprofil
die erhdhte Anfalligkeit fur Atemwegsinfektionen bedingt und mit dem Auftreten von
gastrointestinalen Beschwerden in Verbindung steht. Weiterhin soll die kardiale
Funktion, welche durch die Laborwerte Troponin | und NTproBNP eingeschatzt werden
soll, auf immunologische Beeinflussung untersucht werden.

Ein tiefergehendes Verstandnis dieser Zusammenhange ist aus sportmedizinischer
Sicht interessant, um die gesundheitlichen Risiken eines Ultramarathons besser
einschatzen zu kénnen und auf lange Sicht das Screeningverfahren fur die Laufer vor
der Belastung zu optimieren. So entstehen neue Perspektiven fir die individuelle
sportmedizinische  Beratung der L&ufer. Hierzu zahlen die individuelle
Risikoeinschatzung, die Einschatzung der Sporttauglichkeit sowie evidenzbasierte

Empfehlungen zur Vor- und Nachbereitung des Wettlaufes.

1.5.1 Blutbildveranderungen

Starke Ausdauerbelastung zieht, neben anderen Auswirkungen auf das Immunsystem,
auch eine Veranderung in der Anzahl und Funktionalitat zirkulierender Zellen in einigen
Untergruppen der Leukozyten nach sich (20, 21). Auch in Folge von Ultramarathons
konnten solche Verdnderungen beobachtet werden, wie z.B. in Untersuchungen von
Shin et al.. Sie stellten nach einem 308-km-Lauf signifikant erhéhte absolute Zahlen
zirkulierender Leukozyten, Monozyten und Neutrophilen fest, und eine Verringerung in
der Anzahl der Lymphozyten und Eosinophilen. Auch einige Chemokine, wie z.B. das
chemotaktisch auf Neutrophile wirkende IL-8, waren im Serum erhoht. Diese
Beobachtungen weisen auf eine starke systemische Inflammation hin (22). Im Hinblick
auf die Neutrophilie erkannten Suzuki et al., dass vor allem die Zellzahlen in den
Subgruppen Monozyten und stabkernige Neutrophile nach Marathonlauf erhéht waren.
In Korrelation mit dem Anstieg der stabkernigen Neutrophilen wurde auch ein Anstieg
der IL-6-Konzentration im Plasma beobachtet, was die Vermutung zul&sst, dass IL-6
eine Freisetzung der Immunzellen aus dem Knochenmark bewirkt. Zudem war auch in
dieser Untersuchung das Neutrophilen-Chemokin IL-8 im Plasma signifikant erhoht
(23). Stelzer et al. konnten zuséatzlich zu der Leukozytose nach Ultramarathon auch
eine  eingeschrankte  Funktionalitdt  der  zirkulierenden  ha&matopoetischen
Progenitorzellen feststellen, wodurch die Regeneration der Zellpopulationen des

Immunsystems beeintrachtigt werden kann (13).
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Neben chemotaktisch wirkenden Zytokinen und der eingeschrankten Funktion der
Progenitorzellen, kann eine vermehrte Produktion von Stresshormonen wahrend des
Ultralaufes als Ursache fir die Veranderungen im Blutbild gesehen werden. Kortisol
zeigte positive Korrelationen mit dem Ausmald der Leukozytose nach
Ausdauerbelastung (21) und auch Katecholamine sind in der Lage eine Leukozytose zu

induzieren (24).
1.5.2 Zytokinveranderungen

Bereits in mehreren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der Zytokinspiegel
im Plasma bei Ultralaufern nach dem Wettlauf ansteigt. Besonders konsistent und
ausgepragt in allen Studien waren die Anstiege von IL-6, IL-10 und IL-8 (8-10, 22, 23),
Nieman et al. sahen zudem auch Erh6hungen von IL-1RA, G-CSF, MCP-1, MIP-18,
TNFa und MIF (12, 14, 25). Luk et al. stellten zwar auch einen Anstieg von IL-6, IL-10
und IL-8 fest, jedoch, teils im Unterschied zu Nieman et al., einen Abfall von IL-1pB, IL-2,
G-CSF, TNFa, IL-4, 1I-13 (26). Die Studien konnten also nicht durchgehend
widerspruchsfreie und reproduzierbare Ergebnisse liefern, was Anlass zu weiteren
Untersuchungen gibt. Es geht aber aus allen Studien hervor, dass die Zytokinprofile
eine inflammatorische Reaktion auf die extreme Ausdauerbelastung anzeigen.

Die Inkonsistenz in den Beobachtungen zu Ultralaufen lasst sich eventuell durch die
hohe interindividuelle Varianz in den Zytokinprofilen der Finisher erklaren, die Nieman
feststellen konnte, wobei sich aber kein signifikanter Unterschied zwischen Méannern
und Frauen zeigte (27). Zudem scheint die interindividuelle Zytokinvarianz in keiner

Verbindung zum Ausmal} des oxidativen Stresses zu stehen (28).

1.5.2.1 Ausldser der Hyperzytokinamie

Oxidativer Stress wie z.B. die Ausschittung von Stickstoffmonoxid (NO) ist dennoch ein
potenzieller Trigger der Zytokinproduktion. Steensberg et al. fanden Hinweise, dass NO
im Muskel die Expression von Genen beeinflusst, die zur vermehrten Bildung von u.a.
IL-6 und 1I-8 fUhrt (29). Weitere Trigger kdnnen auch Stresshormone wie Katecholamine
und Cortisol sein, die wéhrend Ultraldufen vermehrt ins Blut gelangen (13, 30). Cortisol
induziert dabei als antiinflammatorisches Hormon auch eher antiinflammatorische T2-
Zytokine und wirkt regulatorisch auf proinflammatorische Zytokine wie IL-1 und TNFa
(31-34). Gill et al. stellten die Hypothese auf, dass Entzindungsmediatoren wie

Zytokine als Reaktion auf eine Endotoxeinamie ausgeschiittet werden, welche durch
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eine Stérung der intestinalen Epithelfunktion entsteht. Die Epithelien des
Verdauungstraktes werden wahrend eines Ultramarathons durch Minderperfusion und
Volumendepletion im Organismus stark strapaziert und konnen so leicht in ihrer
Funktion beeintrachtigt werden. Lipopolysaccharide kdnnen so in die Blutbahn gelangen
und damit eine Zytokinantwort triggern (8, 35). Direkte Korrelationen von Zytokinen und
gastrointestinalen Beschwerden konnten jedoch bisher noch nicht gezeigt werden.
Daruiber hinaus kann der durch Ultralauf induzierte Muskelschaden als ein Ausloser der
Zytokinamie gesehen werden (36). So stellten Nieman et al. fest, dass der
Muskelschaden nach 160 km Ultralauf mit den Zytokinveranderungen korrelierte (14).
Die erhtéhten Zytokinwerte kdonnten demnach nicht ausschlielich von Immunzellen,
sondern auch von Myozyten im belasteten und geschadigten Muskel produziert werden
(37-39). Eine Verbindung der Zeit, in der eine Strecke absolviert wurde, mit der
Zytokinausschuittung konnte seither nur von Luk et al. in Bezug auf IL-10 beobachtet
werden, welches in der schnellen Probandengruppe signifikant anstieg, in der
moderaten und langsamen Gruppe aber nicht. IL-6 und IL-8 verzeichneten auch
signifikante Anstiege, Korrelationen zur Geschwindigkeit konnten aber fur keine
weiteren Zytokine gefunden werden (26). Letztendlich sind die méglichen Trigger der
Zytokinfreisetzung zahlreich, und es liegt punktuell auch Evidenz fir die Mechanismen
vor, doch die Zusammenhange sind bei Weitem noch nicht ausreichend aufgeklart und

verstanden.

1.52.21L-6

IL-6 zeigte in Studien zu Ultraldufen von allen Zytokinen die héchsten Anstiege (8, 10,
12, 14, 25). Die Quelle des IL-6 wird zum Uberwiegenden Teil im belasteten Muskel
gesehen (40, 41). Hierzu gibt es mehrere Hypothesen: Zum einen koénnte die
Verletzung von Muskelfasern eine Freisetzung von IL-6 bedingen (40), zum anderen
konnte IL-6 von kontrahierenden Muskeln als Reaktion auf niedrige Glykogenspiegel
freigesetzt werden, als Signal an die Leber, mehr Glukose bereit zu stellen (38, 42). Es
wird weiterhin vermutet, dass auch Verdnderungen der Kalziumhomoostase und die
vermehrte Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) im Muskel als Triggerfaktoren
zur IL-6 Freisetzung beitragen (43). Wallberg et al. fanden zudem heraus, dass bei
extrem langanhaltender Ausdauerbelastung tber 12 Stunden, die Intensitat und nicht

die Dauer der Belastung den Anstieg von IL-6 bestimmt (44).
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Die Freisetzung von IL-6 wird durch Inhibitoren, wie IL-1ra und TNF-Rezeptoren, sowie
dem antiinflammatorischen IL-10 reguliert (45), deren Freisetzung IL-6 auch selbst
induziert (40, 46). Weiterhin stimuliert IL-6 die Cortisolausschittung und ist damit,
zumindest teilweise, fur die erhdhten Cortisolwerte nach Ultramarathons verantwortlich
(46, 47). Cortisol hat zwar eine inhibitorische Wirkung, beispielsweise auf IL-18 und
TNFa, nicht aber auf IL-6 (33, 34). Zudem werden IL-18 und TNFa von IL-6 selbst
inhibiert (48, 49). Dies kbnnte den Umstand erklaren, dass weit grof3ere Anstiege von
IL-6 als von anderen Zytokinen zu verzeichnen sind (33). Weitere Einfliisse von IL-6 auf
die Immunreaktion sind die Induzierung von CRP, indem es die Hepatozyten zur
Produktion von Akute-Phase-Proteinen anregt (46, 50, 51), und die Mobilisation und
Beeinflussung der Funktionalitat von Neutrophilen Granulozyten (23, 36, 52, 53).

