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Syndekan- Familie verwendet, dessen Konzentration im Blut Riickschliisse {iber die kérperliche Belastung des Menschen oder Tieres
nach kérperlicher Aktivitéit erlaubt. Das Verfahren eignet sich auch zur Bestimmung des Trainingszustands von Sportlern.
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Biomarker zur Bestimmung der korperlichen Belastung von Menschen und Tieren und
Verfahren zur Bestimmung der korperlichen Belastung sowie ein Kit zur Durchfiihrung des

Verfahrens

Die Erfindung betrifft einen Biomarker zur Bestimmung der kérperlichen Belastung von Menschen
und Tieren und ein Verfahren zur Bestimmung der korperlichen Belastung sowie ein Kit zur

Durchflihrung des Verfahrens.

Die Messung von Laktatkonzentrationen im Blut als belastungsabhangiger Parameter in der
Leistungsdiagnostik ist seit den 1980er Jahren fest implementiert. Es gibt jedoch verschiedene
Einschrankungen dieser Methode. So ist z.B. die nicht ausreichende Hyperamisierung des
Ohrlappchens fir Abnahme kapillarisierten Blutes zum Teil ein Problem, wie auch die
Anreicherung mit zu viel Venenblut. Fehlerhafte Abnahmebedingungen der Laktatproben stellen
eine potentielle Artefaktquelle dar. Laktat hat neben den spirometrischen Daten eine besondere
Bedeutung bei der Bestimmung des Ubergangs vom aeroben zum anaeroben Stoffwechsel.
Dieser Schwellenwert wird bei einem Stufen-Belastungstest ermittelt. Der Laktatwert erweist sich
jedoch als zum Teil unzuverlassiger Parameter, da sich Laktat auch nach sehr starker Belastung

relativ schnell (ca. 10 Minuten) abbaut und auf den Ausgangswert absinkt.

Des Weiteren erreicht die Laktatkonzentration bei einer Dauerbelastung im aeroben Bereich
schnell einen ,steady state®, so dass unter diesen Bedingungen keine genaue Aussage Uber die
Beanspruchung des Korpers getroffen werden kann. Auch besteht eine Abhangigkeit von der
kompartimentalen Verteilung des Laktates, d.h. die Konzentration im Blut ist nicht die
Konzentration des Laktates im belasteten Muskel. Auch unterscheidet sich die
Laktatkonzentration im und aullerhalb des Erythrozyten, so dass immer die Hamolysierung der

Proben angeraten werden muss.

Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung einen Biomarker und ein Verfahren zur
Bestimmung des Biomarkers in Blutproben bereitzustellen, welches die Nachteile der bisherigen
Verfahren zur Bestimmung der Belastung von Menschen und Tieren bei k&rperlicher Aktivitat

Uberwindet.

Die Aufgabe wird durch einen Biomarker, ein Verfahren zur Bestimmung des Biomarkers sowie
ein Kit zur Bestimmung des Biomarkers gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen sind in den

abhangigen Anspriichen angegeben.

Ein erster Aspekt der Erfindung betrifft einen Biomarker zur Verwendung in einem Verfahren zur

Bestimmung der Belastung von Menschen und Tieren durch korperliche Aktivitat. Insbesondere
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ist der Biomarker zur Bestimmung der kérperlichen Belastung bei sportlicher Aktivitat in
Menschen vorgesehen. Dabei wird erfindungsgemal’ die Konzentration des Biomarkers in einer
zu untersuchenden Probe untersucht und mit einem Referenzwert korreliert. Basierend auf der
Abweichung zwischen Referenzwert und bestimmter Konzentration des Biomarkers in der Probe
kann eine Aussage zum Belastungszustand des Menschen vorgenommen werden. Der

Biomarker ist dabei bevorzugt ein |6sliches Protein oder Peptid.

Erfindungsgemald ist der Biomarker ein Protein oder Peptid ausgewahlt der Gruppe der

Heparansulfat-Proteoglykane.

In Ausfihrungsformen der Erfindung ist der Biomarker ausgewahlt aus der Gruppe der

transmembranen Heparansulfat-Proteoglykane.

