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Abkurzungsverzeichnis

CD
DNA
NKCA

NK-Zellen
PBMC

TNF-a

Cluster of Differentiation (dt.: immunph&notypisches Oberflachenmerkmal)
Deoxyribonucleic Acid (dt.: Desoxyribonukleinsdure)

Natural Killer Cell Cytotoxic Activity (dt.: zytotoxische Aktivitat von
natirlichen Killerzellen)

Naturliche Killerzellen

Peripheral Blood Mononuclear Cells (dt.: mononukleére Zellen des
peripheren Blutes)

Tumor Necrosis Factor Alpha (dt.: Tumornekrosefaktor-alpha)



1. Zusammenfassung

Die Bedeutung von Sport nimmt unter anderem in der Pravention und Therapie von
Krebserkrankungen stetig zu. Eine wichtige Rolle wird dabei den natirlichen Killerzellen
zugeschrieben, allerdings ist der Forschungsstand zum Einfluss von Sport auf die zytotoxische
Aktivitat der natirlichen Killerzellen (engl.: Natural Killer Cell Cytotoxic Activity, NKCA)
lickenhaft und teilweise widersprichlich. Vor diesem Hintergrund ist es Ziel der vorliegenden
Arbeit, die Wirkung akuter sportlicher Belastung auf die NKCA mit Hilfe einer systematischen
Ubersichtsarbeit und Metaanalyse differenziert zu untersuchen. Darliber hinaus sollen
erstmals Moderationseffekte bertcksichtigt werden, um Ergebnisabweichungen zwischen
Studien besser erklaren zu kénnen und moglicherweise einen Beitrag zur gezielten
Trainingssteuerung zu liefern. Schlief3lich soll im Rahmen dieser Arbeit geprtift werden, ob es
in den Stunden nach sportlicher Aktivitét zu einer signifikanten Reduktion der NKCA kommt.
Experimentelle Primardaten wurden auf Basis einer systematischen Literaturrecherche in den
Datenbanken MEDLINE (via PubMed), Scopus, und SportDiscus gewonnen. Der Einschluss
von Studien erfolgte, sofern der Effekt akuter korperlicher Bewegung unter Berlcksichtigung
einer passiven Kontrollgruppe getestet wurde und die NKCA jeweils vor und nach der
Belastung sowie im Laufe einer zweistiindigen Erholungsphase gemessen wurde. Nach
Prifung der methodischen Studienqualitat wurden die Daten systematisch aufbereitet und mit
Hilfe von zwei separaten Modellen ausgewertet: (1) Vor Belastung vs. nach Belastung und (2)
vor Belastung vs. Erholungsphase. Um die Heterogenitat zwischen den Studien zu erfassen,
wurden anschlief3end bivariate Moderatoranalysen durchgefihrt.

Die Auswertung von 18 EffekigrofRen aus zwolf Studien zeigen einen positiven Einfluss von
Sport auf die NKCA. Zusatzlich beweisen die Daten, dass der Effekt fir Ausdauersport grofer
ausfallt als fur Kraftsport und die Intensitéat der korperlichen Belastung die NKCA positiv
beeinflusst. Dabei kann kein Unterschied zwischen den verwendeten Ausgangsmaterialien
festgestellt werden und auch die gemessene Anzahl an NK-Zellen im peripheren Blut zeigt
keinen moderierenden Effekt. Wahrend der Erholungsphase fallt die NKCA auf das
Ausgangshiveau zuriick, d.h. es ist kein signifikanter Unterschied zwischen den NKCA-Werten
vor der Belastung und wahrend der Erholungsphase nachzuweisen.

Die vorliegende Arbeit liefert den ersten studienliibergreifenden Beweis fir eine deutliche
Erh6hung der zytotoxischen Aktivitat von NK-Zellen durch kdrperliche Belastung. Die Werte
fallen innerhalb der ersten zwei Stunden nach Belastung wieder ab, allerdings ergibt sich kein
Hinweis auf eine immunsupprimierende Auswirkung. Dariiber hinaus zeigt sich, dass der
NKCA-Effekt unabhéngig von der Zellmobilisation Bestand hat. Insgesamt steuert diese Arbeit
einen wichtigen Beitrag zur immunologischen Erklarung fir die positive Wirkung von Sport bei

und bietet konkrete Anknupfungspunkte fir zukinftige Forschung.



2. Einleitung

Regelmaliges Sporttreiben wirkt sich positiv auf den Gesundheitszustand aus, indem es das
Risiko fur Herz-Kreislauf-, Stoffwechsel- und Krebserkrankungen senkt. Es gilt als
wissenschatftlich gesichert, dass ein korperlich aktiver Lebensstil die mittlere Lebenserwartung
signifikant verlangert und in der Krankheitspravention einen vergleichbaren Stellenwert
einnimmt wie ein Nikotinverzicht oder die Vermeidung von Ubergewicht *. Auch in der Therapie
bietet Sport als adjuvante Intervention einen wichtigen Zusatznutzen: In aktuellen Studien
wurde beispielsweise gezeigt, dass korperliche Aktivitat die Nebenwirkungen einer
Krebstherapie abmildert 2, das Mortalitatsrisiko bei Krebspatienten senkt 3 oder die Rate
postoperativer Komplikationen verringert #. Trotz zahlreicher wissenschaftlicher Belege fiir die
positiven Effekte des Sports sind die Wirkungsmechanismen insbesondere auf zellularer und
molekularer Ebene noch nicht vollstéandig verstanden °. Es deutet allerdings vieles darauf hin,
dass die sportinduzierte Mobilisierung und Aktivierung von Immunzellen hierbei eine zentrale
Rolle spielt ©.

Als Teildisziplin der Sportmedizin beschéftigt sich die Sportimmunologie mit den akuten und
chronischen Auswirkungen von Sport auf das Immunsystem. Zahlreiche Studien belegen den
Effekt von korperlicher Bewegung auf diverse Immunparameter wie die Anzahl an
Immunzellen im Blut oder deren Aktivitat 7. Besonders schnell reagierende Immunzellen — die
naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) — sind seit Uber 30 Jahren Gegenstand
sportimmunologischer Forschung: Wahrend die Wirkung von Sport auf die Anzahl an NK-
Zellen im peripheren Blut vielfach nachgewiesen wurde, ist die Datenlage zum Effekt auf die
zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen widerspriichlich 8.

Vor diesem Hintergrund ist es Ziel der vorliegenden Arbeit, die Wirkung von Sport und
korperlicher Bewegung auf die zytotoxische Aktivitat von nattrlichen Killerzellen mit Hilfe einer
systematischen Ubersichtarbeit und einer Metaanalyse genauer zu untersuchen. Im
einleitenden Teil der Arbeit wird zundchst auf das Thema Sport und Immunologie
eingegangen, bevor die Funktionen von NK-Zellen ndher betrachtet werden. Anschlie3end soll
der Forschungsstand kritisch zusammengefasst und die forschungsleitenden Fragen erlautert

werden.