Mit seinen zahlreichen Funktionen ist IL-6 nicht klar als inflammatorisches oder
antiinflammatorisches Zytokin einzuordnen, da es wie oben beschrieben viele eher
antiinflammatorische Effekte hat, aber auch eine Rolle in Autoimmunerkrankungen oder
der Frihphase von Infektionen spielt (54). Demnach wird es in der Literatur eher in die
Kategorie der multifunktionalen Zytokine eingeordnet (55). Im Kontext der
Ausdauerbelastung spielt IL-6 eine wichtige Rolle als Sensor und Vermittler der
Energiebereitstellung im Muskel (38, 41, 42) und es verbessert die Lipolyse und
Lipidoxigenierung (56, 57). Folglich ist es neben seiner immunmodulatorischen Funktion
auch bedeutsam fir die Anpassung des Korpers an die aulRergewohnliche
Stoffwechsellage wahrend Ultralaufen, die durch einen langanhaltend erhdhten

Energiebedarf der Muskeln gepragt ist.
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Abbildung 3: Mogliche Effekte von aus dem Muskel freigesetztem IL-6 bei kdrperlicher Belastung (43)

1.5.2.3 Zytokine und Marker fir Muskelschaden und Entziindung (CK, CRP)

Ultralaufe konnen mit erheblichem Muskelschaden assoziiert sein (58), welcher eine
ausgepréagte Invasion von Neutrophilen und Makrophagen ins Muskelgewebe, und
damit eine inflammatorische Reaktion hervorruft (59). Folglich stehen auch die
Plasmazytokine nach Ultralauf in Verbindung mit dem Ausmald von Muskelschaden und
Entziindung: Die Laufer mit den hochsten Werten fur Kreatinkinase (CK), als Marker fur
Muskelschaden, und CRP, als Marker fur Entziindung, zeigten auch die grof3ten
Anstiege von den Zytokinen IL-6, G-CSF, IL-10, MCP-1 und IL-1ra. Die Korrelation war
in diesem Zusammenhang am starksten fur IL-6 und G-CSF ausgepragt (14, 25, 60). IL-
6 inhibiert die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie IL-1 und TNFa und
stimuliert wiederum antiinflammatorische Zytokine wie IL-1ra und IL-10 (40, 46, 48, 49).
G-CSF unterstitzt IL-6 in seiner Funktion, indem es dessen Freisetzung induziert und

die gleichen proinflammatorischen Zytokine inhibiert (61). Man kann also sagen, dass
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die Sportler mit dem gré3ten Muskelschaden auch die gréf3ten antiinflammatorischen

Reaktionen zeigten (14).

1.5.2.4 Zytokine und kardiovaskulare Veranderungen

Entzindungsmarker wie Interleukine stehen erwiesenermal3en in Verbindung mit
kardiovaskularen Erkrankungen, in Bezug auf Entstehung, Verlauf und Prognose (62-
64). Beispielsweise konnte bei Patienten mit Herzversagen gezeigt werden, dass TNFa
und IL-6 den Krankheitsverlauf negativ beeinflussen und pradiktiv fir die Mortalitat sind
(65). Die Auswirkung des Zytokinprofils nach Ultramarathons auf die kardiale Funktion
wurde bisher kaum untersucht. Krzeminski et al. beobachteten nach einem 100-km-Lauf
Veranderungen der linksventrikularen Funktion, an deren Entstehung eventuell TNFa
beteiligt ist. TNFa korrelierte mit zwei Indizes fur die linksventrikuldare Funktion
(fraktionelle Faserverkirzung und E-Wellen-Dezelerationszeit) (9). Eine Studie von La
Gerche et al. zeigte, dass die belastungsinduzierte kardiale Dysfunktion mit Anstiegen
von Zytokinen assoziiert war. Dies galt v.a. fur die proinflammatorischen Zytokine IL-1j3,
IL-12p70 und TNFa, die auch wesentlich an kardiologischen Pathologien beteiligt sind.
Diese Zusammenhange beweisen bei Weitem noch keine Kausalitat, geben aber
Anlass zu weiteren Nachforschungen, ob und inwiefern die durch Sport induzierte
Inflammation die kardiale Dysfunktion bedingt (10). Inflammation ist ein wichtiger Tell
des regenerativen Prozesses nach Schaden an Myozyten, doch langanhaltende und
exzessive Entziindung kann auch selbst zu Gewebeschaden und Dysfunktion fiihren
(66). Diese Hypothese ist eventuell auch auf starke Ausdauerbelastung anwendbar,
doch ob und wie sich die Immunreaktion nach Ultralauf kausal auf das Herz auswirkt,

bleibt bisher noch unklar.
1.5.3 Infektanfalligkeit

Sport im Allgemeinen kann positive und negative Effekte auf das Immunsystem im
Hinblick auf die Infektanfalligkeit, z.B. flr obere Atemwegsinfektionen (OAWI/URTI)
haben (67). Dauer und Schwere der sportlichen Betatigung sind in dieser Hinsicht die
entscheidenden Faktoren: wéhrend regelmaflige, moderate korperliche Belastung, im
Vergleich mit einem eher inaktiven Lebensstil, mit einem verminderten Risiko
einhergeht, kann exzessive, langandauernde kérperliche Belastung gegenteilige Effekte
haben (67-70). Es wurde gezeigt, dass die Inzidenz von URTI bei Sportlern normal ist in

moderaten Trainingsperioden, sich aber erhdht in harten Trainingsperioden oder
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Wettkampfphasen (71). Moderate Bewegung von etwa zwei Stunden pro Tag geht mit
einer Reduktion des Risikos fur URTI um 29 % einher (69). Doch sehr starke
Langzeitausdauerbelastung, z.B. im Rahmen von Ultralaufen, hat eine zeitlich
begrenzte Suppression verschiedener Aspekte des Immunsystems zur Folge (67, 71).
Mehrere Studien zu Ultralaufen zeigten, dass nach dem Wettkampf unter den Laufern
die Inzidenz von URTI-Symptomen deutlich gesteigert war (71-74). Einer von vier
Laufern des Western States Endurance Run (WSER) zeigte URTI-Symptome in den
zwei Wochen nach dem Lauf (75). Eine signifikante Korrelation mit Immunparametern
ergab sich nur mit der slgA-Sekretion, gemessen im Speichel (12, 75). Diese inverse
Korrelation von slgA und URTI konnte in mehreren Untersuchungen bestatigt werden
(76, 77), wobei zweifelhaft ist, dass vermindertes sIgA allein verantwortlich fur die
erhohte Infektanfalligkeit ist (27). Jedoch konnten in der Gruppe von 350 WSER-
Athleten keine Unterschiede zwischen URTI- und Nicht-URTI-Gruppe in Bezug auf
andere immunologische, demographische oder das Training betreffende Parameter
festgestellt werden, was darauf schlieBen lasst, dass sich die Suche nach einem
weiteren pradiktiven Faktor fir das Auftreten von URTI komplex gestalten konnte (27).
In einer Umfrage in der Trainingsphase vor dem WSER gab eine deutliche Mehrheit (81
%) der Laufer an, nach subjektiver Einschatzung, weniger URTI zu haben als Nicht-
Trainierende (27). Nach dem Lauf litten jedoch 26 % der Laufer an Symptomen eines
URTI (12). Das erhéhte Auftreten von URTI-Symptomen ist problematisch, da viele
Sportler in ihrem Training eingeschrankt sind, was zu Leistungsabféllen fihren kann
(67). Uber die Ursache der erhohten Infektanfalligkeit der Laufer lasst sich bisher jedoch
nur spekulieren. Die Suppression der Interferon-Gamma- (IFNy) Produktion steht als
auslosender Faktor zur Diskussion, da IFNy mafgeblich an der Abwehr von Viren
beteiligt ist (78). Es wurde aber noch nicht gezeigt, dass die Laufer mit der deutlichsten
Immunsuppression im Zytokinprofil auch die mit den meisten URTI sind (72). Eine
multifaktorielle Genese, bei der auch metabolische Veranderungen und psychische
Belastung, sowie physikalische Stressoren aus der Umwelt eine Rolle spielen, wird
vermutet (67).

Es ist zu erwahnen, dass in den meisten hier genannten Studien, die Zahlen der URTI
durch Selbsteinschatzung der Laufer zu Symptomen wie z.B. laufende Nase, Husten
und Halsschmerzen, anhand von Fragebdgen erhoben wurden. Doch Infektionen sind
nicht zwangslaufig der alleinige Ausloser dieser Symptome, sondern auch andere

Faktoren konnen dazu fuhren, wie Austrocknung und Entziindung der Atemwege oder
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die vermehrte Einatmung von luftverschmutzenden Partikeln und Allergenen durch
erhohte Atemfrequenz und Atemtiefe (67). Es wird auch vermutet, dass die
Hyperzytokinamie auch ohne vorliegende Infektion der Ausléser mancher grippeartigen
Symptome wie Fatigue, Fiebergefihl sowie Kopf- und Gliederschmerzen sein kann (14,
79, 80). Man sollte also bei der Suche nach den Mediatoren der erhéhten URTI-

Symptome auch eine nichtinfektiose Genese in Betracht ziehen.
1.5.3 Gastrointestinale Symptome

Gastrointestinale Beschwerden treten sehr haufig wahrend Ultramarathons auf und sind
ein bedeutsamer leistungslimitierender Faktor, da sie nicht nur beim Laufen selbst
behindern, sondern auch die essentielle Flissigkeits- und N&hrstoffaufnahme wahrend
eines Langstreckenlaufes einschranken (81). Die Beschwerden basieren wahrscheinlich
auf einer Schadigung des intestinalen Epithels, was auch durch den haufig positiven
Hamoccult-Test nach dem Lauf nahegelegt wird (82). Die Faktoren, die diese
Epithelschadigung bedingen oder beeinflussen koénnen, sind zahlreich. Das
mechanische Trauma und die Minderperfusion im Splanchnikusgebiet mit folgender
Ischamie werden als Hauptursachen angesehen (8, 83). Auch Nahrungs- und
Flissigkeitsaufnahme, Trainingsumfang, AulRentemperatur oder nicht-steroidale,
antiinflammatorische Schmerzmittel stehen im Verdacht, einen Einfluss auf das das
Ausmal’ der gastrointestinalen Schadigung zu haben, ein Kausalzusammenhang geht
aber bisher aus keiner Studie hervor (8, 84, 85). Folge dieser Epithelschadigung ist
letzten Endes eine Barrierestdrung, mit resultierender Endotoxeindmie (85, 86), die
auch einer der Ausloser der Zytokinamie sein kdnnte (35). Genauere Verbindungen in
Bezug auf einzelne Zytokine konnten bisher jedoch nur in einer Studie von Gill et al.
beobachtet werden. Hier sah man eine positive Korrelation zwischen dem Auftreten von
gastrointestinalen Symptomen und der IL-8 und IL-10 Konzentration im Blut, was
vermuten lasst, dass ein hoheres Symptomvorkommen mit mehr Immunaktivierung (IL-
8) und mehr kompensatorischen, antiinflammatorischen Mechanismen (IL-10) assoziiert

ist (8). Diese ersten Erkenntnisse sind noch zu validieren.