Transmembrane Heperansulfat Proteoglykane wie z.B. Syndekane sind an einer Vielzahl von
zellularen Prozessen beteiligt. Sie vermitteln unter anderem Adhasionsprozesse an extrazellulare
Matrix -Proteine und Wachstumsfaktoren. Syndekane regulieren auch die Anlagerung von Zellen
an die extrazellulare Matrix von Endothelzellen und ermdéglichen dadurch die Transmigration und
Invasion, sowohl normaler als auch transformierter Zellen [1]. Viele extrazellulare MatrixProteine
(z.B. Fibronektin, Kollagen, 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 ZelkZell- und Zell-Matrix- Interaktion
vermitteln [3, 4]. Die konservierten zytoplasmatischen Doméanen der Syndekane enthalten
Bindestellen flir Proteine, die die Assoziation mit Mikrofilamenten und dem Aktinzytoskelett

vermitteln und dadurch die Zellmorphologie regulieren und Uberlebenssignale vermittelt [2].

In Ausflihrungsformen der Erfindung ist der Biomarker ausgewahlt aus der Gruppe der Syndekan-
Protein-Familie. Bevorzugt ist der Biomarker ausgewahlt aus den Ectodomanen der Syndekan-

Familie.

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
wiedergegebene Sequenz entspricht dabei der von humanem Syndekan-4.

In Ausfihrungsformen der Erfindung ist der Biomarker ein Protein mit der Sequenz SEQ ID No.1.

Syndekan-4 wird von einer Vielzahl unterschiedlicher Zellen synthetisiert wird. Einige Studien
zeigen inzwischen, dass die Expression von Syndekan-4 durch pro-inflammatorische Zytokine
angeschaltet wird [5]. Der knockout von Syndekan-4 fihrt in Mausen zu einer verzdgerten

Wundheilung und Frakturheilung [5, 6]. Syndekan-4 spielt auch in der Knie-Osteoarthrose eine
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wichtige Rolle, da der Verlust oder die Hemmung von Syndekan4 zu einem Schutz vor
osteoarthrotischen Veranderungen des Gelenkknorpels fiihrt [7]. Diese Studien legen nahe, dass
Syndekan-4 eng mit Gewebe-Remodellierung insbesondere unter entziindlichen Bedingungen

assoziiert ist [1].

Unter entzindlichen Bedingungen kann das membran-gebundenen Syndekan-4 durch sog.
Shedding in die I6sliche Form Uberfihrt werden. Dieser Prozess ist haufig mit
Gewebeverletzungen assoziiert und das I6sliche Syndekan-4 kann in den Wundflissigkeiten
nachgewiesen werden [8]. Die Menge des I0slichen Syndekan-4 hangt von der Menge an
Sheddasen im Gewebe ab. Zu den Syndekan-4 Sheddasen zahlen insbesondere MMP-3, MMP-
9 und TACE [8].

Der Nachweis von l6slichem Syndekan-4 als Serum-Biomarker wurde bereits fur akute
Pneumonie [9], chronische Herzinsuffizienz [10] und atopischer Dermatitis [11] etabliert. Fiir 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 I8slichem Syndekan-4 im Serum zum einen mdglich ist und zum anderen

krankheitsbedingt verandert sein kann.

Bevorzugt ist der Biomarker ein Protein mit einer Identitdt 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 Ectodomane von humanem Syndekan-4. Die Ectodomane wird

durch das Shedding freigesetzt und kann als I6slicher Biomarker im Blut nachgewiesen werden.
In Ausflihrungsformen der Erfindung ist der Biomarker ein Protein mit der Sequenz SEQ-ID No.2.

Insbesondere die Ektodomane von Syndekan-4 weist dabei eine Konservierung auf, die einen

Einsatz als Biomarker auch in Tieren erlaubt.

