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(54) Bezeichnung: Biomarker zur Bestimmung der koérperlichen Belastung von Menschen und Tieren und
Verfahren zur Bestimmung der kérperlichen Belastung sowie ein Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft einen Biomar-
ker zur Bestimmung der sportlichen kérperlichen Belastung
von Menschen und Tieren sowie und Verfahren zur Bestim-
mung der sportlichen kérperlichen Belastung sowie ein Kit
zur Durchfiihrung des Verfahrens Erfindungsgemaf wird ein
Biomarker aus der Gruppe der Heparansulfat-Proteoglyka-
ne, insbesondere aus der Familie der Syndekan-Familie ver-
wendet, dessen Konzentration im Blut Rickschlisse Uber
die kérperliche Belastung des Menschen oder Tieres nach
korperlicher Aktivitat erlaubt. Das Verfahren eignet sich auch
zur Bestimmung des Trainingszustands von Sportlern.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft einen Biomarker zur Be-
stimmung der kérperlichen Belastung von Menschen
und Tieren und ein Verfahren zur Bestimmung der
kérperlichen Belastung sowie ein Kit zur Durchfiih-
rung des Verfahrens.

[0002] Die Messung von Laktatkonzentrationen im
Blut als belastungsabhangiger Parameter in der Leis-
tungsdiagnostik ist seit den 1980er Jahren fest imple-
mentiert. Es gibt jedoch verschiedene Einschrankun-
gen dieser Methode. So ist z.B. die nicht ausreichen-
de Hyperamisierung des Ohrlappchens fir Abnah-
me kapillarisierten Blutes zum Teil ein Problem, wie
auch die Anreicherung mit zu viel Venenblut. Fehler-
hafte Abnahmebedingungen der Laktatproben stellen
eine potentielle Artefaktquelle dar. Laktat hat neben
den spirometrischen Daten eine besondere Bedeu-
tung bei der Bestimmung des Ubergangs vom aero-
ben zum anaeroben Stoffwechsel. Dieser Schwellen-
wert wird bei einem Stufen-Belastungstest ermittelt.
Der Laktatwert erweist sich jedoch als zum Teil unzu-
verlassiger Parameter, da sich Laktat auch nach sehr
starker Belastung relativ schnell (ca. 10 Minuten) ab-
baut und auf den Ausgangswert absinkt.

[0003] Des Weiteren erreicht die Laktatkonzentra-
tion bei einer Dauerbelastung im aeroben Bereich
schnell einen ,steady state“, so dass unter diesen
Bedingungen keine genaue Aussage Uber die Bean-
spruchung des Kérpers getroffen werden kann. Auch
besteht eine Abhangigkeit von der kompartimenta-
len Verteilung des Laktates, d.h. die Konzentration im
Blut ist nicht die Konzentration des Laktates im be-
lasteten Muskel. Auch unterscheidet sich die Laktat-
konzentration im und auf3erhalb des Erythrozyten, so
dass immer die Hadmolysierung der Proben angera-
ten werden muss.

[0004] Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung einen Biomarker und ein Verfahren zur Bestim-
mung des Biomarkers in Blutproben bereitzustellen,
welches die Nachteile der bisherigen Verfahren zur
Bestimmung der Belastung von Menschen und Tie-
ren bei koérperlicher Aktivitat Gberwindet.

[0005] Die Aufgabe wird durch einen Biomarker, ein
Verfahren zur Bestimmung des Biomarkers sowie ein
Kit zur Bestimmung des Biomarkers geldst. Vorteil-
hafte Ausgestaltungen sind in den abhangigen An-
spriichen angegeben.

[0006] Ein erster Aspekt der Erfindung betrifft einen
Biomarker zur Bestimmung der Belastung von Men-
schen und Tieren durch kérperliche Aktivitat. Insbe-
sondere ist der Biomarker zur Bestimmung der kor-
perlichen Belastung bei sportlicher Aktivitat in Men-
schen vorgesehen. Dabei wird erfindungsgeman die
Konzentration des Biomarkers in einer zu untersu-
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chenden Probe untersucht und mit einem Referenz-
wert korreliert. Basierend auf der Abweichung zwi-
schen Referenzwert und bestimmter Konzentration
des Biomarkers in der Probe kann eine Aussage
zum Belastungszustand des Menschen vorgenom-
men werden.