1.5.4Typ 1 und Typ 2 Immunantwort

T-Helferzellen (TH-Zellen) lassen sich anhand ihrer funktionellen Eigenschaften in Typ-
1- und Typ-2-TH-Zellen einteilen (87, 88). Entsprechend der vorwiegend aktiven TH-

Zellen und des damit einhergehenden Zytokinprofils, kann auch die Reaktion des
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Immunsystems in Typ-1- (T1) und Typ-2- (T2) Immunantwort klassifiziert werden (89).
Das dynamische Gleichgewicht der beiden Immunantworten wird als T1/T2-Balance
bezeichnet und ist seit einigen Jahren Gegenstand der Forschung (90-92). Das
Uberwiegen einer Untergruppe von TH-Zellen und ihrer Zytokine im Sinne eines T1/T2-
Ungleichgewichtes, wird auch im Zusammenhang mit Langzeitausdauerbelastung als
Indikator von Immunveranderungen diskutiert (93). Es wird vermutet, dass dieses
Phanomen einer der Mechanismen ist, die eine erhOhte Infektanfalligkeit und ein
vermehrtes  Auftreten allergischer Reaktionen bei Sportlern nach starker
Ausdauerbelastung hervorrufen (67, 94).

Die Einteilung in Typ-1- und Typ-2-TH-Zellen wurde erstmals im Jahr 1986 von
Mosmann et al. erwahnt (89). Es gibt keinen generell anwendbaren Konsensus bei der
Definition des T1/T2-Paradigmas, in der Literatur werden jedoch sehr &hnliche
Definitionen verwendet (67, 89, 93). In Anlehnung daran ergibt sich folgende, fur diese
Arbeit am sinnvollsten erscheinende Beschreibung: Typ-1-TH-Zellen produzieren
vornehmlich TNFa, IFNy und IL-2 (88). Sie sind Bestandteil der zellvermittelten
Immunantwort und dienen, Uber Mechanismen wie Makrophagenaktivierung, der
Abwehr gegen intrazellulare Pathogene wie z.B. Viren (88, 95). Im Unterschied dazu
beteiligen sich Typ-2-TH-Zellen als Bestandteil der humoralen Immunantwort an der
Abwehr extrazellularer Pathogene und produzieren vor allem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und
IL-13 (87, 88). IL-13 und IL-4 sind Mediatoren der B-Zell-Reifung und -Differenzierung
und stimulieren die Antikdrper-Produktion. Des Weiteren induzieren Typ-2-TH-Zellen
IgE-vermittelte allergische Reaktionen, die Aktivierung von Eosinophilen und
Ubernehmen regulatorische Aufgaben bei der Reparatur von Muskelgewebe nach
Verletzung (59).

In mehreren Berichten wird der Einfluss von Sport auf die T1/T2-Balance thematisiert.
Nach Langzeitausdauerbelastung ist eine Verschiebung des Gleichgewichtes in
Richtung der Typ-2-TH-Zellen zu beobachten (93, 94). Das verminderte Vorkommen
von Typ-1-TH-Zellen im Blut kdbnnte mit Hormonveréanderungen assoziiert sein. Sowohl
Kortisol als auch Katecholamine werden wahrend des Ultramarathonlaufes vermehrt
produziert (13) und unterdriicken die Typ-1 Immunantwort, wahrend sie die Typ-2-
Immunantwort stimulieren (96). Beide Hormone wirken dabei Uber ihre Rezeptoren an
Antigen-prasentierenden Zellen (APC), indem sie die Produktion von IL-12 hemmen,
welches Typ-1-TH-Zellen und die Produktion von IFNy induziert (97, 98). Gleichzeitig

fordern Katecholamine wie Adrenalin und Noradrenalin die Produktion von T2-Zytokinen
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wie z.B. dem antiinflammatorischen IL-10 und induzieren so einen T2-Shift in der

Immunantwort (99). Steensberg et al. konnten eine negative Korrelation von Adrenalin

im Plasma mit dem prozentualen Anteil von Typ-1-TH-Zellen im Blut nach langerer

Ausdauerbelastung feststellen. Des Weiteren ergab sich aus dieser Untersuchung eine

positive Korrelation von IL-6 und Typ-2-TH-Zellen (100). Dies lasst vermuten, dass auch

IL-6, welches nach Ultralaufen im Plasma stark erhdhte Werte aufweist (8, 12, 13, 22,

44), zu der T2-Verschiebung der Immunantwort beitragt.

2. Hypothesen

Folgende Hypothesen wurden nach Anschauung der Literatur aufgestellt:

1.

Die Langzeitausdauerbelastung der Sportler geht mit einer ausgepragten, aber
zeitlich begrenzten Zytokindmie nach dem Lauf einher, wobei unter anderem
erhdhte Werte von IL-6, IL-8 und IL-10 zu erwarten sind.

Es besteht eine Beeinflussung der Zytokine untereinander, die mdglicherweise in
Korrelationen einzelner Zytokine sichtbar wird.

Die immunologischen Verdnderungen zeigen sich auch im Blutbild, wo eine
Neutrophilie, Basophilie, Leukozytose und Monozytose, sowie Lymphopenie und
Eosinopenie erwartet wird. Mutmallich konnten Zytokine fur diese
Veranderungen verantwortlich sein, wie z.B. IL-6 und IL-8 fur Leukozytose und
Neutrophilie, oder IL-10 fur die Lymphozytose.

Die Zytokinamie ist fir gastrointestinale Beschwerden der Laufer, sowie flr
Symptome eines oberen Atemweginfektes nach dem Lauf mitverantwortlich.

Als Nebenhypothese wird der Zusammenhang der Auspragung der Zytokinamie
mit kardialer Dysfunktion untersucht, im Hinblick auf eine eventuell
immunologisch vermittelte Kardiomyopathie nach Ultralauf. Hier liegt der Fokus
auf den in vorausgegangenen Untersuchungen betrachteten Interleukinen IL-1,
IL-12p70 und TNFa.
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3. Methoden

3.1 Probandenrekrutierung

Die Studienteilnehmer wurden mithilfe der Veranstalter des Berliner Mauerweglaufs in
den Jahren 2016 und 2017 angeschrieben und rekrutiert. Es wurden volljahrige
mannliche und weibliche L&ufer ohne weitere Altersbegrenzung zur Teilnahme
zugelassen. Alle Teilnehmer mussten eine schriftliche Einverstandniserklarung
abgeben. Ausschlusskriterien waren Vorerkrankungen wie Diabetes Mellitus oder
bekannte Herz-Kreislauf-Erkrankungen, die die Sporttauglichkeit oder Teilnahme am

Mauerweglauf beschranken kdnnten.

3.2 Studiendesign

Die Untersuchung der Laufer fand zu drei Zeitpunkten statt: eine Voruntersuchung, eine
Untersuchung direkt nach Zieleinlauf und eine Abschlussuntersuchung. Die L&ufer
wurden ein bis zwei Wochen vor dem Mauerweglauf in die sportmedizinische Ambulanz
der Charité in Berlin einbestellt. Hier fand die Voruntersuchung statt, die einen
standardisierten sportmedizinischen Check-up mit ausfiihrlicher Anamnese, EKG,
Echokardiographie, = Anthropometrie  und  Laufbandergometrie  mit  Laktat-
Leistungsdiagnostik beinhaltete. Zudem wurden Blutproben abgenommen, woraus
zusatzlich zum Routinelabor auch immunologische, endokrinologische, metabolische
und kardiale Parameter bestimmt wurden.

Direkt nach dem Zieleinlauf wurden die Echokardiographie und das EKG widerholt. Es
fand erneut eine Blutentnahme statt und alle Laufer wurden mit einem 24-Stunden-EKG
ausgestattet. Das Auftreten von oberen Atemwegsinfektionen und gastrointestinalen
Beschwerden (GIB) wurde mithilfe von Fragebdgen dokumentiert. Diese wurden nach
Zieleinlauf und in der darauffolgenden Woche taglich ausgefiillt. Enthalten waren auch
Fragen hinsichtlich der subjektiven Schmerzwahrnehmung, allgemeiner Stimmung und
Kognition der Laufer.

Zur Abschlussuntersuchung kamen die Probanden etwa eine Woche nach dem Lauf
wieder in die sportmedizinische Ambulanz der Charité und es wurde erneut eine
Echokardiografie, ein EKG und eine Blutentnahme durchgefuhrt. Fir alle Vorgange im

Rahmen der Studie wurde das Einverstdndnis der Ethikkommission eingeholt. Der
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Antrag zur Durchfihrung der Untersuchungen beim Mauerweglauf wurde von der

Ethikkommission der Charité Universitatsmedizin Berlin bewilligt.