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung des Biomarkers zur Bestimmung der
korperlichen Belastung von Menschen und Tieren. In einer Ausfiihrungsform der Erfindung wird
der Biomarker zur Bestimmung der kdrperlichen Belastung von Menschen durch kdrperliche

Aktivitat, insbesondere Sport, verwendet.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der korperlichen

Belastung durch kérperliche Aktivitat von Menschen und Tieren.
Dabei umfasst das Verfahren erfindungsgemal die Schritte:

- Bereitstellen einer zu untersuchenden Probe eines Menschen oder Tieres,
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- Bestimmung der Konzentration des erfindungsgemalien Biomarkers in der Probe,

- Vergleich der bestimmten Konzentration des Biomarkers mit einem Referenzwert,

- Ermittlung des Belastungszustands des Menschen oder Tieres basierend auf dem
Vergleich der in der Probe bestimmten Konzentration des Biomarkers mit dem

Referenzwert.

In Ausfiihrungsformen der Erfindung ist die zu untersuchende Probe eine Blutprobe, bevorzugt
eine venoOse Blutprobe. In r Ausfiihrungsformen der Erfindung ist die zu untersuchende Probe

eine Blutplasmaprobe.

In Ausfihrungsformen der Erfindung erfolgt die Bestimmung der Konzentration des
erfindungsgemalien Biomarkers mit einem Verfahren ausgewahlt aus Immunassay (ELISA),
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie, Hochleistungsfliissigkeitschromatographie,

Impedanz, Western Blot und Massenspektroskopie.

In Ausfiihrungsformen der Erfindung erfolgt die Bestimmung der Konzentration des Biomarkers

mittels als Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA).

In Ausfiihrungsformen der Erfindung wird als Referenzwert die Konzentration des
erfindungsgemalden Biomarkers vor der Belastung bestimmt. Die durch die kdrperliche Belastung
des Menschen oder Tieres bedingte Erhéhung der Konzentration des Biomarkers wird dabei auf

den so bestimmten Referenzwert als Basalwert bestimmt.

In Ausfihrungsformen der Erfindung ist der Referenzwert 151 12,6 ng/mL des

erfindungsgemalen Biomarkers.
Die Bestimmung der Konzentration des erfindungsgemafen Biomarkers erfolgt ex vivo.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Kit zur Durchflihrung eines Verfahrens zu Bestimmung

der Belastung durch koérperliche Aktivitat von Menschen und Tieren. Das Kit umfasst dabei

- ein erstes Reagenz, welches zur Interaktion mit dem erfindungsgemal3en Biomarker
ausgebildet ist und
- ein zweites Reagenz, welches als Standard zur Quantifizierung des Biomarkers

ausgebildet ist.

Mittels des zweiten Reagenz kann durch den Standard eine Kalibriergerade erstellt werden, die

eine Quantifizierung des Biomarkers in der Probe erlaubt.
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In Ausflihrungsformen der Erfindung ist das erste Reagenz ein Antikérper oder -fragment,
welches zur Bindung an eine Sequenz mit einer ldentitat von > 70 %, bevorzugt > 80%, bevorzugt
> 90% ausgewahlt aus SEQ. ID No. 1 oder 2 ausgebildet ist.

In Ausfiihrungsformen der Erfindung ist das erste Reagenz ein Antikdrper oder -fragment,
welches 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.

In Ausflhrungsformen der Erfindung umfasst das Kit weiterhin ein drittes Reagenz, welches zur
Interaktion mit dem ersten Reagenz ausgebildet ist. Bevorzugt umfasst das dritte Reagenz ein
an das dritte Reagenz gebundene funktionelle Einheit, welche als Enzym oder Farbstoff oder
Marker ausgebildet ist. Als Marker kommen dabei beispielsweise radioaktive fluoreszente/ HRP-

Marker in Betracht.

In Ausfihrungsformen der Erfindung ist das dritte Reagenz ein Antikérper oder -fragment,

welches zur Interaktion mit dem ersten Reagenz ausgebildet ist.

In Ausfiihrungsformen der Erfindung ist das Kit als ELISA-Kit ausgebildet und umfasst einen
ersten AntikOrper zur Bindung an den Biomarker sowie einen zweiten Antikdrper zur Bindung an
den ersten Antikdrper, wobei der zweite Antikdrper weiterhin ein an den zweiten Antikérper
gebundenes Enzym als funktionelle Einheit aufweist. Vorteilhaft kann das Kit weiterhin das
Substrat fir das Enzym enthalten, wobei der Umsatz des Substrats direkt abhangig ist von der

Enzymmenge und ein detektierbares Signal ergibt, dass zur Quantifizierung verwendet wird.