[0007] Erfindungsgemal ist der Biomarker ein Pro-
tein ausgewahlt der Gruppe der Heparansulfat-Pro-
teoglykane.

[0008] In Ausfiihrungsformen der Erfindung ist der
Biomarker ausgewahlt aus der Gruppe der trans-
membranen Heparansulfat-Proteoglykane.

[0009] Transmembrane Heperansulfat Proteoglyka-
ne wie z.B. Syndekane sind an einer Vielzahl von zel-
lularen Prozessen beteiligt. Sie vermitteln unter an-
derem Adhasionsprozesse an extrazellulare Matrix -
Proteine und Wachstumsfaktoren. Syndekane regu-
lieren auch die Anlagerung von Zellen an die extrazel-
lulare Matrix von Endothelzellen und erméglichen da-
durch die Transmigration und Invasion, sowohl nor-
maler als auch transformierter Zellen [1]. Viele ex-
trazellulare Matrix-Proteine (z.B. Fibronektin, Kolla-
gen, Laminin) enthalten multiple Bindemotive, die
auch von Proteoglykanen erkannt werden [2]. Es wird
angenommen, dass Syndekane als Ko-Rezeptoren
mit Integrinen und extrazellularen Matrixproteinen die
Zell-Zell- und Zell-Matrix- Interaktion vermitteln [3, 4].
Die konservierten zytoplasmatischen Doméanen der
Syndekane enthalten Bindestellen fiir Proteine, die
die Assoziation mit Mikrofilamenten und dem Aktin-
zytoskelett vermitteln und dadurch die Zellmorpholo-
gie regulieren und Uberlebenssignale vermittelt [2].

[0010] In Ausfiihrungsformen der Erfindung ist der
Biomarker ausgewahlt aus der Gruppe der Syn-
dekan-Protein-Familie. Bevorzugt ist der Biomarker
ausgewahlt aus den Ectodoménen der Syndekan-Fa-
milie.

[0011] In Ausflhrungsformen der Erfindung ist der
Biomarker ein Protein mit einer Identitat von > 70%,
bevorzugt > 80%, besonders bevorzugt > 90% zu der
SEQ ID No.1. Die in der SEQ ID No.1 wiedergegebe-
ne Sequenz entspricht dabei der von humanem Syn-
dekan-4.

[0012] In Ausflhrungsformen der Erfindung ist der
Biomarker ein Protein mit der Sequenz SEQ ID No.1

[0013] Syndekan-4 wird von einer Vielzahl unter-
schiedlicher Zellen synthetisiert wird. Einige Studi-
en zeigen inzwischen, dass die Expression von Syn-
dekan-4 durch pro-inflammatorische Zytokine ange-
schaltet wird [5]. Der knockout von Syndekan-4 fiihrt
in Mausen zu einer verzdgerten Wundheilung und
Frakturheilung [5, 6]. Syndekan-4 spielt auch in der
Knie-Osteoarthrose eine wichtige Rolle, da der Ver-
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lust oder die Hemmung von Syndekan-4 zu einem
Schutz vor osteoarthrotischen Veranderungen des
Gelenkknorpels fiihrt [7]. Diese Studien legen na-
he, dass Syndekan-4 eng mit Gewebe-Remodellie-
rung insbesondere unter entziindlichen Bedingungen
assoziiert ist [1]. Unter entzundlichen Bedingungen
kann das membran-gebundenen Syndekan-4 durch
sog. Shedding in die l6sliche Form uberfihrt wer-
den. Dieser Prozess ist hdufig mit Gewebeverletzun-
gen assoziiert und das I8sliche Syndekan-4 kann
in den Wundflissigkeiten nachgewiesen werden [8].
Die Menge des léslichen Syndekan-4 hangt von der
Menge an Sheddasen im Gewebe ab. Zu den Syn-
dekan-4 Sheddasen zahlen insbesondere MMP-3,
MMP-9 und TACE [8].