3.2.1 Fragebdgen

Alle Fragebbdgen wurden online als Google-Dokumente hochgeladen und von den
Probanden ausgefullt. Zur Einschatzung der URTI-Symptome wurde der Wisconsin
Fragebogen zu Beschwerden der oberen Atemwege (WURSS-21) genutzt, der bereits
erprobt und reliabel ist (101). Dieser wurde in der Woche nach dem Lauf taglich
ausgefullt. Die gastrointestinalen Beschwerden wéhrend des Laufes wurden im
Nachhinein einmalig durch einen Fragebogen erhoben, der, in Anlehnung an eine Arbeit
von Struempfle und Hoffman (102), speziell fir den Mauerweglauf Ubersetzt und
angepasst wurde. Es werden Symptome des oberen und unteren Magen-Darm-Traktes
abgefragt und auch eine Einschatzung der Art und Schwere gegebenenfalls
auftretender Schmerzen ist méglich.

3.3 Wettlaufsituation und Untersuchung im Zielbereich

Die 161 km lange Strecke des Berliner Mauerweglaufes verlauft weitestgehend flach
und ist zu groRen Teilen asphaltiert. Sie fuhrt die Laufer aber auch Gber Feldwege und
durch bewaldete Gebiete durch das Berliner Umland. Fir die Verpflegung der Laufer
mit Speisen und Getranken gibt es 27 Verpflegungspunkte entlang der Strecke, die von
Uber 350 freiwilligen Helfern betreut werden (103). Der Mauerweglauf startet um 6 Uhr
morgens und ein erfolgreicher Zieleinlauf ist bis 12 Uhr mittags am Folgetag maéglich.
Start und Ziel befanden sich auf dem Gelande des Friedrich-Ludwig-Jahn-Sportparks,
welcher gute Bedingungen fir die Untersuchung der Probanden unmittelbar nach
Zieleinlauf bot. Um die Untersuchung der Probanden zum Zeitpunkt POST realisieren
zu konnen, mussten alle bendétigten Gerdate (EKG, Ultraschallgerat) und
Labormaterialien zur Blutabnahme und fir die praanalytische Aufbereitung (Zentrifugen,
Pipetten, Trockeneis zur Lagerung) in die Geb&ude des Sportparks verbracht werden.
Durchgefihrt wurden die Untersuchungen von 10 bis 15 Mitarbeiter des
Sportmedizinischen Institutes der Charité, die Uber den gesamten Zeitraum der

erwarteten Zieleinlaufe, von etwa 23:00 Uhr bis 12:00 am Folgetag, anwesend waren.
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3.4 Labor

3.4.1 Blutprobenentnahme und Praanalytik

Die Blutproben wurden aus einer peripheren Vene am Arm in liegender oder sitzender
Position der Probanden abgenommen. Insgesamt wurden pro Proband und
Blutentnahme 13 Blutprobenréhrchen mit etwa 80 ml Blut entnommen, wovon jedoch
nur drei fur die hier vorliegende Arbeit bendtigt wurden. Eine EDTA-Monovette (2 ml)
und eine Heparin-Monovette (5 ml) wurden ohne weitere Verarbeitung an das Labor der
Charité geschickt zur Bestimmung des grofRen Blutbildes und der Parameter der
klinischen Chemie. Die Messung der Zytokine erfolgte im Studienlabor der Immunologie
der Charité am Campus Virchow Klinikum. Vor dem Transport dorthin mussten die
Proben vorbereitet und stabilisiert werden. Eine Serum-Monovette (9 ml) wurde 30
Minuten in aufrechter Position gerinnen lassen und anschlieRend 10 Minuten
zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand in drei Eppendorf-Tubes mit je 500 pl
Fassungsvermogen abpipettiert und ebenfalls bei — 80 °C eingefroren. Die Proben
wurden spater in gefrorenem Zustand in das immunologische Studienlabor transportiert.
Sowohl das Charité-Labor als auch das Studienlabor der Immunologie arbeiten mit dem

Vacutainer-System.

3.4.2 Messung der Zytokine

Zur Messung der Zytokine wurden die Serum-Proben mit einem MILLIPLEX® MAP
Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel der Firma Millipore (Merck)
analysiert. Bei der Messmethode handelt es sich um einen Bead basierten Multiplex
,Sandwich Immunoassay“, mit dem sich die Konzentrationen von l6slichen Proteinen
wie Chemokinen und Zytokinen nachweisen lassen. Dazu werden die Moglichkeiten der
Durchflusszytometrie genutzt, verschiedene Fluoreszenzen in einer Probe zu erkennen
und zu unterscheiden. Die Intensitat der emittierten Signale wird, nach Anregung, mit
verschiedenen Detektoren gemessen. So kdnnen gemultiplexte Analysen durchgefuhrt
werden, was in diesem Zusammenhang bedeutet, dass man nicht fur jedes Zytokin
einen einzelnen Messdurchlauf braucht, sondern die Messungen mehrerer Substanzen
in einer Probe gebindelt werden. In Teilen ist die Methode dem ELISA oder dem
Western Blot &hnlich, braucht jedoch weniger Probenmaterial und weniger Zeit fur die

Analyse.
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Mit dem Assay konnen mehrere Proteine gleichzeitig aus einer Probe von nur 12,5 pl
Serum analysiert werden. Hierzu befinden sich in einem Well der Mikrotiterplatte
mehrere magnetische Beads (fluoreszenzgefarbte Mikrokligelchen) die je mit
unterschiedlichen Antikdrpern gegen die zu testenden Substanzen beschichtet sind. Die
Probe wird hinzugegeben und es folgt eine Serie von Waschvorgangen, um
ungebundene Proteine zu entfernen. Dann werden Detektionsantikérper hinzugefigt
und inkubiert, um Sandwich-Komplexe mit den gebundenen Proteinen zu bilden. Die
finalen Detektionskomplexe werden nach Zugabe eines Streptavidin-Phycoerythrin-
Konjugates geformt und kdnnen nun mit einem Durchflusszytometer (Bioplex 200
Reader) analysiert werden. Dabei werden die Beads in einem Flussigkeitsstrom
aufgereiht und von zwei Lasern angeregt: Der rote Diodenlaser regt die intrinsischen
Farbstoffe an und das Signal wird dann mit zwei Avalanche-Photodioden (Bead
Detector 1 und 2) gemessen. Mit dem grinen YAG-Laser werden die
fluoreszenzmarkierten Detektionsmolekile angeregt, was von einem Photomultiplier
(Assay Detector) gemessen wird. Gleichzeitig erkennt ein Dublettendiskiminator (DD
Detector) mogliche Beadaggregate. Die Auswertung der Daten erfolgt durch Bio-Plex
Manager™ Software, welche die Daten als mittlere Fluoreszenzintensitat prasentiert
und die Konzentration der einzelnen Zytokine in pg/ml ausgibt. Die Konzentration der an
die jeweiligen Beads gebundenen Analyten ist dabei proportional zur am Detektor
gemessenen mittleren Fluoreszenzintensitat.

Im Kit enthalten sind zwei Qualitatskontrollen, eine mit hoher und eine mit niedriger
Zytokin-Konzentration, die auf jeder Platte mit gemessen werden und einen
vorgegebenen Bereich treffen muissen. So wird die einwandfreie Funktion der
Messungen sichergestellt (104).

Zu erwahnen ist, dass die Proben aus den Jahren 2016 und 2017 zwar mit der gleichen
Methode analysiert wurden, aber aus Grinden der unterschiedlichen Verflugbarkeit von
Messkits eine unterschiedliche Anzahl von Analyten gemessen wurde. Die Proben von
2016 wurden mit einem 18 plex Kit analysiert und die Proben von 2017 mit einem 30
plex Kit. Mit dem grof3eren 30 plex Kit wurden also alle 2016 gemessenen Zytokine
(auBer SCD40L) und noch einige andere zusétzlich gemessen. Welche Zytokine in

welchem Jahr gemessen wurden, ist Tabelle 2 zu entnehmen.
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Analyt 2016 2017

IL-1a
IL-1B
IL-2

IL-4

IL-6

IL-8
IL12(p70)
IL-13
IL17A
IL-19
IFN-a2
IFN-y
MCP-1
TNFa
IP-10
MIP-1a
MIP-18
SCD40L
IL-1RA
IL-3

IL-5

IL-7
IL-12(p40)
IL-15
GM-CSF
G-CSF
TNFB
Eotaxin

X X X X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X X X

Rantes
EGF
VEGF

X X X X X X X X X X X X X

Tabelle 2: Gemessene Zytokine 2016 und 2017

3.4 Datenanalyse

Die gesammelten Daten wurden zur Datenaufbereitung in Excel (Microsoft Office Excel
2007) uUbertragen und zunéachst standardisiert und bereinigt. In den Daten der

Zytokinmessungen wurden alle unterhalb des quantifizierbaren Messbereiches
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liegenden Daten (OOR<, out of range below) durch den Wert ,0“ ersetzt. Die Daten der
Messung von 2017 von IL-1a, IL-18, IL-3, IL-4, IL-5, IL-13, IFN-a2 und VEGF wurden
daraufhin von der weiteren statistischen Analyse ausgeschlossen, da nahezu alle Werte
unterhalb des Messbereiches lagen und somit nicht verwertbar waren. Vollstandige
Datensatze von Nicht-Finishern wurden trotzdem in die Analyse einbezogen, wenn sie
vor Abbruch des Rennens mindestens 120 km gelaufen waren.

Zur statistischen Auswertung wurde das Statistikprogramm GraphPad Prism 7 genutzt.
Es wurden ausschlie3lich nicht-parametrische Tests angewandt. Zur besseren
Darstellung der Daten wurden Methoden der deskriptiven Statistik herangezogen. Die
Haufigkeiten der Patientencharakteristika wurden tabellarisch mithilfe von Spannweite,
Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt und die gemessenen Analyten wurden in
Scatterplots grafisch aufgearbeitet.