Mittels des erfindungsgemafen Biomarkers ist es mdglich, die korperliche Belastung eines
Menschen oder Tieres nach oder wahrend koérperlicher Aktivitat zu bestimmen. Dabei dient der
erfindungsgeméfle Biomarker bevorzugt als Marker fiir Belastung und Uberbelastung bei
Sportlern. Die bisherige Messung von Laktatkonzentrationen im Blut als belastungsabhangiger
Parameter in der Leistungsdiagnostik ist seit den 1980er Jahren fest implementiert, haben jedoch
verschiedene Nachteile, wie die nicht ausreichende Hyperamisierung des Ohrldppchens flir
Abnahme Kkapillarisierten Blutes, wie auch die Anreicherung mit zu viel Venenblut. Die
Problematik des schnellen Absinkens des Laktatwertes ist bei dem erfindungsgemalen
Biomarker, insbesondere bei Syndekan-4 weniger ausgepragt, da die Werte direkt nach dem
Sport nicht sofort absinken. Des Weiteren erreicht die Laktatkonzentration bei einer
Dauerbelastung im aeroben Bereich schnell einen ,steady state, so dass unter diesen
Bedingungen keine genaue Aussage Uber die Beanspruchung des Kdrpers getroffen werden
kann. Im Gegensatz dazu bildet der erfindungsgemale Biomarker die muskuldre Belastung und
keine Stoffwechselaktivitat ab.
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Neben diesen zusatzlichen Erkenntnissen zur Belastungsabbildung dient die Menge des
Biomarkers, bevorzugt Syndekan-4, im Serum insbesondere auch als Marker fir die
Uberbelastung von Sportlern. Bisher gibt es keinen verldsslichen Serummarker zur Diagnose
einer Uberbelastung eines Sportlers. Haufig wird der Zustand der Uberbelastung zu spat oder
gar nicht erkannt, so dass es zu Verletzungen und langen Regenerationszeiten kommt. Mittels
des erfindungsgemalien Biomarkers kann bei iiber die Abnahme der basalen Konzentration des
Biomarkers gleichzeitig die Regenerationsfahigkeit des Sportlers quantifiziert werden, um somit

einen optimalen Wiedereinstieg ins Training zu gewahrleisten.
Die Bestimmung der Konzentration des erfindungsgemafen Biomarkers erfolgt ex vivo.

Weiterhin Gegenstand der Erfindung ist ein Reagenz, welches zur Interaktion mit dem
erfindungsgemalen Biomarker ausgebildet ist. Bevorzugt bindet das Reagenz an den

erfindungsgemalen Biomarker.

In Ausfiihrungsformen der Erfindung ist das Reagenz als Antikdrper oder -fragment davon
ausgebildet ist. Unter einem Antikdperfragment wird dabei ein Fab-Fragment oder scFv-Fragment

verstanden.

In Ausflhrungsformen der Erfindung ist das Reagenz ein Antikdrper oder -fragment ist, welches
zur Bindung an eine Sequenz mit einer Identitat von > 70 %, bevorzugt > 80%, bevorzugt > 90%

ausgewahlt aus SEQ. ID No. 1 bis oder 2 ausgebildet ist.

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung eines erfindungsgemalien Reagenzes zur
Interaktion mit dem erfindungsgemallen Biomarker sowie die Verwendung des
erfindungsgemallen Reagenzes in dem erfindungsgemallen Verfahren. Ebenfalls Gegenstand
der Erfindung ist die Verwendung des erfindungsgemal3en Reagenzes im erfindungsgemalien
Kit.

Fir die Realisierung der Erfindung ist es auch zweckmalig, die vorbeschriebenen
erfindungsgemalen Ausgestaltungen, Ausflihrungsformen und Merkmale der Anspriiche in jeder

Anordnung miteinander zu kombinieren.