2.1 Sportund Immunologie

Sport und kdrperliche Bewegung beeinflussen das Immunsystem Uber eine Veranderung der
Anzahl und Aktivitat von Immunzellen im peripheren Blut °. Die Verbindung zwischen
korperlicher Bewegung und dem Immunsystem wird tber die Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse und das sympathische Nervensystem hergestellt. Durch deren
Aktivierung kommt es unter anderem zu einer Steigerung der Hamodynamik und zu einer

erhdhten Freisetzung von Stresshormonen, die wiederum regulierend auf das komplexe
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Immunsystem wirken 7. Aktuelle Studien deuten zudem darauf hin, dass Muskelzellen bei
erhdhter Anstrengung Myokine sezernieren, die das Immunsystem in seiner Funktion
beeinflussen 1911,

In Abhangigkeit der Haufigkeit und Intensitat des Sporttreibens werden in der Literatur neben
vielen positiven Effekten auch immunschwéachende Auswirkungen beschrieben. Insbesondere
bei Leistungssportlern wurde nach intensiven Trainings- oder Wettkampfphasen eine erhdhte
Infektanfélligkeit beobachtet 2. Die hierauf aufbauende ,Open Window“-Theorie geht davon
aus, dass wichtige Immunparameter wie die Zytotoxizitat von NK-Zellen in den Stunden und
Tagen nhach intensiver Belastung supprimiert sind und damit Infektionen insbesondere der
oberen Atemwege begiinstigen. Aus pathophysiologischer Sicht kénnte auch ein gereiztes
Schleimhautepithel nach intensiver Belastung eine Rolle spielen °. Allerdings wird die
Plausibilitat der ,Open Window“-Theorie vermehrt in Zweifel gezogen, da vielen Studien
lediglich Selbstberichte von Athleten zugrunde liegen und haufig weder Laborparameter noch
klinische Untersuchungsergebnisse zur Objektivierung der Beschwerden erhoben wurden .
Zudem ist unklar, ob die Infektionen tatsachlich durch exogene Krankheitserreger verursacht
werden oder nicht vielmehr virale Reaktivierungen eine Rolle spielen °.

Wahrend die Frage nach einer erhdhten Infektanfalligkeit im Leistungssport nicht eindeutig
geklart ist, gilt es in der Sportimmunologie als bewiesen, dass regelmafiges Sporttreiben mit
moderater Intensitat die Immunkompetenz nachhaltig starkt, eine antiinflammatorische
Wirkung erzielt und die Inzidenz vieler chronischer Erkrankungen verringert °. Dadurch wirkt
Sport nicht nur praventiv hinsichtlich viraler oder bakterieller Infekte, sondern schiitzt auch vor
neoplastischen und chronisch-entziindlichen Erkrankungen. Zudem gibt es wissenschaftliche
Belege, dass regelmafige korperliche Aktivitat die Immunoseneszenz, d.h. das Nachlassen
der Immunabwehr im Alter, signifikant verlangsamt 134,

Ublicherweise wird in der Sportimmunologie eine Unterscheidung vorgenommen zwischen
den akuten Effekten auf das Immunsystem im Sinne einer einzelnen korperlichen Aktivitat und
den chronischen Effekten von Sport, d.h. Anpassungen des Immunsystems durch
regelmafiges Sporttreiben. Eine akute korperliche Belastung fihrt in der Regel zu einer
Freisetzung von Katecholaminen, Prostaglandinen und Glukokortikoiden. Es erhght sich die
kardiale Auswurfleistung, die Hamodynamik und die Demargination von Leukozyten —
insbesondere von CD8-positiven T-Zellen und NK-Zellen °. Zusatzlich werden die adrenergen
Rezeptoren der Leukozyten stimuliert, wodurch es zu einer Steigerung der Zellfunktion wie
Zellproliferation, Zytokinproduktion oder Zytotoxizitat kommt .

Bezuglich der chronischen Effekte von Sport ist bekannt, dass regelmaf3iges Sporttreiben zu
einem reduzierten Glucocorticoidspiegel fuhrt und dadurch die Funktion von Immunzellen wie

die zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen begiinstigt & Trotz enormer Fortschritte in der



sportimmunologischen Forschung ist festzuhalten, dass die genauen Wirkmechanismen noch

viele Fragen aufwerfen.

2.2  Funktionen von NK-Zellen

NK-Zellen zahlen zu den Lymphozyten und spielen eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr
gegen virusinfizierte und neoplastische Zellen. Beispielsweise wird eine erhéhte zytotoxische
Aktivitat von NK-Zellen (NKCA) mit einem reduzierten Tumorerkrankungsrisiko 417 und einer
langeren Uberlebenszeit von Krebspatienten assoziiert #1°. Als Teil des angeborenen
Immunsystems sind NK-Zellen in der Lage, pathologische Zielzellen ohne vorherige
Immunisierung zu erkennen und abzuttten. Diese Effektorfunktion beruht im Wesentlichen auf
der Sekretion von zytotoxischen Granula und der Aktivierung des programmierten Zelltods 2.
Zytotoxische Granula enthalten Effektorproteine wie Perforin und Granzym: Perforin ist ein
porenbildendes Protein, das einen Membranangriffskomplex mit der Zielzelle bildet und so
deren Zytolyse bewirkt. Das Enzym Granzym z&hlt zu den Serinproteasen, kann mit Hilfe des
Perforins in die Zielzelle eindringen und fuhrt dort zur Apoptose 2.

Die Aktivierung des programmierten Zelltods wird Uber eine Rezeptor-Liganden-Bindung
eingeleitet. NK-Zellen exprimieren sogenannte Death-Liganden (z.B. FasL), die an
entsprechenden Death-Rezeptoren der Zielzelle binden und eine Konformationsanderung im
Rezeptor bewirken. Uber mehrere Zwischenschritte fiihrt dieser Prozess zu einer Spaltung
essenzieller Proteine und schlieBlich zur Apoptose der Zielzelle 2.

Die Regulation von NK-Zellen erfolgt Uber MHC-spezifische Rezeptoren, die eine
Unterscheidung zwischen physiologischen und pathologischen Zellen ermdglichen. Abhéngig
vom MHC-Status kénnen NK-Zellen deaktiviert werden, um eine Abtdtung physiologischer
Zellen zu vermeiden. Da virusbefallene und neoplastische Zellen weniger MHC-Molekiile
exprimieren, wird die Inhibition aufgehoben und die zytotoxische Funktion der NK-Zellen
aktiviert %,

NK-Zellen erfullen nicht nur eine zytotoxische, sondern auch eine immunregulatorische
Funktion, indem sie unter anderem Zytokine wie Interferon-y oder TNF-a sezernieren und
dadurch die Aktivitdt anderer Immunzellen beeinflussen. Aufgrund ihrer unterschiedlichen
Funktionen werden NK-Zellen in zwei Untergruppen eingeteilt: NK-Zellen mit Gberwiegend
zytotoxischer Aktivitat exprimieren in nur geringem Male das Oberflachenmolekil CD56 und
werden daher als CD56%™ bezeichnet; NK-Zellen mit regulatorischer Funktion exprimieren

hingegen viel CD56 an ihrer Oberflache und werden daher als CD 569" bezeichnet .