Bei der Analyse der Mittelwertunterschiede wurde die Vorgehensweise verfolgt, in der
Kohorte von 2016 nach angestiegenen Zytokinen zu screenen und diese
Beobachtungen in der Kohorte von 2017 zu validieren. Zunachst sollte in beiden
Kohorten herausgearbeitet werden, ob Uberhaupt Unterschiede zwischen den drei
gemessenen Zeitpunkten bestehen, wozu der Friedman-Test mit dem p-Wert fur
statistische Signifikanz (a-Level) 0,05 verwendet wurde. Nach Anschlagen des
Friedman-Testes wurden mit Wilcoxon-Tests die genauen Unterschiede zwischen den
drei Zeitpunkten einzeln evaluiert und das Signifikanzniveau angepasst. In der Kohorte
von 2016 wurde das a-Level 0,05 nur beziiglich der drei Messzeitpunkte angepasst, in
der Validierungskohorte von 2017 wurde das Signifikanzniveau zusatzlich entsprechend
der Anzahl der getesteten Interleukine korrigiert (Bonferoni-Korrektur).

Zur Exploration von Korrelationen wurden nur die Daten von 2016 verwendet, da hier
mehr vollstandige Datensatze und eine insgesamt groRere Kohorte gegeben waren. Es
wurde die Spearman Korrelation verwendet und das Signifikanzniveau wurde nach
Bonferoni-Holm  korrigiert. Die Daten vom Zeitpunkt POST aller signifikant
angestiegenen Zytokine wurden auf Korrelationen untereinander getestet und zudem
mit CRP, CK, URTI und GI-Beschwerden korreliert. Im Fall der Immunzellen wurden
nach Literaturrecherche nur ausgewahlte Kombinationen von Zelltyp und Interleukin
untersucht, bei denen Zusammenhange vermutet werden konnten. Getestet wurden
eventuelle Zusammenhange von allen angestiegenen Interleukinen mit den
Gesamtleukozyten, IL-6, IL-8 und IFN-a2 mit den Neutrophilen, IL-4, MCP-1 und IFN-a2

25



mit den Monozyten, IL-10 und IL-4 mit den Eosinophilen, sowie IL-10 und MCP-1 mit

den Basophilen.

4. Ergebnisse

4.1 Kohorte

Insgesamt konnten 39 Probanden in die Studie eingeschlossen werden, wovon 28 das
Rennen erfolgreich beendeten. 4 Laufer haben in beiden Jahren am Lauf teilgenommen
(Doppelstart). Es gab 22 Teilnehmer im Jahr 2016 und 17 Teilnehmer im Jahr 2017. Die
Probandengruppen zeigen ein vergleichbares Profil, insgesamt handelt es sich jedoch
um ein eher heterogenes Probandenkollektiv in Bezug auf das Alter und die
anthropometrischen Grunddaten (Vgl. Tab. 1 und 2). Das Durchschnittsalter der
Gesamtkohorte lag bei 46 Jahren (SD + 9,8), wobei nahezu alle Altersklassen von 25
bis 65 Jahren vertreten waren. Die Probanden waren vorwiegend mannlich (n = 33), nur

6 waren weiblich.

Variable 2016 2017 Gesamt
Anzahl Laufer n=22 n=17 n=39
Geschlecht (29m/3w) (14m/3w) (33m/6w)
Finisher n=16 n=12 n=28

MW +SD Spannweite MW+ SD Spannweite MW+ SD Spannweite

Alter in Jahren 46+8,8 26 - 62 44+10,2 25-65 4649,8 25-65
GroRein cm 17618,1 154 - 188 174445 165 - 183 17546,8 154 - 188
Gewicht in kg 74+8,4 58 - 93 72+7,2 58 - 93 73+7,5 58 — 93
BMI 23+1,7 21-28 24122 20-30 24+1.9 20-30
KFA in % 15+5,7 3-24 18+6,5 6-29 17+6,3 3-29
Km/h an LT 8,7+1,2 6,8-11,3 8,915 6,2-11,9 8,8+1,3 6,2-11,9
Laktat an IAS 2,4+0,4 1,95 - 3,09 2,7+0,4 2,13-3,37 2,5+0,4 1,95 -3,37
@ v in km/h 7,211 55-91 7,7£1,6 5,8-10,5 7,4+1,3 55-10,5

Tabelle 3: Probandeneigenschaften

Vollstandige Datensatze konnten von 32 Probanden erhoben werden, wobei 6
Datensatze nicht vollstdndig waren, da die Probanden nach vorzeitigem Rennabbruch
die Untersuchung im Zieleinlauf nicht wahrgenommen haben und 1 Proband nicht zum

Follow-up erschien. 5 Probanden haben sich trotz vorzeitigen Rennabbruchs zur
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Untersuchung im Zieleinlauf vorgestellt und sind vor dem Abbruch mindestens 120 km
gelaufen, wonach sie in die Auswertung einbezogen werden konnten. So ergeben sich

21 vollstandige Datenséatze in der Kohorte von 2016, und 12 im Jahr 2017.

4.2 Beschreibung des Zytokinprofils

Wir sahen zum Zeitpunkt nach dem Lauf bei allen Laufern eine deutliche Zytokinamie.
Besonders ausgepragt waren die Anstiege von PRE zu POST bei IL-6 (p < 0,0001), IL-
8 (p < 0,0001) und IL-10 (p = 0,0004). Weiterhin stiegen MCP-1 (p = 0,001) und IFN-a2
(p = 0,0038) an, sowie das Typ-2-T-Zellzytokin IL-4 (p = 0,0058). (s. Abb. 1) Zudem
sind tendenzielle Anstiege von MIP-1(3, IL-2, IL-12p70, TNF-a, IFN-y und IL-13 zu
beschreiben, die jedoch keine Signifikanz erreichten. (s. Abb.2) In der Kohorte von 2017
konnten die Anstiege von IL-6 (p = 0,0078), IL-8 (p = 0,0048) und IL-10 (p = 0,0005)
bestétigt werden. Bei MCP-1 zeigte sich auch 2017 ein Anstieg von PRE zu POST, der
zwar im Scatterplot sichtbar, aber mit p = 0,0171 nicht signifikant war. (s. Abb. 3) Die
2016 beobachteten Veranderungen von IL-4 und IFN-a2 konnten in der Kohorte von
2017 leider, aufgrund zu weniger Messwerte im quantifizierbaren Bereich, nicht validiert
werden. Als Nebenbeobachtung in der Kohorte von 2017 ist ein Abfall von Eotaxin nach
dem Lauf zu nennen (p = 0,0134). Alle Veranderungen von Zytokinkonzentrationen
waren nicht langerfristig persistent, sondern hatten sich zur Follow-up Untersuchung
nach einer Woche (RE) wieder vollstdndig auf das Anfangsniveau zuriickgebildet.
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Abbildung 4: Scatterplots zu den Zytokinverédnderungen (2016)
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Abbildung 5: Scatterplots zu den Zytokinveranderungen (2017)
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4.3 Beschreibung der Blutbildveranderungen

Im Blutbild der Laufer konnten ausgepragte Veranderungen der absoluten Zellzahlen
beobachtet werden, die sich nach einer Woche wieder vollstandig zurtickgebildet
hatten. Es war insgesamt eine signifikante Leukozytose (p < 0,0001) zum Zeitpunkt
nach dem Lauf zu beobachten, mit einer Erh6hung der absoluten Neutrophilen (p <
0,0001), Monozyten (p < 0,0001) und Basophilen (p = 0,0008). Eine signifikante
Erniedrigung lag bei den absoluten Werten der Eosinophilen zum Zeitpunkt POST vor
(p = 0,0001). Die Anzahl der Lymphozyten und Thrombozyten im Blut verdnderte sich
nicht signifikant. Betrachtet man jedoch den prozentualen Anteil der Lymphozyten an

den Gesamtleukozyten, so kann man von einer relativen Lymphopenie sprechen.
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Abbildung 6: Scatterplots zu Blutbildveranderungen (2016)

4.4 Weitere Laborwerte (CK, CRP, kardiale Marker)

Das Akute-Phase-Protein CRP war nach dem Lauf signifikant angestiegen (p < 0,0001),
wobei aber bis auf einen Ausreil3er keine Werte Uber 60 mg/l lagen. Auch die CK,
welche als Marker fir das Ausmald des Muskelschadens dient, war bei allen Laufern
signifikant erhéht zum Zeitpunkt POST (p < 0,0001). Zu diesem Zeitpunkt war zudem

eine gruppierte Verteilung der Messwerte auffallig. Eine Gruppe liegt mit den Werten
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zwischen 1000 und 5000 IU/I und eine Weitere mit Werten tber 10000 IU/I, die aber
wegen des begrenzten quantifizierbaren Bereiches der Messmethode nicht genauer
bestimmt werden konnten. Die Veranderungen bildeten sich nach einer Woche wieder
nahezu vollstandig auf das Ausgangsniveau zurick.

Auch bei den Markern fur erhohte kardiale Belastung lieBen sich nach dem Lauf
signifikant erhéhte Werte beobachten (p < 0,0001). Der Marker NTproBNP war bei allen
Laufern zum Zeitpunkt POST erhoht, wobei die Werte relativ gleichmallig Gber eine
Spannweite von 75 bis 1200 pg/ml verteilt waren. Das Troponin | stieg bei den meisten
Laufern etwa um das funffache an, bei einem kleinen Teil (ca. %) der Probanden blieb

es jedoch zu allen drei Zeitpunkten auf dem Ausgangsniveau.
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Abbildung 7: Scatterplots zu Laborveranderungen der Marker fir Muskelschaden, Entziindung und
kardiale Belastung (2016)

4.5 Fragebobgen

Die  Fragebdgen zu Beschwerden der oberen Atemwege und des

Gastrointestinaltraktes wurden von allen Probanden in der Kohorte 2016 ausgefillt und
vollstandig Ubermittelt. Im Jahr 2017 fehlen die Daten von 3 Nicht-Finishern, sodass von

den 17 Probanden nur 14 Datensétze vollstandig sind.
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Von den insgesamt 36 Laufern berichteten 19 in der Woche nach dem Lauf von leichten
Symptomen eines Infektes der oberen Atemwege. 6 Laufer hatten starke Symptome,
bzw. fuhlten sich krank und im Alltag eingeschréankt im Sinne einer Erkéaltung. 11 Laufer
blieben frei von Beschwerden. (s. Abb. 4) Am haufigsten wurde ein ausgepragtes
Gefuhl von Abgeschlagenheit und Mudigkeit und die Symptome laufende, verstopfte

Nase mit vermehrtem Niesen, sowie Halsschmerzen angegeben.