Nachfolgend soll die Erfindung anhand einiger Ausflihrungsbeispiele und zugehoriger Figuren
eingehender erlautert werden. Die Ausflihrungsbeispiele sollen dabei die Erfindung beschreiben

ohne diese zu beschrianken.
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Es zeigen die

Fig. 1 eine Messung des I8slichen Syndekan-4 in drei Hobby-Ausdauersportlern bei einem

Stufen-Endbelastungstest auf dem Fahrradergometer, in

Fig. 2 eine Gegenuberstellung der Konzentration des Biomarkers im Serum bei Sportlern und

Nichtsportlern

Fig.3 eine Messung belastungsassoziierter Blutparameter in drei Hobby-Ausdauersportlern bei

einem Stufen-Endbelastungstest auf dem Fahrradergometer, in

Fig. 4 eine Messung des l6slichen Syndekan-4 in sechs Hobby-Ausdauersportlern nach einem

intensiven Intervalltraining, in

Fig. 5 eine Messung des l6slichen Syndekan-4 in einem Belastungstest bei einem Hobby-

Ausdauersportler vor Beginn der Triathlon-Saison und nach einer Extrembelastung (Ironman), in

Fig. 6 eine Darstellung ein Vergleich der Menge des Biomarkers im Serum nach Belastung (iber

einen Zeitraum von zwei Stunden bei Sportlern und Nichtsportlern und in

Fig. 7 eine Darstellung der Messung von Serumleveln des Biomarkers in verschiedenen Tieren

Ausfuhrungsbeispiele

In einem ersten Ausfiihrungsbeispiel zeigt die Fig. 1 die belastungsabhangige Steigerung der
Konzentration des erfindungsgemalien Biomarkers, beispielsweise von Syndekan-4 Spiegel im
Serum von Sportlern (3 mannliche Probanden). Die Probanden wurden einem Stufen-
Endbelastungstest auf dem Fahrradergometer unterzogen. Die jeweiligen Werte wurden zu jeder
Wattstufe entnommen. Der letzte Wert (postSport) wurde nach 10-minitiger Erholungsphase
genommen. Das I6sliche Syndekan-4 wurde aus 5 ml Serumproben mittels ELISA gemessen.
Die Steigerung des I6slichen Syndekan-4 ist abhangig von der Belastungsstufe und steigt bis zu
ca. 30% des basalen Levels. Als Referenzwert wird dabei die Konzentration des Biomarkers vor

der Belastung bestimmit.

In einem weiteren Ausflihrungsbeispiel ist in Fig. 2 die Gegenlberstellung der Konzentration des
Biomarkers im Serum bei Sportlern (34 + 12 ng/ml) und Nichtsportlern (19 £ 5 ng/ml) dargestellt.
Dabei zeigt sich bereits eine signifikante Erhéhung des Biomarkers bei Sportlern im Vergleich zu

Nichtsportlern. Hierbei wurden fir die Untersuchung bei Sportlern Proben von Triathleten und
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einem Handballteam Uber die Saison erhoben. Die jeweiligen Personengruppen waren dabei

gemischt, um geschlechtsabhangige Effekte auszuschliel3en.

In einem weiteren Ausflhrungsbeispiel wurden, wie in Fig. 3 dargestellt, zum Vergleich zu
Messwerten mit I6slichem Syndekan-4 in der Literatur etablierte 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 Fahrradergometer. Die jeweiligen Werte wurden zu jeder Wattstufe
entnommen. Der letzte Wert (post-Sport) wurde nach 10-min(tiger Erholungsphase genommen.
Kreatinin, Myoglobin und CK wurden durch das reguldare Eingangslabor bestimmt. Laktatwurde
mittels Blutkapillaren aus dem Ohr gemessen. Es zeigte sich lediglich fiir Laktat eine statistisch
signifikante, belastungsabhangige, Steigerung der Serumlevel, wohingegen die anderen
Messparameter (Kreatinin, Myoglobin und CK) keine signifikante Komelation mit der

Belastungsintensitat aufwiesen.