[0014] Der Nachweis von Idslichem Syndekan-4 als
Serum-Biomarker wurde bereits fur akute Pneumo-
nie [9], chronische Herzinsuffizienz [10] und atopi-
scher Dermatitis [11] etabliert. Fur die Vorhersage
der kardiovaskularen Sterblichkeit in Hamodialyse-
Patienten ist ebenfalls der Nachweis von Syndekan-4
im Serum vorgeschlagen worden [12]. Diese Studien
zeigen, dass der Nachweis von loslichem Syndekan-
4 im Serum zum einen mdglich ist und zum anderen
krankheitsbedingt verandert sein kann.

[0015] Bevorzugtist der Biomarker ein Protein mit ei-
ner Identitat von > 70%, bevorzugt > 80%, besonders
bevorzugt > 90%zu der SEQ-ID No.2. Die in der SEQ-
ID No.2 wiedergegebene Sequenz entspricht dabei
der Ectodoméane von humanem Syndekan-4. Die Ec-
todoméne wird durch das Shedding freigesetzt und
kann als Iéslicher Biomarker im Blut nachgewiesen
werden.

[0016] In Ausflhrungsformen der Erfindung ist der
Biomarker ein Protein mit der Sequenz SEQ-ID No.2.

[0017] Insbesondere die Ectodoméne von Synde-
kna-4 weist dabei eine Konservierung auf, die einen
Einsatz als Biomarker auch in Tieren erlaubt.

[0018] Gegenstand der Erfindung ist auch die Ver-
wendung des Biomarkers zur Bestimmung der kor-
perlichen Belastung von Menschen und Tieren. In ei-
ner Ausfiihrungsform der Erfindung wird der Biomar-
ker zur Bestimmung der kérperlichen Belastung von
Menschen durch kérperliche Aktivitat, insbesondere
Sport, verwendet.

[0019] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein
Verfahren zur Bestimmung der korperlichen Belas-
tung durch koérperliche Aktivitdt von Menschen und
Tieren.

[0020] Dabei umfasst das Verfahren erfindungsge-
mal die Schritte:

3/8

2019.03.14

- Bereitstellen einer zu untersuchenden Probe
eines Menschen oder Tieres,

- Bestimmung der Konzentration des erfindungs-
gemalien Biomarkers in der Probe,

- Vergleich der bestimmten Konzentration des
Biomarkers mit einem Referenzwert,

- Ermittlung des Belastungszustands des Men-
schen oder Tieres basierend auf dem Vergleich
der in der Probe bestimmten Konzentration des
Biomarkers mit dem Referenzwert.

[0021] In Ausfiihrungsformen der Erfindung ist die zu
untersuchende Probe eine Blutprobe, bevorzugt eine
vendse Blutprobe. In r Ausfihrungsformen der Erfin-
dung ist die zu untersuchende Probe eine Blutplas-
maprobe.

[0022] In Ausfihrungsformen der Erfindung er-
folgt die Bestimmung der Konzentration des er-
findungsgemaflen Biomarkers mit einem Verfah-
ren ausgewahlt aus Immunassay (ELISA), Ober-
flachenplasmonenresonanzspektroskopie, Hochleis-
tungsflissigkeitschromatographie, Impedanz, Wes-
tern Blot und Massenspektroskopie.

[0023] In Ausfihrungsformen der Erfindung erfolgt
die Bestimmung der Konzentration des Biomarkers
mittels als Enzyme-linked Immunosorbent Assays
(ELISA).

[0024] In Ausfiihrungsformen der Erfindung wird als
Referenzwert die Konzentration des erfindungsge-
malen Biomarkers vor der Belastung bestimmt. Die
durch die kérperliche Belastung des Menschen oder
Tieres bedingte Erhéhung der Konzentration des Bio-
markers wird dabei auf den so bestimmten Referenz-
wert als Basalwert bestimmt.

[0025] In Ausfiihrungsformen der Erfindung ist der
Referenzwert 15,1 £2,6 ng/mL des erfindungsgema-
Ren Biomarkers.