URTI nach dem Lauf

11

19

nicht krank leichte Symptome = krank

Abbildung 8: URTI-Symptome in der Woche nach Lauf, n = 36

30 von 36 Laufern berichteten von gastrointestinalen Beschwerden wéhrend des
Laufes, wobei die Beschwerden bei 7 Sportlern vereinzelt auftraten, bei 11 Sportlern
gelegentlich intermittierend und bei 12 Laufern haufig bzw. Uber einen langeren
Zeitabschnitt persistierend waren. (s. Abb. 5) Die am haufigsten angegebenen
Beschwerden des oberen Magen-Darm-Traktes waren vermehrtes Aufstof3en und
Vollegefihl und was den unteren Magen-Darm-Trakt betraf, waren es verstarkter
Stuhldrang und Blahungen. Auch krampfartige Bauchschmerzen spielten des Ofteren
eine Rolle, vereinzelt kam es weiterhin zu Durchfallen und Ubelkeit mit Erbrechen.
Insgesamt liel3 sich bei allen Laufern eine Steigerung der Beschwerden mit
zunehmender Anzahl der gelaufenen Kilometer beobachten. Die ersten leichten
Beschwerden wurden mit ,gelegentlich” oder ,selten” schon zu Beginn des Laufes

angegeben, haufige und starkere Symptome traten jedoch erst ab Kilometer 40 auf.
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Abbildung 9: Gl-Beschwerden wahrend des Laufes, n = 36

4.6 Korrelationen

Zunachst wurden die 2016 signifikant angestiegenen Zytokine (IL-4, IL-6, 1L-8, IL-10,
MCP-1 und IFNa2) auf Korrelationen untereinander untersucht. Daraus resultierte ein
signifikantes Ergebnis was eine positive Korrelation von MCP-1 und IL-10 (p = 0,0009, r
= 0,67) zeigte. Eine ahnliche Tendenz war auch bei IFNa2 und IL-8 (p = 0,0029, r =
0,62 (n.s.)) zu erkennen. Die 6 oben genannten Zytokine zeigten, bis auf eine
signifikante positive Korrelation von Basophilen und IL-10 (p = 0,0002, r = 0,74), keine
Korrelationen mit den Gesamtleukozyten oder deren Untergruppen. Auch das mit IL-10
korrelierende Interleukin MCP-1 zeigte Tendenzen zur Korrelation mit den Basophilen
(p = 0,0056, r = 0,6 (n.s.)). Der Entziindungsmarker CRP korrelierte signifikant negativ
mit IL-4 (p = 0,0005, r = -0,6933), Zusammenh&nge zu weiteren Zytokinen waren nicht
ersichtlich. Die CK, kardiale Marker, Atemwegsbeschwerden und gastrointestinale

Beschwerden lie3en sich nicht mit Zytokinerhéhungen in Verbindung bringen.

5. Diskussion

5.1 Angestiegene Parameter nach dem Lauf

Die Untersuchungen zum Mauerweglauf konnten bestatigen, dass sich das Immunprofil
der Ultraldufer durch die korperliche Belastung deutlich verandert, was sowohl die
Zytokine, als auch die Immunzellen betrifft. Unsere Erwartungen bestétigten sich auch

dahingehend, dass sich die Verdnderungen nach einer Woche wieder vollstandig
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zurlckgebildet hatten und nicht langerfristig persistierten. Das Zytokinprofil zeigte nach
dem Lauf eine ausgepragte Zytokinamie von IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1 und IFN-a2.
Dabei stiegen die Interleukine IL6, IL8 und IL-10 am deutlichsten bei allen Laufern an,
was unsere Hypothese dahingehend bestétigte und auch bereits in vielen anderen
Studien zu Ultralaufen gezeigt werden konnte (8, 12, 22, 30, 44).

Was die Immunzellsubpopulationen betrifft, so bestatigten sich unsere Erwartungen
einer allgemeinen Leukozytose, welche vor allem in einem Anstieg der absoluten
Neutrophilen, Basophilen, und Monozyten begrtindet ist. Weiterhin konnten eine durch
den Lauf bedingte Eosinopenie und eine relative Lymphopenie bestétigt werden. Diese
Veranderungen sind auch in der Literatur zu Ultralaufen bereits sporadisch beschrieben
worden (13, 22). Unsere Ergebnisse lassen jedoch keine Schlussfolgerungen zu,
inwiefern die erhéhten Werte von IL-6 und IL-8 Einfluss auf die Verschiebung der
Immunzellpopulation hatten, oder ob bestimmte Immunzellen in besonderem Ausmalf3
an der Produktion dieser Interleukine beteiligt waren. Nur die Korrelation von IL-10 und
Basophilen lasst Zusammenhange vermuten, welche an anderer Stelle ausgefuhrt
werden sollen.

Insgesamt  sind die  Zytokinamie und die Veranderungen in  den
Immunzellsubpopulationen das Resultat eines starken Immunstresses. Dieser ist
einerseits Folge des physiologischen Traumas durch den Lauf, welches eine
Uberbelastung des Gewebes mit entsprechend starkem Muskelschaden nach sich
zieht, der sich in den teilweise oberhalb des messbaren Bereiches (< 10000) liegenden
CK-Werten zum Zeitpunkt POST auflert. Die Muskelschadigung tragt auch zu einer
systemischen Inflammationsreaktion bei, indem IL-6 induziert wird (105), welches
wiederum Anstiege des CRP bewirkt. (51) Andererseits wird der Immunstress aber
auch durch die Ausschittung von zytokinstimulierenden Hormonen wie Adrenalin
vermittelt. (99). Weitere Stressoren, die einen Einfluss auf das Immunsystem haben
kénnen, sind die wahrend des Laufes erschwerte Temperatur- und Volumenregulation

des Korpers, sowie die fortschreitende Depletion der Energiequellen (106, 107).

5.2 Zusammenhang MCP-1 und IL-10

Bei der Suche nach Interaktionen der nach dem Lauf erhdhten Interleukine konnte eine
Korrelation von IL-10 und MCP-1 gefunden werden. Zu der Verbindung der beiden
Zytokine liegen nur begrenzt Untersuchungen vor. Kucharzik et al. konnten zeigen,

dass IL-10 in der Lage ist, die MCP-1-Produktion von aktiviertem intestinalem Epithel in
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vitro zu hemmen (108). Untersuchungen, die sich mit der MCP-1 Freisetzung aus
Monozyten beschaftigen, sind nicht sehr zahlreich und zeigen unterschiedliche
Ergebnisse. In einer Untersuchung stellte sich die CCL16 vermittelte MCP-1
Ausschuittung unter Einfluss von IL-10 als erhoht dar (109), andererseits scheint IL-10 in
einer anderen Untersuchung eher regulatorische, begrenzende Effekte auf die
Autostimulation von MCP-1 zu haben (110). Die bestehende Literatur liefert in diesem
Fall also nur unzureichende Hinweise, wie die gefundene Korrelation begriindet sein
konnte. Ein Zusammenhang von IL-10 und MCP-1 ist jedoch bereits bekannt und sollte

naher untersucht werden.

5.3 Anstieg IL-4 und Zusammenhang mit CRP

In der Literatur zu extremer Langzeitausdauerbelastung wird in vielen Untersuchungen
der Einfluss proinflammatorischer Zytokine adressiert, jedoch werden, abgesehen von
IL-10, nur selten antiinflammatorische Zytokine wie IL-4, IL-5 und IL-13 betrachtet (10,
14, 25, 27, 111). In einer Studie zu einer mit dem Fahrrad in heil3er Umgebung
zurlckgelegten, 164 km langen Strecke, konnte nach der Belastung ein Abfall von IL-4
beobachtet werden. Es wird jedoch auch vermutet, dass sich die Zytokinantworten bei
Rad- und Laufwettstreiten generell unterscheiden (26).

IL-4 ist ein antinflammatorisches Typ-2-Interleukin, es hemmt und reguliert
beispielsweise die Ausschittung der proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1
und stimuliert gleichzeitig den IL-1 Antagonisten IL-1RA (112, 113). Der signifikante
Anstieg von IL-4, der sich nach dem Mauerweglauf prasentierte, kbnnte vor diesem
Hintergrund als Gegenregulation zu der insgesamt eher proinflammatorischen Reaktion
gedeutet werden. In diesen Zusammenhang passt auch die negative Korrelation von IL-
4 und CRP. Man kénnte annehmen, dass bei Sportlern mit niedrigen IL-4 Werten die
Inflammation schlechter eingedammt werden kann, wodurch das CRP vermehrt
ansteigt. Sportler, bei denen die Inflammation wiederum durch hohere IL-4 Werte
reguliert wird, kbnnten dadurch geringer ausgepragte Anstiege des CRP zeigen. Trotz
dieses Zusammenhangs ist zu bedenken, dass der Anstieg des CRP nach dem Lauf in
erster Linie durch IL-6 induziert wird. Dieser Anstieg ist mdglicherweise von Bedeutung,
da auch CRP, wie die Zytokine, ein wichtiges Molekil in der Abwehr bakterieller Erreger
ist. Es ist aber davon auszugehen, dass auch antiinflammatorische Interleukine eine
bedeutsame Rolle in der immunologischen Antwort auf starke Ausdauerbelastung

spielen, die bisher noch nicht ausreichend untersucht worden ist. Diese Interleukine
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konnten ausschlaggebend dafir sein, ob ein Sportler eine Uberschiel3ende

Inflammation in eventuell sogar schadigendem Ausmal} entwickelt, oder nicht.