2.3 Forschungsstand

Hinsichtlich der Wirkung von Sport auf NK-Zellen hat die sportimmunologische Forschung

zahlreiche Studien hervorgebracht, die sich in erster Linie mit der Mobilisierung und der

zytotoxischen Aktivitdt von NK-Zellen befassen. Im Folgenden konzentriert sich die
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Darstellung des Forschungsstands auf die akuten Effekte von Sport. Fur eine Ubersicht der
chronischen Effekte wird auf den Review-Artikel von Zimmer et al. & verwiesen.

Viele Studienergebnisse zeigen Ubereinstimmend, dass korperliche Bewegung einen positiven
Einfluss auf die Mobilisierung von NK-Zellen hat und die Anzahl an NK-Zellen im peripheren
Blut stark mit dem Katecholaminspiegel korreliert °. Abhéngig von der Intensitat einer
Sportaktivitat fallt die Anzahl der NK-Zellen in den ersten Stunden der Ruhephase wieder ab
und kann anschlieRend fiir bis zu 24 Stunden erniedrigt bleiben 4.

Bezlglich der Wirkung von Sport auf die NKCA kamen Shephard und Shek 2* im Rahmen
einer Metaanalyse zu widersprichlichen Ergebnissen. Es wurde dennoch die Tendenz
abgeleitet, dass die zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen nach intensiven sportlichen
Belastungen unter den Ausgangswert abfallt 24, Da die NKCA eine wichtige Abwehrfunktion
gegen pathogene Keime im Respirationstrakt erfiillt, diskutieren unter anderem Kakanis et al.
12 einen moglichen Zusammenhang mit dem Auftreten von Atemwegsinfekten im Sinne der
,Open Window*“-Theorie.

Akute korperliche Belastung fiihrt zu einer Mobilisierung von CD56%M-NK-Zellen, die eine
starke Zytotoxizitat aufweisen *°. Durch den erhohten Anteil dieser Untergruppe gegeniber
den regulatorischen CD56P"9"-NK-Zellen kommt es zu einer Erhhung der NKCA 8. Weiterhin
ungeklart ist daher, ob akute sportliche Belastung tatséchlich zu einer Aktivitdtsanderung der
NK-Zellen fuhrt oder die festgestellten Schwankungen in der NKCA durch den erhdhten Anteil
zytotoxischer CD-569m-NK-Zellen verursacht werden. In der Regel lassen es die Studiendaten
nicht zu, Veranderungen in der Aktivitat von NK-Zellen unabhangig von der relativen Verteilung
der NK-Zellen zu interpretieren.

Darliber hinaus sorgen verschiedene methodische Aspekte fiir eine begrenzte
Vergleichbarkeit der vorhandenen Studien: Erstens weichen die experimentellen
Interventionsformen (d.h. die Art, Intensitat und Dauer der Sporteinheit) sowie das Alter und
der Trainingsstaus der Probanden zwischen den Studien teilweise stark voneinander ab.
Zweitens werden die NKCA-Werte zu unterschiedlichen Messzeitpunkten erhoben, wodurch
es zu erheblichen Verzerrungen kommen kann, da die NKCA nach der Belastung grof3en
Schwankungen unterliegt. Drittens ist unklar, ob die NKCA-Werte durch die eingesetzte
Messtechnik und unterschiedliche Ausgangsmaterialen verzerrt werden. Beispielsweise
werden haufig isolierte mononukleare Zellen des peripheren Bluts (engl. Peripheral Blood
Mononuclear Cells, PBMC) zur Inkubation der Zielzellen (in den meisten Fallen K562-
Tumorzellen) verwendet, ohne maogliche Abweichungen im Vergleich zu Vollblut zu
bertcksichtigen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Datenlage zum Einfluss von Sport auf die NKCA
teilweise widersprichlich ist. Zwar existiert eine beachtliche Studienanzahl zur Thematik, die

direkte Vergleichbarkeit ist aufgrund unterschiedlicher Studiendesigns und Methoden aber
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nicht ohne weiteres méglich. Aus diesem Grund erlaubt es der Forschungsstand bislang nur
sehr eingeschrankt, allgemeingultige Schlussfolgerungen zur Wirkung von Sport auf die NKCA

Zu ziehen.

2.4  Forschungsfragen und Ziel der Arbeit
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Wirkungszusammenhange zwischen Sport und der
zytotoxischen Aktivitat von NK-Zellen besser zu erklaren, indem experimentelle Priméardaten
zu Metadaten zusammengefasst und metaanalytisch ausgewertet werden. Angesichts der
steigenden Bedeutung von Sport und Bewegung in der Pravention und Therapie kommt
diesem Forschungsziel eine grof3e wissenschaftliche Relevanz zu. Auch wenn sich viele
Studien wie oben skizziert hinsichtlich der Interventionsformen, Probandenkollektive und
Messinstrumente unterscheiden, eignen sich viele Datensatze grundsatzlich zur Anwendung
eines metaanalytischen Verfahrens. Die Metaanalyse hat zum Ziel, unklare oder
widerspruchliche Ergebnisse mit statistischen Mitteln zu erfassen und studientbergreifende
Erkenntnisse abzuleiten. Darauf aufbauend kénnen neue Forschungshypothesen entstehen
sowie neue Praventions- und Therapieansétze entwickelt werden. Vor diesem Hintergrund
lautet die erste forschungsleitende Frage:
(1) Wie und wie stark wirkt sich akute korperliche Belastung auf die zytotoxische Aktivitat
von NK-Zellen aus?
Die vorliegende Arbeit soll einen zusatzlichen Erkenntnisgewinn zum Einfluss individueller
(Alter, Geschlecht), sportbezogener (Intensitat, Trainingsformen) und methodischer Faktoren
(Art des Ausgangsmaterials) liefern. Mit Hilfe von Subgruppenanalysen werden mogliche
Moderationseffekte identifiziert, um Ruckschlisse fur die gezielte Trainingssteuerung zu
ziehen. Zudem soll mit Hilfe einer Metaregressionsanalyse ermittelt werden, ob der
Zusammenhang zwischen Sport und NKCA durch die Anzahl der NK-Zellen im peripheren Blut
beeinflusst wird. Mit anderen Worten geht es um die Frage, ob Sport eine unmittelbare Wirkung
auf die NKCA ausubt oder ob lediglich eine hohere Zellzahl fiir die Ver&nderungen in der NKCA
verantwortlich ist. Zusammenfassend wird folgende Forschungsfrage formuliert:
(2) Welche Moderationseffekte beeinflussen den Zusammenhang zwischen akuter
korperlicher Belastung und der zytotoxischen Aktivitat von NK-Zellen?
Der gegenwartige Forschungsstand zeichnet ein uneinheitliches Bild hinsichtlich einer
moglichen, zeitlich begrenzten Reduzierung der NKCA wéhrend der ersten Stunden nach der
Sportaustibung. Angesichts der kontrovers diskutierten ,Open Window“-Theorie soll diese
Arbeit einen Erkenntnisgewinn zur Rolle der NK-Zellen bzw. deren Aktivitdt beitragen.
Entsprechend lautet die dritte Forschungsfrage:
(3) Wie wirkt sich akute kdrperliche Belastung auf die zytotoxische Aktivitdt von NK-Zellen in

den ersten Stunden der Erholungsphase aus?
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Abstract