[0026] Die Bestimmung der Konzentration des erfin-
dungsgemalien Biomarkers erfolgt ex vivo.

[0027] Gegenstand der Erfindung ist auch ein Kit zur
Durchfuhrung eines Verfahrens zu Bestimmung der
Belastung durch korperliche Aktivitat von Menschen
und Tieren. Das Kit umfasst dabei

- ein erstes Reagenz, welches zur Interaktion mit
dem erfindungsgemafien Biomarker ausgebildet
ist und

- ein zweites Reagenz, welches als Standard zur
Quantifizierung des Biomarkers ausgebildet ist.

[0028] Mittels des zweiten Reagenz kann durch den
Standard eine Kalibriergerade erstellt werden, die ei-
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ne Quantifizierung des Biomarkers in der Probe er-
laubt.

[0029] In Ausfihrungsformen der Erfindung ist das
erste Reagenz ein Antikdrper oder -fragment, wel-
ches zur Bindung an eine Sequenz mit einer ldentitat
von > 70 %, bevorzugt > 80%, bevorzugt > 90% aus-
gewahlt aus SEQ. ID No. 1 oder 2 ausgebildet ist.

[0030] In Ausfihrungsformen der Erfindung ist das
erste Reagenz ein Antikérper oder -fragment, wel-
ches zur Bindung an eine Sequenz ausgewahlt aus
SEQ. ID No. 1 oder 2 ausgebildet ist. Unter einem
Antiképerfragment wird dabei ein Fab-Fragment oder
scFv-Fragment verstanden.

[0031] In Ausfihrungsformen der Erfindung umfasst
das Kit weiterhin ein drittes Reagenz, welches zur In-
teraktion mit dem ersten Reagenz ausgebildet ist. Be-
vorzugt umfasst das dritte Reagenz ein an das drit-
te Reagenz gebundene funktionelle Einheit, welche
als Enzym oder Farbstoff oder Marker ausgebildet ist.
Als Marker kommen dabei beispielsweise radioaktive
fluoreszente/ HRP-Marker in Betracht.

[0032] In Ausfihrungsformen der Erfindung ist das
dritte Reagenz ein Antikdrper oder -fragment, wel-
ches zur Interaktion mit dem ersten Reagenz ausge-
bildet ist.

[0033] In Ausfihrungsformen der Erfindung ist das
Kit als ELISA-Kit ausgebildet und umfasst einen ers-
ten Antikérper zur Bindung an den Biomarker sowie
einen zweiten Antikdrper zur Bindung an den ersten
Antikérper, wobei der zweite Antikérper weiterhin ein
an den zweiten AntikOrper gebundenes Enzym als
funktionelle Einheit aufweist. Vorteilhaft kann das Kit
weiterhin das Substrat flir das Enzym enthalten, wo-
bei der Umsatz des Substrats direkt abhéngig ist von
der Enzymmenge und ein detektierbares Signal er-
gibt, dass zur Quantifizierung verwendet wird.

[0034] Mittels des erfindungsgemalien Biomarkers
ist es méglich, die kdérperliche Belastung enes Men-
schen oder Tieres nach oder wahrend kérperlicher
Aktivitdt zu bestimmen. Dabei dient der erfindungs-
gemale Biomarker bevorzugt als Marker fir Belas-
tung und Uberbelastung bei Sportlern. Die bisheri-
ge Messung von Laktatkonzentrationen im Blut als
belastungsabhangiger Parameter in der Leistungs-
diagnostik ist seit den 1980er Jahren fest implemen-
tiert haben jedoch verschiedene Nachteile, wie die
nicht ausreichende Hyperamisierung des Ohrlapp-
chens fur Abnahme kapillarisierten Blutes, wie auch
die Anreicherung mit zu viel Venenblut. Die Proble-
matik des schnellen Absinkens des Laktatwertes ist
bei dem erfindungsgemafRen Biomarker, insbesonde-
re bei Syndekan-4 weniger ausgepragt, da die Wer-
te direkt nach dem Sport nicht sofort absinken. Des
Weiteren erreicht die Laktatkonzentration bei einer
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Dauerbelastung im aeroben Bereich schnell einen
,Steady state“, so dass unter diesen Bedingungen
keine genaue Aussage Uber die Beanspruchung des
Kérpers getroffen werden kann. Im Gegensatz dazu
bildet der erfindungsgeméfie Biomarker die muskula-
re Belastung und keine Stoffwechselaktivitat ab.