5.4 Zusammenhang IL-10 und Basophile

Dass basophile Granulozyten eine wichtige Rolle spielen bei der Entwicklung einer Typ-
2-Immunantwort, ist in Bezug auf allergische Erkrankungen und Helminthen-Infektionen
bereits in der Literatur beschrieben (114-116). IL-10 scheint eher regulatorische
Wirkung auf die Aktivitat der Basophilen, und damit auch Einfluss auf die Ausschuittung
weiterer Interleukine zu haben. Im Kontext der allergischen Erkrankungen wird
angenommen, dass Basophile wichtige Zielzellen bei der Regulierung bzw.
Eindammung der Typ-2-Immunantwort sind, und dieser Prozess von IL-10 vermittelt
wird, indem es die Ausschuittung von IL-4 und IL-13 aus Basophilen hemmt (117). Auch
im Falle der chronischen Helminthen-Infektion im Mausmodell wird das IL-10 eher fir
eine verminderte Reaktivitat der basophilen Granulozyten verantwortlich gemacht (118).
Uber den Einfluss von IL-10 auf die Anzahl der Basophilen wird hier jedoch nicht
berichtet. Eine Arbeit aus dem Jahr 2010 legt hingegen nahe, dass basophile
Granulozyten in der Lage sind, die Ausschittung von IL-10 aus Typ-2-TH-Zellen zu
stimulieren. Unter Abwesenheit von basophilen Granulozyten konnte eine verringerte
Produktion von Typ-2-Zytokinen wie IL-10, IL-4 und IL-13 an M&usen beobachtet
werden (119). Der beobachtete Zusammenhang des Anstiegs von Basophilen und IL-10
konnte also hypothetisch auf die Stimulation von TH-Zellen zur Ausschittung von IL-10,
ausgelost durch die basophilen Granulozyten, zurtickgefuhrt werden. Dies kdnnte Teil
eines autoregulatorischen Kreislaufes der Basophilen sein, die durch Induktion von IL-
10 sowohl Ihre eigene Aktivitat, aber auch die Typ-2-Immunantwort ein Stick weit

begrenzen.

5.5 T2-Shift

Die vermehrte Synthese von IL-4, IL-10 und IL-6 nach dem Lauf spricht fir ein
Uberwiegen der TH2-Immunantwort (88, 93, 120). Die T1- und T2-Immunantwort haben
eine gegenseitig inhibitorische Wirkung (121), sie stehen also in einer komplexen
Wechselbeziehung zueinander, die eine Anpassung der Immunantwort an die
Bedurfnisse des Korpers ermoglicht. Die Dysbalance der TH-Subpopulationen geht mit

chronischen und autoimmunen Erkrankungen einher, was nun die Frage nahelegt,
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inwiefern sich der beobachtete T2-Shift forderlich oder schéadlich auf die Sportler
auswirkt (89, 122). Erst seit Kurzem existieren Untersuchungen, die die T1/T2-Balance
in Bezug auf Geweberegeneration und Muskelaufbau thematisierten. Sie kommen zu
dem Ergebnis, dass ein T2-Shift nach Gewebeschaden wichtig ist, da so
regeneratorische Mechanismen in Muskel und Gewebe aktiviert werden kénnen. Vor
allem die vermehrte Einwanderung von durch Typ-2-Interleukine aktivierten,
sogenannten M2-Makrophagen scheint bei den Reparaturprozessen eine wichtige Rolle
zu spielen (59, 89). Insofern scheint der Nutzen des TH2-Shiftes in einer positiven
Beeinflussung der Reparaturmechanismen fur den erheblichen, durch Ultralauf
verursachten Gewebeschaden zu liegen. Wichtig ist die Tatsache, dass sich die T2-
Verlagerung im Zytokinprofil innerhalb einer Woche wieder vollstandig zurtickzubilden
scheint. Denn wenn die von Typ-2-Zytokinen vermittelten Reparaturprozesse chronisch
aktiv bleiben, kann dies zu pathologischer Fibrose in verschiedenen Organsystemen
fuhren (59, 89). Es ist davon auszugehen, dass die positiven Effekte des TH2-Shiftes in
der frihen Phase nach dem Lauf Uberwiegen. Sollte jedoch ein Ultralaufer Tendenzen
einer Chronifizierung dieser immunologischen Konstellation =zeigen, so waren
gesundheitliche Langzeitschaden nicht ausgeschlossen. Nimmt man an, dass sich ein
Sportler mit jedem Ultralauf sozusagen einem profibrotischen Stimulus aussetzt, so
ware auch die Anzahl und Frequenz der Wettlaufe in die Abwagung des
gesundheitlichen Langzeitrisikos mit einzubeziehen.

5.6 Ergebnisse der Fragebdgen
5.6.1 Atemwegsinfekte

Etwa die Halfte der Laufer litt in der Woche nach dem Lauf an Symptomen einer oberen
Atemwegsinfektion, wobei etwa 16 % zuséatzlich Uber ein subjektives Krankheitsgefihl
klagten. In Studien zum WSER meldete einer von vier Laufern eine Atemwegsinfektion
nach dem Lauf, was in etwa mit unseren Zahlen Ubereinstimmt (12, 75). In der Literatur
gibt es zahlreiche Studien, die einen Zusammenhang zwischen Atemwegsinfektionen
und der Intensitdt und Dauer der korperlichen Belastung postulieren, der etwa einer J-
formigen Kurve folgt: leichte bis mafige sportliche Belastung senkt, starke bis
Ubermaliige Belastung erhoht das Infektionsrisiko (69, 71, 73, 77, 96). Der beste
Pradiktor des Infektionsrisikos scheint das mukosale IgA direkt nach dem Lauf zu sein

(12, 75-77). Es gibt auch die Hypothese, dass in einem sogenannten ,offenen
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Zeitfenster” von 3 bis 72 Stunden nach starker korperlicher Belastung das Eindringen
von Erregern erleichtert ist, aufgrund von eingeschrankter Aktivitat von NK-Zellen (123).
In diesem Zeitraum sind auch mehrere Interleukine stark erhoht, eine direkte
Verbindung von Interleukinen zur erhéhten Infektanfalligkeit konnte jedoch bisher nicht

nachgewiesen werden.

In unseren Untersuchungen zeichnete sich kein Zusammenhang von
Atemwegsinfektionen und Interleukinen ab, jedoch bietet die Literatur einen moglichen
Erklarungsansatz in Verbindung mit den Anstiegen von IL-6, IL-10 und IL-4. IL-6 ist
bedeutsam fur die Kommunikation von Muskeln mit anderen, energiebereitstellenden
Organen und wirkt sich auch forderlich auf die Energiebereitstellung durch die
Beeinflussung von Lipolyse und Glukosestoffwechsel aus (124). Diese Wirkung dieses
Interleukins ist ausschlaggebend fur die erfolgreiche Beendigung eines Ultralaufes.
Andererseits kdnnte es fir eine erhdhte Infektanfalligkeit mitverantwortlich sein, indem
es den Shift zur Typ-2-Immunitat unterstitzt. Studien zeigen, dass IL-6 die Typ-2
Interleukine IL-4 und IL-10 induziert und somit eine Differenzierung von naiven T-Zellen
zu T2-Effektorzellen begunstigt (46, 124, 125). Betrachtet man die Auswirkungen der
T2-Verlagerung der Immunantwort, so lasst sich auf einen Zusammenhang zum
vermehrten Auftreten von URTI-Symptomen bei Ultralaufern schliel3en: Eine vermehrte
Infektanfalligkeit lieRe sich durch die nach Langzeitausdauerbelastung kompromittierte
T1-Immunantwort und damit auch eingeschréankte zellvermittelte Immunitat erklaren,
wodurch keine zuverldssige Abwehr gegen intrazellulare Erreger mehr gewéhrleistet
werden kann und sich Viren so leichter in den Zellen vermehren kdnnen. Somit kann
man bei der Begrindung der erhdhten Infektanfalligkeit nach Ultralauf vielleicht nicht
von einer reinen Immunsuppression, sondern eher von einer Schwerpunktverlagerung
zu Gunsten der T2-Immunantwort sprechen. Da mehrere T2-Zytokine bei
vorbestehender Allergie auch eine Rolle bei der Initiation allergischer Reaktionen
spielen, ist bei manchen Laufern auch eine allergische Genese der URTI-Symptome in
Betracht zu ziehen. Die Verlagerung zur T2-Immunantwort ist vermutlich trotz der damit
einhergehenden gesundheitlichen Probleme bei Sportlern sinnvoll, da sie das
Immunsystem hindert eine UberschieRende Inflammation oder Gewebeschaden zu

induzieren und gleichzeitig Reparaturprozesse fordert.
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5.6.2 Gastrointestinale Beschwerden

Mit etwa 83 % litt der Uberwiegende Teil der Laufer nach eigenen Angaben wéahrend
des Laufes an gastrointestinalen Beschwerden. Rund ein Drittel aller Laufer klagte
dabei Uber starke, langanhaltende Beschwerden. Ahnliche Zahlen zwischen 75 % und
89 % konnten auch in anderen Studien zu Ultralaufen beobachtet werden (8, 84, 85).
Diese Studien hatten eine &hnlich weit gefasste Definition von gastrointestinalen
Beschwerden wie wir, die darauf abzielt die Symptome moglichst vollstandig zu
erfassen. Andere Zahlen zwischen 40 % und 50 % ergeben sich bei Studien, die lhre
Symptomerfassung eingegrenzt und beispielsweise auf Ubelkeit und Erbrechen
beschrankt haben (81, 126). Als mdgliche Ursache wird diskutiert, dass Ultralauf eine
Schadigung des gastrointestinalen Epithels induzieren kann. Eine Untersuchung von
Baska et al, die einen Zusammenhang von Beschwerden des unteren
Verdauungstraktes und einem positiven Hamoccult-Test nach dem Lauf sieht, stutzt
diese Annahme (82). Grundlage der Epithelschadigung kénnten Minderperfusion und
mechanische Reizung sein, die eine Barrierestérung des Epithels bedingen und somit
zur Endotoxeinamie mit nachfolgender Freisetzung von Entziindungsmediatoren fiihren
konnten (8, 127). In unseren Untersuchungen lassen sich leider keine zielfihrenden
Hinweise finden, ob und inwiefern sich die Zytokinamie und die gastrointestinalen

Beschwerden gegenseitig bedingen.