Background Data on changes in natural killer cell cytolytic activity (NKCA) in response to acute physical exercise are
contradictory.

Objective The aim of this systematic review, meta-analysis and meta-regression is to (1) examine the effect of acute physi-
cal exercise on NKCA, (2) shed more light on the moderating factors, and (3) test the assumption of NKCA suppression
subsequent to performing sports.

Methods Two comparisons of NKCA were performed: (1) pre- versus post-exercise and (2) pre-exercise versus recovery.
Data were acquired through a systematic search of MEDLINE (via PubMed), Scopus, and SportDiscus. Studies were eligible
for inclusion if the effect of acute physical exercise was assessed including a passive control group and reporting NKCA
prior to and immediately after the trial, and during the first 2 h of recovery. To better explain between-study heterogeneity,
a moderator analysis was conducted.

Results Pooled estimate from 12 studies reporting 18 effect sizes show that NKCA is largely elevated by acute physical
exercise (Hedges’ g=1.02, 95% CI 0.59-1.46, p <0.01). Meta-regressions reveal that this effect is larger for endurance versus
resistance exercise and increases with the intensity of exercise (both p <0.01), whereas the blood material used in the assay
(»=0.71), and the quantitative change in NK-cell count (R*=0%, p=0.55) do not play a significant role. Physical exercise
does not affect the level of NKCA after the recovery period (g=0.06, 95% CI —0.37 to 0.50, p <0.76).

Conclusions This work provides solid evidence for elevated NKCA through performing sports which returns to baseline
during the first 1-2 h of recovery, but not below the pre-exercise values providing counterevidence to the assumption of
temporarily reduced NKCA. Remarkably, the functional change in NKCA exists independently from the quantitative change
in NK-cell count.
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Acute physical exercise has a large and positive effect on
the level of NK-cell cytolytic activity in the peripheral
blood (g=1.02, 95% CI 0.59-1.46, p <0.01).

In the first hours after performing sports, NKCA values
return to baseline, but do not drop below the pre-exercise
values (g=0.06, 95% CI —0.37 to 0.50, p <0.76).

The data suggest the counterintuitive conclusion that the
level of NKCA is not significantly altered by the chang-
ing numbers of NK-cells (k=11, beta=0.123, R>=0%,
p=0.55).

1 Introduction

As part of the cellular innate immune system, Natural Killer
cells (NK-cells) play a crucial role in the host defence against
virus infected and neoplastic cells. NK-cells are character-
ized by a detection and killing of target cells without prior
immunization and therefore build a first line of defence. The
cytotoxic function of NK-cells is described by their cytolytic
activity (NKCA), consisting of two major mechanisms. On
one hand, NK-cells could provide cytotoxicity by secretion
of cytolytic granules, and on the other hand by the induction
of cell death receptors [1]. Cytolytic granules include effec-
tor proteins such as perforin and granzymes. Perforin is a
pore-forming protein. In detail, it builds a membrane-attack-
complex on target cells, causing pores, which in turn induce
osmotic lysis [2]. Granzymes are serine-proteases inducing
apoptosis and mediate cell death [1]. Cell death receptors are
expressed on the cell surface and consequence in apoptosis
upon ligand binding. NK-cells express the ligand of the cell
death receptor FAS (FASL) and the TNF-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL) on their surface [3].

Regulation of NK-cell function is achieved by a keen
balance of signals of activating and inhibiting receptors
that provide a discrimination between healthy and diseased
cells. According to their function, NK-cells can be divided
into two major subsets based on their surface expression
of the cluster molecule CD56 [4]. On one hand, NK-cells
with low levels of CD36 (CD56%™) that are highly cytotoxic
and on the other hand, NK-cells with high levels of CD56
(CD56M) that secrete cytokines and are regulatory.

Research in the field of exercise immunology has pro-
posed both, a mobilization and redistribution as well as alter-
ations in the function of these cells during and after exer-
cise [5]. Today, it is well accepted that NK-cell mobilization

during and shortly after cessation of exercise is mainly
driven by epinephrine [6]. In contrast, less is known about
NK-cell distribution to different tissues.

Besides NK-cell mobilization and redistribution, exercise
was supposed to change NK-cell function in a dose- and
time dependent manner. In detail, NK-cell cytolytic activity
(NKCA) has been described to increase during various types
of acute physical exercise and to decrease after sustained
moderate and prolonged exercise [7]. It was speculated that
the latter, contributes to an enhanced risk for upper respira-
tory infections since NK cells serve as “first line defence”
against pathogens in the respiratory tract [8]. However, evi-
dence for exercise-induced immune suppression is sparse
and opposing opinions are also well accepted by the scien-
tific community [9]. In contrast to the profound and explicit
knowledge on exercise induced NK-cell mobilization, data
and opinions on changes in NKCA are contradictory.

This inconsistency may be explained by numerous fac-
tors, such as strongly varying exercise paradigms (type,
intensity, duration), measurement time points and popula-
tions as well as using different laboratory techniques (flow
cytometry, cytochrome release assay, calcein assays, etc.)
and biomaterials (whole blood, peripheral blood mononu-
clear cells or isolated NK-cells; for a review read Zimmer
et al. [5]).

Against the backdrop of the increasing relevance of exer-
cise in preventive and rehabilitative settings, it is of inter-
est to quantify the effect of acute and mid-term (recovery
phase) exercise-induced alterations in NKCA. Furthermore,
this study attempts to identify potential technical and physi-
ological moderators since these have been neglected in a
previous meta-analysis [7].

Another critical issue relates to the confounding effect of
NK-cell mobilization in response to physical exercise, and
thus, many studies cannot reliably differentiate between the
functional change in cytotoxicity and the quantitative change
in NK-cell numbers. To sum it up, moderating factors on the
individual, exercise, and methodological level are indispen-
sable for drawing reliable conclusions on NKCA in response
to physical exercise. Given the lack of coherent knowledge
this research attempts to reach three major goals: (a) thor-
oughly examine the immediate effect of acute physical
exercise on NKCA, (2) shed more light on the moderating
factors, and (3) test the assumption of temporarily reduced
NKCA suppression subsequent to performing sports.