[0035] Neben diesen zusatzlichen Erkenntnissen
zur Belastungsabbildung dient die Menge des Bio-
markers, bevorzugt Syndekan-4, im Serum insbe-
sondere auch als Marker fiir die Uberbelastung
von Sportlern. Bisher gibt es keinen verlédsslichen
Serummarker zur Diagnose einer Uberbelastung ei-
nes Sportlers. Haufig wird der Zustand der Uber-
belastung zu spat oder gar nicht erkannt, so dass
es zu Verletzungen und langen Regenerationszeiten
kommt. Mittels des erfindungsgeméafien Biomarkers
kann bei tUber die Abnahme der basalen Konzentrati-
on des Biomarkers gleichzeitig die Regenerationsfa-
higkeit des Sportlers quantifiziert werden, um somit
einen optimalen Wiedereinstieg ins Training zu ge-
wahrleisten.

[0036] Die Bestimmung der Konzentration des erfin-
dungsgemalien Biomarkers erfolgt ex vivo.

[0037] Weiterhin Gegenstand der Erfindung ist ein
Reagenz, welches zur Interaktion mit dem erfin-
dungsgemalen Biomarker ausgebildet ist. Bevorzugt
bindet das Reagenz an den erfindungsgemafen Bio-
marker.

[0038] In Ausflhrungsformen der Erfindung ist das
Reagenz als Antikdrper oder -fragment davon ausge-
bildet ist. Unter einem Antikdperfragment wird dabei
ein Fab-Fragment oder scFv-Fragment verstanden.

[0039] In Ausflhrungsformen der Erfindung ist das
Reagenz ein Antikérper oder -fragment ist, welches
zur Bindung an eine Sequenz mit einer Identitat von >
70 %, bevorzugt > 80%, bevorzugt > 90% ausgewahit
aus SEQ. ID No. 1 bis oder 2 ausgebildet ist.

[0040] Gegenstand der Erfindung ist auch die Ver-
wendung eines erfindungsgemalien Reagenzes zur
Interaktion mit dem erfindungsgemafen Biomar-
ker sowie die Verwendung des erfindungsgemafRen
Reagenzes in dem erfindungsgemafen Verfahren.
Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist die Verwen-
dung des erfindungsgeméaflen Reagenzes im erfin-
dungsgemalen Kit.

[0041] Firdie Realisierung der Erfindung ist es auch
zweckmafig, die vorbeschriebenen erfindungsgema-
Ren Ausgestaltungen, Ausfilhrungsformen und Merk-
male der Anspriiche in jeder Anordnung miteinander
zu kombinieren.

[0042] Nachfolgend soll die Erfindung anhand eini-
ger Ausfuhrungsbeispiele und zugehdriger Figuren



DE 10 2017 216 292 A1

eingehender erlautert werden. Die Ausfihrungsbei-
spiele sollen dabei die Erfindung beschreiben ohne
diese zu beschranken.

[0043] Es zeigen die

Fig. 1 eine Messung des l6slichen Syndekan-4
in drei Hobby-Ausdauersportlern bei einem Stu-
fen-Endbelastungstest auf dem Fahrradergome-
ter, in

Fig. 2 eine Messung belastungsassoziierter
Blutparameter in drei Hobby-Ausdauersportlern
bei einem Stufen-Endbelastungstest auf dem
Fahrradergometer, in

Fig. 3 eine Messung des ldslichen Syndekan-4
in sechs Hobby-Ausdauersportlern nach einem
intensiven Intervalltraining und in

Fig. 4 eine Messung des ldslichen Syndekan-4
in einem Belastungstest bei einem Hobby-Aus-
dauersportler vor Beginn der Triathlon-Saison
und nach einer Extrembelastung (Ironman).