5.7 Kritische Bewertung der Ergebnisse

Bei jeder Untersuchung, die sich mit Zytokinen beschatftigt, ist zu bedenken, dass
Zytokine Molekile mit insgesamt eher kurzer Halbwertszeit im Blutkreislauf sind. Die
Zytokinmessung im Blutplasma ist also vielleicht nicht ausreichend, um das
systemische Zytokinprofil zu erfassen, da man nur eine Momentaufnahme erhéalt. Es
handelt sich bei der Immunreaktion um eine Zytokinkaskade, was bedeutet, dass sich
die maximalen Anstiege verschiedener Zytokine wahrscheinlich Gber den gesamten
Laufzeitraum verteilen. Frihe Induktoren der inflammatorischen Zytokinkaskade, wie
TNF-a oder IL-1 konnten folglich bei bis zu 30 Stunden dauernden Laufen, zum
Messzeitpunkt im Zieleinlauf schon wieder abgefallen sein. Um dieses Problem zu
l6sen wéaren mehrere, mit hohem organisatorischem Aufwand verbundene
Etappenmessungen notwendig, die in unserem Fall nicht umsetzbar waren. Weiterhin

ist zu bedenken, dass Faktoren, wie die z.B. zirkadiane Rhythmik der Laufer oder die
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Witterung, Einfluss auf die Zytokinfreisetzung haben kdnnen. Diese Faktoren kénnen
interindividuell und auch von Lauf zu Lauf variieren und somit mdglicherweise
Abweichungen in den Ergebnissen von Studien erklaren.

Eine Beeinflussung der Messergebnisse ware bereits im Prozess der Praanalytik
denkbar. Im praanalytischen Protokoll der Blutproben zur Zytokinanalyse ist die
Lagerung bei - 80 °C vorgesehen. Hier sind Abweichungen mdglich, da die Kuhlung der
Proben im Zieleinlauf und beim Transport auf Trockeneis erfolgte, wodurch die
Temperaturregulierung maoglicherweise nicht so exakt wie unter Laborbedingungen
gewahrleistet ist. Auch durch die Lagerungszeiten bis zur Messung im externen Labor
und den Prozess des Einfrierens und Auftauens sind Beschadigungen der Proben, wie
Agglutination oder Zerfall von Molekulen, nicht ausgeschlossen.

Das Bead-basierte multiplex Immunoassay ist als Messmethode ebenfalls kritisch zu
betrachten. Die Messwerte der angewandten Methode korrelieren gut mit denen des
Goldstandards ELISA, die exakte Ubereinstimmung der absoluten Messwerte ist
allerdings nicht immer gewahrleistet (128). Das liegt daran, dass mit steigender Anzahl
der Analyten Kreuzreaktionen der Anti-Zytokin-Antikbrper mit anderen Zytokinen nicht
auszuschlieBen sind (129). Dies ist im Zusammenhang mit der Verwendung von
unterschiedlichen Messkits im Jahr 2016 (18 Analyten) und 2017 (30 Analyten) aus
Grunden der Verfugbarkeit zu bedenken. Eventuelle Abweichungen der absoluten
Messwerte sollten in unserem Fall jedoch keine gravierenden Auswirkungen gehabt
haben, da es vorwiegend darum ging, Trends im Zytokinprofil zu erkennen.

Einige Analyten der Messung von 2017 konnten nicht in die Auswertung einbezogen
werden konnten, da zu viele Werte aul’erhalb des messbaren Bereiches lagen.
Ursachlich konnte ein eingeengter Messbereich einzelner Interleukine bei gréRRerer
Gesamtzahl von Analyten sein. Vereinzelt konnten fehlende Messwerte durch
technische Fehler der Methode (z.B. agglutinierte Beads, zu viele oder zu wenige
Beads zugleich in der Mikrokanalkivette) entstanden sein. Dadurch war die
Betrachtung der Kohorten 2016 und 2017 als Screenings- und Validierungskohorte
nicht in allen Aspekten madglich, wie im Fall von IL-4 und IFNa2.

Auch die Ubereinstimmung von 4 Probanden in der Kohorte von 2016 und 2017 ist bei
der Betrachtung der Kohorten als Screenings- und Validierungskohorte zu
berticksichtigen. Aul3erdem gab es 2017 weniger Teilnehmer und die Daten der Nicht-
Finisher konnten nicht vollstandig erfasst werden, wodurch die Datensatze zu klein

waren, um sie effektiv auf Korrelationen zu testen.
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Zuletzt ist noch zu erwahnen, dass in dieser Untersuchung relativ viele Analyten
untersucht wurden, was mit dem insgesamt eher explorativen Charakter der Studie
zusammenhéangt. Dadurch wird in der statistischen Analyse eine Korrektur des p-
Wertes notwendig, woflr wir mit der Bonferoni-Korrektur ein sehr konventionelles und
im Vergleich mit anderen Studien eher striktes Verfahren gewahlt haben. Dieser
Umstand und auch die teilweise geringe Probandenzahl, kdénnten die z.T. nicht
signifikanten Ergebnisse erklaren. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind nicht als
Beweis fir Kausalzusammenhdnge zu sehen, sondern eher als Hinweise auf
Zusammenhange, die zur Hypothesenbildung fur nachfolgende Untersuchungen

genutzt werden sollten.

5.8 Schlussfolgerungen und Ausblick

Der Mauerweglauf bietet als 160-km-Ultramarathon die Gelegenheit, Sportler in einer
korperlichen Ausnahmesituation zu begleiten und korperliche
Anpassungsmechanismen in den Bereichen Immunsystem, Energiestoffwechsel und
Regeneration zu untersuchen. Die Auswertung der umfassenden Datenerhebung, mit

dem Schwerpunkt auf immunologischen Parametern, lasst folgende Kernaussagen zu:

1. Die immunologischen Veranderungen in Zytokinprofil und Blutbild lassen starken,
durch den Ultralauf ausgelosten Immunstress vermuten, der sich in einer
inflammatorischen Reaktion zeigt. Es sind jedoch auch antiinflammatorische
Prozesse  erkennbar, die  moglicherweise der Eindammung  der
Inflammationsreaktion dienen.

2. Weitere im Blut untersuchte Marker zeigen, dass der Ultralauf das Gewebe des
Skelett- und Herzmuskels stark beansprucht und sogar temporér schadigen
kann.

3. Alle zum Zeitpunkt POST angestiegenen Laborparameter zeigen eine hohe
interindividuelle Varianz und damit eine grol3e Streuung der Werte. Zu den
Zeitpunkten PRE und RE ist eine solche Streuung nicht zu beobachten. Dies
lasst vermuten, dass die Reaktion auf den Stressor Ultralauf sehr individuell
verlauft.

4. Alle anhand der Laborwerte beobachteten Veranderungen waren nach einer

einwdchigen Regenerationsphase wieder riicklaufig. Uber chronische
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Auswirkungen des Ultralaufens lasst sich nach dieser Untersuchung keine
Aussage treffen.

5. Symptome eines oberen Atemwegsinfektes treten nach dem Lauf deutlich
gehauft auf und konnten Folge einer erhohten Infektanfalligkeit durch
Priorisierung der T2-Immunantwort, mit demnach unzureichender Erregerabwehr

durch die T1-Immunantwort, sein.

Insgesamt lasst sich sagen, dass die Sportler nach dem Lauf eine deutliche
Stressreaktion des Immunsystems zeigen, die als Antwort auf die aul3ergewohnliche
Belastung in vielen anderen korperlichen Bereichen zu sehen ist. Um einen
Ultramarathon zu bewaltigen muss der Korper z.B. in den Bereichen
Energiebereitstellung und Temperaturregulation wichtige Anpassungsleistungen
vollbringen, wodurch andere Bereiche, wie das Immunsystem, aus dem Gleichgewicht
gebracht, oder sogar in ihrer Funktion beeintrachtigt werden kdnnen. Die genauen
Zusammenhange dieser Bereiche konnen hier nur zum Teil beleuchtet werden und
sollten Gegenstand weiterer Forschung bleiben.

Weiterhin ist auch die Unterscheidung zwischen akuten und chronischen Auswirkungen
des Ultralaufens von Bedeutung. Unsere Untersuchungen geben keine Hinweise auf
bleibende Veréanderungen von Parametern, sie umfassen aber auch nur einen kurzen
Zeitraum um ein einmaliges Ultralauf-Ereignis. Dieser Umstand sollte also nicht darauf
schlieBen lassen sollte, dass es keine chronischen Auswirkungen gibt. Hier kdnnten
andere, speziell zu der Frage nach chronischen Verédnderungen entworfene Studien
aufschlussreicher sein.

Das sportmedizinische Institut der Charité Berlin wird auch in den kommenden Jahren
die Sportler beim Mauerweglauf betreuen. Mit den stetig wachsenden Teilnehmerzahlen
dieser Veranstaltung ist zukiinftig auch das rekrutieren grél3erer Kohorten fur weitere
Untersuchungen denkbar. Durch die Fulle an beobachtbaren Veréanderungen in
zahlreichen Funktionsbereichen des Korpers, deren Zusammenh&nge noch nicht
vollstandig verstanden sind, werden Ultralaufe auch in Zukunft als Gegenstand der

Forschung von Interesse sein.
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