2 Materials and Methods

This study was conducted in accordance with the Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analy-
ses (PRISMA) [10]. All criteria presented in the PRISMA
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checklist were satisfied. The protocol was pre-registered on
PROSPERO (registration number CRD42020134257).

2.1 Search Strategy

The literature search was conducted using MEDLINE
(via PubMed), Scopus, and SportDiscus. Since research
on NKCA alterations in response to sports started in the
1980s [5], the literature search was performed over a period
of 40 years (January 1980 to December 2019). The search
strategy involved Medical Subject Headings (MeSH) and
text words combined through Boolean operators (‘‘AND”’,
““OR”’). The search string included common synonyms for
the concepts of (1) physical exercise, (2) natural killer cells,
and (3) NKCA: (exercise OR “physical activity” OR sport
OR training OR cycling OR walking OR swimming OR run-
ning) AND (“natural killer cells” OR “natural killer cell”
OR “NK-cells” OR “NK-cell”) AND (cytotoxicity OR cyto-
toxic OR “natural killer cell cytotoxic activity” OR “cyto-
Iytic activity” OR NKCA OR “cell activity” OR “NK cell
function”). The scope of the search was restricted to peer-
reviewed articles published in English. After deduplication
and screening for the selection criteria, 74 full-text articles
were independently assessed by 2 reviewers (SP and CR).
Finally, 12 studies were included in the systematic review
and meta-analyses.

2.2 Selection Criteria

Participants: Studies using adult healthy human participants
were included in the analysis.

Intervention: All studies comprising a single bout of
physical exercise (e.g., running, cycling, resistance training)
were eligible for analysis. Any exercise trials including other
interventions (e.g., heat exposure) [11] or supplementations
(e.g., naltrexone administration) [12] associated to exercise
were excluded from the analysis.

2.2.1 Comparison

Only studies including passive controls (e.g., resting, sitting)
were included in the review.

2.2.2 Outcomes

Change in NKCA from pre- to post-exercise (i.e., immedi-
ately after) between the experimental and control groups
were the primary interest of the analysis. Change in NKCA
from pre-exercise to post-recovery, between the experimen-
tal and control groups were the secondary interest in the
analysis. Studies with unclear data or incompatible outcome
measures (e.g., gene expression, dim-bright ratio) were
excluded from the analysis.

2.2.3 Study design

Only peer-reviewed randomized or non-randomized con-
trolled trials were included in the analysis. Case studies, cor-
relation studies, editorials, reviews, observational research,
conference abstracts as well as studies with secondary analy-
ses from subgroups of already existing and published data
were excluded from the review.

2.3 Data extraction

To accurately extract numerical data from plots if raw data
were not reported, the software tool WebPlotDigitizer 4.2
was used. Subject characteristics such as gender and age,
study design, exercise paradigm, blood sampling interval,
type of NKCA assay, mean values and standard deviations
(or standard error of the mean) of NKCA for each group in
percent or Lytic Units were extracted. If publications did
not report the required data, the corresponding author was
contacted to retrieve the missing data.

2.4 Quality assessment

Internal validity and risk of bias within included studies
were assessed with the Physiotherapy Evidence Database
scale (PEDro) [13]. The PEDro scale contains 11 items cov-
ering eligibility criteria, random allocation, concealment of
allocation, comparability of groups at baseline, blinding of
patients, therapists and assessors, analysis by intention to
treat, between-group statistical comparisons and point meas-
ures and variability data. As exercise training interventions
do not provide an opportunity to fully blind participants
and therapists, items 5 and 6 from the PEDro scale were
excluded from the grading process, meaning that the maxi-
mum PEDro score was nine.

Each criterion on the PEDro scale were rated as “yes”
(indicating that the criterion has been met) or “no” (indicat-
ing that the criterion has not been met). The quality of each
study was independently assessed by the same two review-
ers (SP and CR) with an intraclass inter-rater correlation
coefficient of 92%. In case of disagreement between the two
reviewers, a third reviewer (AS or PZ) was consulted. ESM
(electronic supplementary material) table A presents the
total PEDro score for the included studies.

2.5 Statistical analysis

All analyses were performed with the statistical computing
software R using the packages metaSEM and metafor. Two
separate meta-analyses were performed: (1) post-exercise
NKCA versus pre-exercise NKCA for the exercise group
versus the control group, and (2) recovery NKCA versus
pre-exercise NKCA for the exercise group versus the control
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group. As NKCA was expressed in different and nonconvert-
ible units across studies (i.e., cytotoxicity in percent versus
Lytic Units), change in NKCA values were converted to
standardized mean differences, calculated as Hedges’ g to
account for small study sample sizes.

A positive Hedges’ g denotes an increase of NKCA
in the exercise group over the control. By convention, a
Hedges’ g value of 0.2 is considered a small effect size,
0.5 is considered moderate and 0.8 is considered large [14,
15]. Outcomes across studies were pooled using a random-
effects model. The prediction interval was also computed
to consider the potential effect of physical exercise when it
is applied within an individual study setting, as this may be
different from the average effect [16].

Between-study heterogeneity was measured using 7> (var-
iance of true effects) and further assessed using the /* statis-
tic which assesses the proportion of between-study variance
over total observed variance [17]. An I value of 75% was
considered large, of 50% moderate, and of 25% low. Poten-
tial small study effect (and potential publication bias) was
assessed by visually inspecting funnel plots of standardized
mean difference against standard error and using Egger’s
test [18, 19]. If evidence for asymmetry was found (p <0.1
on the Egger’s test), the Duval and Tweedie trim and fill
method was used to quantify the magnitude of small study
effect. Cook’s distance was used to determine outliers across
studies [20].

To detect moderator effects, subgroup analyses were
applied to the categorical variables of interest (i.e., gender,
age, type of exercise, level of intensity, type of blood sam-
ple), while meta-regression was used to analyse the moderat-
ing effect of the continuous variable NK-cell count [21]. For
this purpose, an NK-cell Hedges’ g effect size was emitted
from change in NK-cell count from pre- to post-exercise
(i.e., immediately after) between the experimental and con-
trol groups. The predictive value of continuous moderators
was evaluated by goodness of fit (R?) and was significant at
the p=0.05 level.

3 Results
3.1 Overview of the systematic review

The search strategy led to 1469 results in the literature data-
bases. After removing duplicates, 757 studies were screened
against the eligibility criteria. By reviewing the titles and
abstracts, 683 studies were excluded and 74 were assessed
for eligibility. After applying the selection criteria, 62 stud-
ies were excluded based on the full-text version. Finally, 12
studies were included into the analysis. A study selection
flow chart is provided in Fig. 1.