Ausflhrungsbeispiele

[0044] In einem ersten Ausfiihrungsbeispiel zeigt
die Fig. 1 die belastungsabhangige Steigerung der
Konzentration des erfindungsgemafen Biomarkers,
beispielsweise von Syndekan-4 Spiegel im Serum
von Sportlern (3 mannliche Probanden). Die Pro-
banden wurden einem Stufen-Endbelastungstest auf
dem Fahrradergometer unterzogen. Die jeweiligen
Werte wurden zu jeder Wattstufe entnommen. Der
letzte Wert (post-Sport) wurde nach 10-mindtiger Er-
holungsphase genommen. Das I6sliche Syndekan-4
wurde aus 5 ml Serumproben mittels ELISA gemes-
sen. Die Steigerung des |6slichen Syndekan-4 ist ab-
hangig von der Belastungsstufe und steigt bis zu ca.
30% des basalen Levels. Als Referenzwert wird da-
bei die Konzentration des Biomarkers vor der Belas-
tung bestimmt.

[0045] In einem weiteren Ausfuhrungsbeispiel wur-
den, wie in Fig. 2 dargestellt, zum Vergleich zu Mess-
werten mit |6slichem Syndekan-4 in der Literatur eta-
blierte Belastungsmarker wie Kreatinin, Myoglobin
und CK sowie auch Laktat in den Proben bestimmt.
Die Messung belastungsassoziierter Blutparameter
in drei Hobby-Ausdauersportlern erfolgte bei einem
Stufen-Endbelastungstest auf dem Fahrradergome-
ter. Die jeweiligen Werte wurden zu jeder Wattstufe
entnommen. Der letzte Wert (post-Sport) wurde nach
10-minutiger Erholungsphase genommen. Kreatinin,
Myoglobin und CK wurden durch das regulére Ein-
gangslabor bestimmt. Laktat wurde mittels Blutkapil-
laren aus dem Ohr gemessen. Es zeigte sich lediglich
fur Laktat eine statistisch signifikante, belastungsab-
hangige, Steigerung der Serumlevel, wohingegen die
anderen Messparameter (Kreatinin, Myoglobin und
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CK) keine signifikante Korrelation mit der Belastungs-
intensitat aufwiesen.

[0046] In einem weiteren Ausflihrungsbeispiel wur-
de der zeitliche Verlauf der Menge des Biomarkers
(Syndekan-4) im Serum untersucht. Zur Untersu-
chung der zeitabhdngigen Serumspiegel von Syn-
dekan-4 wurden sechs Hobby-Ausdauersportler (3
Méanner und 3 Frauen) vor der Trainingsbelastung
Blut enthommen und dann direkt nach einem inten-
siven Intervalltraining, sowie ein und zwei Stunden
nach dem Training. Die jeweiligen Proben wurden
mittels Einzelpunktion der Vene in Serumréhrchen
entnommen. Es zeigt sich, wie in Fig. 3 dargestellt,
ein Peak der Menge an l6slichem Syndekan-4 direkt
nach der Belastung. Der mittlere Anstieg von 16sli-
chem Syndkan-4 in allen Probanden betragt 30 %
zum basalen Level.

[0047] In einem weiteren Ausflhrungsbeispiel wur-
de untersucht, ob der Syndekan-4 als Uberbelas-
tungsmarker dienen kann Dazu wurden die Synde-
kan-4 Serumlevel bei einem Probanden (Triathlet)
zu Beginn der Sportsaison mittels eines Stufen-Be-
lastungstests gemessen und den typischen Anstieg
von Syndecan-4 nach der Belastung beobachtet. Der
gleiche Proband hat 2 Wochen nach einer Extrem-
belastung (Ironman) die Serumproben vor und nach
einer sportlichen Belastung abgeben. Hier konnte,
wie in Fig. 4 dargestellt, kein Anstieg der 6slichen
Syndekan-4 Konzentration im Vergleich zum basa-
len Level festgestellt werden. Dies gibt einen ersten
Hinweis darauf, dass l6sliches Syndekan-4 somit tat-
sachlich vorhersagen, wie belastbar ein Sportler zu
dem entsprechenden Zeitpunkt ist und ob eventuell
eine Uberbelastungssymptomatik besteht.