In einem weiteren Ausfiihrungsbeispiel wurde der zeitliche Verlauf der Menge des Biomarkers
(Syndekan-4) im Serum untersucht. Zur Untersuchung der zeitabhangigen Serumspiegel von
Syndekan-4 wurden sechs Hobby-Ausdauersportler (3 Manner und 3 Frauen) vor der
Trainingsbelastung Blut enthommen und dann direkt nach einem intensiven 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. 4 dargestellt,
ein Peak der Menge an léslichem Syndekan-4 direkt nach der Belastung. Der mittlere Anstieg

von Iéslichem Syndkan-4 in allen Probanden betragt 30 % zum basalen Level.

In einem weiteren Ausflihrungsbeispiel wurde untersucht, ob der Syndekan-4 als
Uberbelastungsmarker dienen kann Dazu wurden die Syndekan-4 Serumlevel bei einem
Probanden (Triathlet) zu Beginn der Sportsaison mittels eines Stufen-Belastungstests gemessen
und den typischen Anstieg von Syndecan-4 nach der Belastung beobachtet. Der gleiche Proband
hat 2 Wochen nach einer Extrembelastung (Ironman) die Serumproben vor und nach einer
sportlichen Belastung abgeben. Hier konnte, wie in Fig. 5 dargestellt, kein Anstieg der 16slichen
Syndekan-4 Konzentration im Vergleich zum basalen Level festgestellt werden. Dies gibt einen
ersten Hinweis darauf, dass l6sliches Syndekan-4 somit tatsachlich vorhersagen kann, wie
belastbar ein Sportler zu dem entsprechenden Zeitpunkt ist und ob eventuell eine

Uberbelastungssymptomatik besteht.

In einem weiteren Ausfilhrungsbeispiel ist in Fig. 6 ein Vergleich der Serumwerte des Biomarkers
von Sportlern und Nichtsportlern dargestellt. Dabei absolvierten beide Gruppen einen

Endbelastungs-Stufen-Ergometertest . Die Konzentration des Biomarkers im Serum wurde vor
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der Belastung und unmittelbar danach sowie im zeitlichen Abstand von einer und zwei Stunden
nach Belastung bestimmt. Zu sehen ist hierbei ein Anstieg des Levels des Biomarkers bei
Sportlern um etwa 30% im Vergleich von nur 10% bei Nichtsportlern. Die Gruppen waren bei der
Bestimmung gemischt. Es konnte kein geschlechtsabhangiger Einfluss auf die Konzentration des

Biomarkers im Serum festgestellt werden.

Schlielichist in Fig. 7 die Quantifizierung des Biomarkers in verschiedenen Tieren gezeigt. Dabei

wurden zunachst die Basislevel des Biomarkers in den Tieren bestimmit.
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Patentanspriiche

1. Biomarker zur Verwendung in einem Verfahren 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 bevorzugt > 90% zu der
SEQ ID No.1 oder SEQ ID No. 2 ist.

2. Biomarker nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Biomarker ein Protein mit
der Sequenz SEQ ID No.1 oder 2.

3. Verfahren zur Bestimmung der korperlichen Belastung von Menschen oder Tieren durch
kérperliche Aktivitdt umfassend die Schritte:
- Bereitstellen einer zu untersuchenden Probe eines Menschen oder Tieres,
- Bestimmung der Konzentration des Biomarkers nach einem der Anspriiche 1 oder 2 in
der Probe,
- Vergleich der bestimmten Konzentration des Biomarkers mit einem Referenzwert,
- Ermittlung des Belastungszustands des Menschen basierend auf dem Vergleich der in

der Probe bestimmten Konzentration des Biomarkers mit dem Referenzwert.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Bestimmung der
Konzentration mit einem Verfahren ausgewahlt aus Immunassay,
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie, Hochleistungsflissigkeitschromatographie,

Impedanz, erfolgt.

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass als Referenzwert die

Konzentration des erfindungsgeméalen Biomarkers vor der Belastung bestimmt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Referenzwert 15,1

12,6 ng/mL des Biomarkers nach Anspruch 1 oder 2 ist.