The 12 studies included in the systematic review were
published between 1995 and 2006. Sample sizes varied
between 8 and 64 participants. Four of the studies tested only
female participants [22-25], seven studies tested only males
[11, 12, 26-30], and one study included both genders [31].
The participants’ mean age ranged from 21.6 to 72.8 years
with ten studies testing young participants (<40 years) [11,
12, 22, 25-31], and two studies testing for effects in older
adults (> 65 years) [23, 24]. Ten studies used a randomized
approach to assign participants into exercise or passive (i.e.,
sitting or resting) control groups [11, 12, 22, 23, 25-31].

Endurance exercise was used in eight studies [11, 12, 22,
25, 27-29, 31], three studies tested the effect of resistance
training [23, 24, 30], and one study used both forms of exer-
cise in a crossover design [26]. Following the terminology
used by Norton et al. [32], exercise intensity was light in two
[25, 27], moderate in six [11, 22, 26, 30], vigorous in seven
[12, 25, 28, 29], and high in three trials [11, 23, 24]. The
duration of the exercise trials varied between 5 and 120 min.
As indicated in Table 1, blood samples were taken prior to
and immediately after the exercise, whereas the timing of the
final blood draw differed considerably due varying recovery
periods ranging from 45 to 240 min.

In ten studies [11, 12, 22-28, 30], NKCA was expressed
as cytotoxicity in percent (i.e., percentage of target cell lysis)
and in two studies NKCA was reported in form of Lytic
Units (i.e., number of effector cells required to lyse a certain
percentage of target cells) [29, 31]. In half of the 12 studies,
whole blood samples were mixed with the target cells (i.e.,
K562 leukaemia cells) [22-24, 28, 29, 31], while the other
half used peripheral blood mononuclear cells (PBMC) [11,
12, 25-27, 30]. The Chromium-51 (Cr’") release assay was
applied to quantify cytotoxicity in 11 studies [11, 12, 22-26,
28-31], while one study tested for lactate dehydrogenase
(LDH) release of the target cells [27]. Moreover, nine stud-
ies reported absolute numbers of NK-cell count in response
to exercise [11, 12, 22-24, 26, 27, 29, 31]. A summary of
the basic characteristics of each study is given in Table 1.

3.2 Meta-analysis of exercise effects

Overall, 12 studies reporting 18 effect sizes were availa-
ble for the quantitative synthesis. There was a total of 223
participants included in the analysis. The overall Hedges’
g showed a large effect size (k=18, g=1.02, 95% CI
0.59-1.46, p<0.01) with large heterogeneity (z>=0.69,
p<0.01, ’=91%). The prediction interval ranged from
g=-0.79 to 2.84, meaning that the effect size can substan-
tially vary across settings (Fig. 2).

The visual inspection of the funnel plot suggested
asymmetry in the data (Fig. 3). However, this asymme-
try was not statistically significant according to Egger’s
test (slope=1.35, one-tailed p =0.38). Nevertheless, after
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sensitivity analysis two outliers were identified with Cook’s
Distance larger than 0.45 [20], hence the Moyna study [31]
and one out of three effect sizes from the McFarlin study
[28] were withdrawn from further analyses.

Rerunning the meta-analysis without outliers revealed
a slightly increased effect size (k=16, g=1.08, 95% CI
0.69-1.47, p<0.01) and a narrower prediction interval of
g=—0.49 to 2.64 (see ESM Figure A) due to lower between-
study heterogeneity (z°=0.50, p <0.01, *=73%). To further
corroborate the results, changes in the experimental and pas-
sive control groups were evaluated separately. The effect
of physical exercise on NKCA was large and significant in
the experimental group (k=16, g=1.59, 95% CI 1.14-2.05,
p <0.01), whereas no significant deviation was detected
in the control groups (k=16, g=0.10, 95% CI —0.01 to
0.21, p=0.06), confirming that both conditions worked as
expected. The forest plots are available in ESM Figure B and
Figure C, respectively.

3.3 Moderator Analyses

To better explain the large between-study heterogene-
ity, a moderator analysis was conducted. Individual-level

moderators (i.e., gender, age), exercise-level moderators
(i.e., type, intensity), and a method-level moderator (i.e.,
type of blood sample) were assessed by subgroups analyses,
while meta-regression was applied to examine a confound-
ing effect of NK-cell count.

The effect size was stronger in males (k=10, g=1.29,
95% CI 0.72-1.87) than in females (k=6, g=0.72, 95%
CI 0.18-1.25), however, this difference was not significant
(#*=3.08, df=1, p=0.08). The comparison of young and
old subgroups revealed a significant between-subgroup
difference (*=10.69, df=1, p<0.01) with a large effect
size among young participants (k=14, g=1.18, 95% CI
0.74-1.61) and a smaller effect size among old participants
(k=2,g=0.47,95% CI —0.52 to 1.46). However, this result
needs to be considered in caution given that the absolute
majority of studies had tested young participants.

On the exercise level, a significant difference ()(2 =12.92,
df=1, p<0.01) was detected between studies using resist-
ance (k=4, g=0.48, 95% CI 0.33-0.63) compared to
endurance exercise (k=12, g=1.30, 95% CI 0.81-1.78).
Moreover, the intensity of exercise played a significant role
(;(2= 11.21, df=3, p<0.01) in the sense that high (k=3,
g=1.27,95% CI —2.39 to 4.93) and vigorous intensity
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Table 1 (continued)

Measurement methods

Blood draw

Physical exercise

Study design

n

Subjects

Study

Pre, post, recovery (90 min) ~ Cytotoxicity in %; PBMC, 51Cr

Cycling, 25 min at 80% VO«

RCT, cross-over design (vigor-

Healthy females, 24.8 +3.9 years 8

Strasner (1997)

[25]

release assay, K562 cells;

NKCA

(vigorous), 25 min at 40%

VOZmax (hght)

ous, light, control)

(k=5,g=1.41,95% CI 0.76-2.06) led to larger effect sizes
than moderate (k=6, g=1.01, 95% CI 0.37-1.65) and light
exercise intensity (k=2, g=0.48, 95% CI — 1.68 to 2.64).

On the methodological level, no significant difference
(#*=0.14, df=1, p=0.71) was found for the type of blood
sample used in the NKCA assay with whole blood (k=7,
g=1.01, 95% CI 0.45-1.56) compared to PBMC (k=9,
g=1.14,95% CI1 0.46-1.83).

Finally, it was tested if the effect of physical exercise on
NKCA covaried with the number of NK-cells in the periph-
eral blood. Based on 9 studies reporting 11 effect sizes of
NK-cell count along with NKCA values, a meta-regression
was applied which did not reveal a significant confounding
effect (k=11, beta=0.123, R2=0%,p=0.55). Thus, NK-cell
count could not explain the between-study heterogeneity.
The relationship between the effect size and the NK-cell
count is displayed on the bubble plot in ESM Figure D.