Es folgt ein Sequenzprotokoll nach WIPO
ST.25. Dieses kann sowohl in DEPATISnet als
auch im DPMAregister aufgerufen werden.

Patentanspriiche

1. Biomarker zur Bestimmung der Belastung von
Menschen oder Tieren durch korperliche Aktivitat,
wobei der Biomarker ein Protein ein Protein mit einer
Identitat von > 70%, bevorzugt > 80%, besonders be-
vorzugt > 90% zu der SEQ ID No.1 oder SEQ ID No.
2 ist.

2. Biomarker nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Biomarker ein Protein mit der Se-
quenz SEQ ID No.1 oder 2.

3. Verfahren zur Bestimmung der korperlichen Be-
lastung von Menschen oder Tieren durch kérperliche
Aktivitat umfassend die Schritte:

- Bereitstellen einer zu untersuchenden Probe eines
Menschen oder Tieres,
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- Bestimmung der Konzentration des Biomarkers
nach einem der Anspriiche 1 oder 2 in der Probe,

- Vergleich der bestimmten Konzentration des Bio-
markers mit einem Referenzwert,

- Ermittlung des Belastungszustands des Menschen
basierend auf dem Vergleich der in der Probe be-
stimmten Konzentration des Biomarkers mit dem Re-
ferenzwert.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Bestimmung der Konzen-
tration mit einem Verfahren ausgewahlt aus Im-
munassay, Oberflachenplasmonenresonanzspektro-
skopie, Hochleistungsflissigkeitschromatographie,
Impedanz, erfolgt.

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder, dadurch ge-
kennzeichnet, dass als Referenzwert die Konzentra-
tion des erfindungsgemalfien Biomarkers vor der Be-
lastung bestimmt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Referenzwert 15,1 £2,6 ng/
mL des Biomarkers nach Anspruch 1 oder 2 ist.

7. Kit zur Bestimmung zur Durchflihrung eines Ver-
fahrens zu Bestimmung der Belastung durch korper-
liche Aktivitat von Menschen nach einem der Anspri-
che 4 oder 5 umfassend
- ein erstes Reagenz, welches zur Interaktion mit dem
Biomarker ausgebildet ist und
- ein zweites Reagenz, welches als Standard zur
Quantifizierung des Biomarkers ausgebildet ist.

8. Kit nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,
dass das erste Reagenz ein Antikérper oder
-fragment ist, welches zur Bindung an eine Sequenz
mit einer Identitat von > 70 %, bevorzugt > 80%, be-
vorzugt > 90% ausgewahlt aus SEQ. ID No. 1 bis oder
2 ausgebildet ist.

9. Reagenz zur Interaktion mit dem Biomarker
nach einem der Anspriiche 1 oder 2, wobei das Re-
agenz als Antikorper oder-fragment davon ausgebil-
det ist.

10. Reagenz nach Anspruch 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Reagenz ein Antikdrper oder
-fragment ist, welches zur Bindung an eine Sequenz
mit einer Identitat von > 70 %, bevorzugt > 80%, be-
vorzugt > 90% ausgewahlt aus SEQ. ID No. 1 bis oder
2 ausgebildet ist.

11. Verwendung eines Reagenz nach Anspruch 9
oder 10 zur Interaktion mit einem Biomarker nach ei-
nem der Anspriiche 1 oder 2 oder in einem Verfahren
nach einem der Anspriiche 3 bis 6 oder in einem Kit
nach einem der Anspriiche 7 oder 8.
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12. Verwendung eines Biomarkers nach Anspruch
1 oder 2 zur Bestimmung der korperlichen Belastung
von Menschen oder Tieren durch kdrperliche Aktivi-
tat.

Es folgen 2 Seiten Zeichnungen



Creatinin (norm. to baseline)

Lactate (norm. to baseline)
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Menge sl. Sdc-4 im Serum [pg/ml)
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