7. Kit zur Bestimmung zur Durchfiihrung eines Verfahrens zu Bestimmung der Belastung durch
korperliche Aktivitat von Menschen nach einem der Anspriiche 4 oder 5umfassend
- ein erstes Reagenz, welches zur Interaktion mit dem Biomarker ausgebildet ist und
- ein zweites Reagenz, welches als Standard zur Quantifizierung des Biomarkers

ausgebildet ist, wobei



10.
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das erste Reagenz ein Antikérper oder -fragment ist, welches zur Bindung an eine Sequenz
mit einer Identitat von > 70 %, bevorzugt > 80%, bevorzugt > 90% ausgewahlt aus SEQ. ID

No. 1 oder 2 ausgebildet ist.

Reagenz zur Interaktion mit dem Biomarker nach einem der Anspriche 1 oder 2, wobeidas

Reagenz als Antikdrper oder -fragment davon ausgebildet ist, wobei

das Reagenz ein Antikérper oder -fragment ist, welches zur Bindung an eine Sequenz mit
einer Identitat von > 70 %, bevorzugt > 80%, bevorzugt > 90% ausgewahlt aus SEQ. ID No.

1 bis oder 2 ausgebildet ist.

Verwendung eines Reagenz nach Anspruch 8 zur Interaktion mit einem Biomarker nach
einem der Anspriiche 1 oder 2 oder in einem Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 6

oder in einem Kit nach Anspruch 8.

Verwendung eines Biomarkers nach Anspruch 1 oder 2 oder eines Verfahren nach Anspruch
3 bis 6 zur Bestimmung der korperlichen Belastung von Menschen oder Tieren durch

kérperliche Aktivitat.
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Feld Nr.1l Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)

GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fiir bestimmte Anspriiche kein internationaler Recherchenbericht erstellt:

1. I:' Anspriche Nr.
weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche diese Behérde nicht verpflichtet ist, namlich

2. I:' Anspriche Nr.

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entspre-
chen, dass eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefiihrt werden kann, namlich

3. |:| Anspriche Nr.
weil es sich dabei um abhangige Ansprliche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefasst sind.

Feld Nr. 1l Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Diese Internationale Recherchenbehérde hat festgestellt, dass diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt:

siehe Zusatzblatt

-

Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche.

2 I:' Da fur alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefihrt werden konnte, der
’ zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behérde nicht zur Zahlung solcher Geblihren aufgefordert.

3. I:' Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusétzlichen Recherchengebulhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich
dieser internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, fiir die Geblhren entrichtet worden sind, namlich auf die
Anspriche Nr.

4. |;_| Der Anmelder hat die erforderlichen zuséatzlichen Recherchengebiihren nicht rechtzeitig entrichtet. Dieser internationale
Recherchenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwdhnte Erfindung; diese ist in folgenden
Ansprichen erfasst:

1-6, 10(vollstandig); 9(teilweise)

Bemerkungen hinsichtlich Der Anmelder hat die zusatzlichen Recherchengebtihren unter Widerspruch entrichtet und die
eines Widerspruchs gegebenenfalls erforderliche Widerspruchsgebuhr gezahlt.

Die zuséatzlichen Recherchengeblihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahilt,
jedoch wurde die entsprechende Widerspruchsgebiihr nicht innerhalb der in der
Aufforderung angegebenen Frist entrichtet.

I:' Die Zahlung der zusatzlichen Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch.
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Internationales Aktenzeichen PCT/ EP2018/ 074881

WEITERE ANGABEN PCTASA/ 210

Die internationale Recherchenbehdorde hat festgestellt, dass diese
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt,
namlich:
1. Anspriiche: 1-6, 10(vollstandig); 9(teilweise)
Biomarker nach Anspruch 1.
1.1. Anspriiche: 3-6, 10(vollstédndig); 9(teilweise)

Verfahren nach Anspruch 3.

2. Anspriiche: 7(vollstandig); 9(teilweise)

Kit nach Anspruch 7.

3. Anspruch: 8

Reagenz nach Anspruch 8.




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Veroffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehéren

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2018/074881
Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefihrtes Patentdokument Veroffentlichung Patentfamilie Veroffentlichung
US 2013324698 Al 05-12-2013  EP 2420250 Al 22-02-2012
EP 2603236 Al 19-06-2013
US 2013324698 Al 05-12-2013
WO 2012020072 Al 16-02-2012
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