3.4 Meta-analysis of recovery effects

Next, the effect of physical exercise on NKCA after a recov-
ery period was examined. By comparing the pre-exercise
NKCA values with the recovery NKCA values in both the
exercise and control groups a moderate negative effect size
was discovered (k=16, g=—-0.51,95% CI —0.86 to —0.16,
p <0.01).The prediction interval ranged from a huge nega-
tive to a large positive effect size (g=—1.85 to 0.83), mean-
ing that the effect size can still substantially vary across set-
tings. As shown in Fig. 4, large between-study heterogeneity
(*=0.36, p<0.01, I>=76%) became evident.

Finally, the exercise and control groups were analysed
separately. Within the exercise groups, no evidence was
found for NKCA alterations subsequent to the recovery
period (k=16, g=0.06, 95% CI —0.37 to 0.50, p=0.76;
see ESM Figure E). In the control groups, however, the
effect size was significant and moderately positive (k= 16,
g=0.66, 95% CI 0.43-0.89, p <0.01), while the between-
study heterogeneity was small and insignificant (z*>=0.02,
I*=37%, p=0.07). In other words, physical exercise did not
significantly decrease the NKCA after the recovery period
in the experimental groups, but the relative comparison with
the elevated NKCA levels in the control groups suggested a
negative overall effect. Figure 5 presents the forest plot for
the control groups.

It can be assumed that the effect on NKCA was altered
by the recovery period which varied considerably in length
between the studies. Therefore, meta-regression models
were run to analyse the impact of the recovery time in the
overall sample (k= 16, beta=0.00, R*=0%, p=0.898), exer-
cise groups only (k= 16, beta=0.001, R?=0%, p=0.810),
and control groups only (k= 16, beta=0.002, R*=0%,
p=0.372). All three meta-regression models turned out to
be insignificant, that is, the duration of the recovery period
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Fig. 2 Forest plot of NKCA results (exercise versus control group) immediately after physical exercise (pre versus post)

did not impact the NKCA values, and thus, could not explain
between-study heterogeneity.

4 Discussion

This review contributes to the literature as it (a) provides
systematic evidence for the positive effect of acute exer-
cise on NKCA, (2) sheds more light on the moderating fac-
tors, and (3) contradicts with the widespread assumption of
NKCA suppression in the hours after the exercise. These
findings are important as they may contribute to evidence-
based strategies for the prevention and treatment of virus
infections and cancer.

The meta-analysis provides solid evidence for elevated
NKCA through performing sports activities which was pre-
viously suggested by Zimmer et al. on basis of a system-
atic review [5]. A large impact on NKCA becomes evident
for the comparison of the exercise groups with the control
groups, and for the separate analysis of the exercise groups.
There is a large dispersion of effect sizes between the stud-
ies which can be partly explained by individual factors, such
as sex and age, and exercise-related factors, such as type
and intensity. On the contrary, the biomaterial used in the

assay (whole blood, PBMC) and the mobilization of NK-
cells into the peripheral blood do not significantly explain
heterogeneity.

In regards of the individual factors this study potentially
suggests a trend towards males being more sensitive to phys-
ical exercise in terms of NKCA elevation. So far, investi-
gations on the effect of gender on NKCA are missing. As
stated by Klein and Flanagan [33], differences between both
genders exist (e.g., higher NK-cell numbers in males) and
hormonal differences could be an explanation. Furthermore,
age is indicated as an individual factor affecting NKCA.
Positive effects of exercise seem to be more evident among
younger people which could be explained by a decreased
immune response in aged individuals, so called immunose-
nescence [34], However, more systematic studies are needed
to draw meaningful conclusions since most experiments to
date focus on younger adults.

Besides individual factors, clearer implications can be
drawn regarding exercise-related factors. Endurance train-
ing boosts the NKCA level more effectively than resist-
ance training. This is in line with previous results showing
stronger alterations by endurance exercise [35-37]. Further-
more, and in line with a previous meta-analysis [7], more
intense forms of exercise cause a higher impact on NKCA.
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Fig. 3 Funnel plot of NKCA results (exercise versus control group) immediately after physical exercise (pre versus post)

Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study TE SE Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Brenner(1996) [11] 0.50 0.34 6.0%  0.50[-0.17; 1.17] B
McFarlin(2003)b [28]  0.29 0.27 6.6%  0.29[-0.23; 0.82] —B—
Brenner(1999)a [26]  0.26 0.32 6.2%  0.26 [-0.37; 0.89] —E—
Flynn(1999) [23] -0.13 0.13 7.6%  -0.13[-0.39; 0.13] =

Strasner(1997)b [25] -0.28 0.32  6.2%  -0.28 [-0.91; 0.35]
McFarlin(2005) [24] -0.33 021  7.1%  -0.33[-0.74; 0.08]
McFarlin(2003)a [28] -0.37 027  6.6%  -0.37 [-0.89; 0.16]
Palmo(1995) [30] -045 023  6.9%  -0.45[-0.90; 0.00]
Gannon(1998) [12]  -0.49 027  6.6%  -0.49[-1.03; 0.04]
Strasner(1997)a [25] -0.58 0.33  6.1%  -0.58 [-1.24; 0.07]
Brenner(1999)c [26] -0.64 0.34  6.1%  -0.64 [-1.30; 0.02]

Brenner(1999)b [26] -0.74 0.34  6.0% -0.74 [-1.41; -0.07]
Bouillon(2006)a [22] -1.45 045  51%  -1.45[-2.35; -0.56]

=

—lH

e

——

o

_._

_._,

Bouillon(2006)b [22] -0.65 0.37  57%  -0.65[-1.38; 0.09] —
_._
—.—

B
-

Miles(2002) [29] -1.77 0.50 47%  -1.77[-2.74; -0.80]
Lee(2005) [27] -1.91 0.30 6.4% -1.91[-2.51; -1.32]
Total (95% CI) 100.0% -0.51[-0.86; —-0.16]
Prediction interval [-1.85; 0.83]

Heterogeneity: Tau? = 0.36; Chi? = 62.43, df = 15 (P < 0.01); I = 76%
Test for overall effect: t15 = =3.07 (P < 0.01)

L
o
-
N

NKCA

Fig.4 Forest plot of NKCA results (exercise versus control group) after recovery period (pre versus recovery)

20



528

C.Rumpfetal.

Study TE SE Weight
Bouillon(2006)a [22] 1.61 0.66 2.0%
Lee(2005) [27] 153 0.27 9.8%
Bouillon(2006)b [22] 0.96 0.54 2.9%
Brenner(1999)b [26] 0.93 0.48 3.6%
McFarlin(2003)b [28] 0.89 0.39 5.1%
Strasner(1997)a [25] 0.88 0.47 3.6%
Miles(2002) [29] 0.85 045 4.0%
Brenner(1999)a [26] 0.79 0.46 3.8%
Strasner(1997)b [25] 0.70 0.46 3.9%
Flynn(1999) [23] 062 014 221%
McFarlin(2003)a [28] 0.53 0.37 5.7%
Brenner(1999)c [26] 0.48 0.44 4.2%
McFarlin(2005) [24] 0.38 0.32 7.4%
Palmo(1995) [30] 022 023 12.6%
Gannon(1998) [12] 0.05 0.35 6.1%
Brenner(1996) [11] 0.01 0.50 3.3%
Total (95% CI) 100.0%

Prediction interval

Std. Mean Difference
IV, Random, 95% CI

1.61[0.32; 2.90]
1.53[1.01; 2.05]
0.96 [-0.10; 2.01]
0.93 [-0.01; 1.87]
0.89[0.12; 1.67]
0.88 [-0.05; 1.81]
0.85 [-0.03; 1.74]
0.79 [-0.12; 1.70]
0.70 [-0.20; 1.59]
0.62 [ 0.34; 0.90]
0.53 [-0.19; 1.26]
0.48 [-0.38; 1.35]
0.38 [-0.25; 1.00]
0.22 [-0.22; 0.66]
0.05 [-0.64; 0.75]
0.01 [-0.97; 1.00]

0.66 [ 0.43; 0.89]
[0.27; 1.04]

Std. Mean Difference
IV, Random, 95% CI

Heterogeneity: Tau? = 0.02; Chi? = 23.66, df = 15 (P = 0.07); I = 37%

Test for overall effect: t5 = 6.14 (P < 0.01)

Fig.5 Forest plot of NKCA results in the control groups after recovery period (pre versus recovery)

From a methodological perspective, the different blood
sampling approaches used in NKCA research have been
assumed to jeopardize the comparability of study results [5],
As outlined in this systematic review, cytotoxicity assays
have been either performed by mixing whole blood samples
or PBMC with the target cells. While whole blood sample
approaches might reflect the in vivo situation more pre-
cisely, PBMC approaches might better control for cytokines
and hormones which also influence the integrity of target
cells. The subgroup analysis finds no significant difference
between the use of whole blood and PBMC approaches, thus
the results reduce the widespread methodological concern.
Nevertheless, combining different biomaterial such as whole
blood, PBMC:s or isolated NK-cells, and different measure-
ment methods such as Cr°! release assay or flow cytometry-
based measurements, would provide more understanding
about the influence of methodological aspects. Particularly
with regards to the use of radioactive material in the Cr’!
release assay, it is necessary to identify reliable methods
without radioactive or toxic substances for a safe measure-
ment of cytotoxicity.

Another critical issue discussed in the literature relates
to the confounding effect of NK-cell mobilization. Since
NK-cell counts vary significantly in response to physical
activity, it has been assumed that the sport induced elevation
of NKCA might simply be due to an absolute and/or propor-
tional increase in NK-cell numbers [7]. The meta-analytical

results provide counterevidence to this assumption. Hence, it
should be proceeded from the assumption that the functional
change in NKCA exists independently from the quantitative
change in NK-cell number. However, this interesting find-
ing needs more research attention, particularly with regards
to the distribution of NK-cell subsets which were not con-
sidered in this analysis due to a lack of more sophisticated
raw data. More precisely, CD56%™ NK-cells have a differ-
ent cytolytic capacity compared to CD56¢" NK-cells, and
thus, a changing proportion could still be associated with
an alteration in NKCA. Unfortunately, most of the included
studies did not provide information of changes in NK-cell
subsets. Therefore, it remains unclear whether or not changes
in NKCA could be due to changes in NK-cell subsets.

A previous review has reported negative changes in
NKCA in the hours after performing sports which can be
prolonged for up to 24 h [7]. This is relevant as a decreased
immune function provides an ‘open window’ for opportun-
istic infections. Interestingly, this meta-analysis provides
counterevidence to this assumption. In the exercise groups,
the elevated NKCA values return to baseline during the first
1-2 h of recovery, but not below the pre-exercise values. In
the control groups, however, a significant gain in NKCA
becomes evident. This unexpected finding raises questions
about the blood sample management during the experiments.
Possibly, the NKCA assays were not conducted immediately
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after the blood draw, and thus, biochemical processes might
have taken place in the meantime.

It remains speculative why NKCA was elevated in the
control groups over the course of the experiments. More
importantly, this finding provides an explanation for the pre-
vailing opinion that NKCA is suppressed in the hours after
the exercise. This conclusion seems to be based on a sta-
tistical artefact since the control groups serve as a baseline
measure and the NKCA outcomes shift for some unknown
reasons. Systematic research is needed to investigate this
phenomenon.

The results of the presented meta-analysis should be
considered under its limitations. First, only 12 studies were
included in the meta-analysis due to the inclusion criteria
providing a meaningful data base. Nevertheless, these stud-
ies are still heterogeneous regarding their exercise regimens
and the measurement of NKCA. These differences were sys-
tematically addressed in the meta-analysis, however, in some
cases skewed data (e.g., age subgroup analysis) produced
underpowered results. Noteworthy, the most recent study
meeting the inclusion criteria was published in 2006. Since
then, several studies addressed quite specific research ques-
tions such as the role of carbohydrate consumption [38],
latent virus infection [39] or hypoxia [40] in the context
of acute physical exercise and NKCA. Given the essential
literature gaps outlined above, this study could once again
inspire more fundamental research hypotheses in the field
of exercise immunology and sports medicine.

5 Conclusion

In conclusion, this work represents an important next step
towards a deeper understanding of NKCA in response to
physical exercise by identifying the effect size across stud-
ies and controlling for the confounding effect of NK-cell
mobilization. Whereas the study provides a more coherent
picture of the impact of sports on NKCA, future investiga-
tions will be required to better explain the moderating factors
in play. Of particular importance will be research explaining
interindividual heterogeneity as a basis for the development
of tailored exercise strategies to supplement with personal-
ized medicine. In addition, the effect of sports on NKCA
should be studied in patients suffering from specific cancer
types to analyse in how far physical exercise can improve the
outcome of immunotherapies.
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4. Diskussion

In diesem abschlielenden Kapitel werden die zentralen Studienergebnisse
zusammengefasst, Schlussfolgerungen gezogen und der Beitrag fir die Sportmedizin
diskutiert. AnschlieRend werden die Limitationen der Arbeit kritisch reflektiert und ein Ausblick
auf ankniipfende Forschungsthemen gegeben, bevor ein abschlielRendes Fazit gezogen wird.

4.1 Diskussion der Studienergebnisse
Im Folgenden werden die wichtigsten Erkenntnisse der Arbeit diskutiert und in den aktuellen
Forschungsstand integriert. Dabei folgt die Struktur den in Kapitel 2.4 formulierten
Forschungsfragen. Die erste Forschungsfrage behandelt die generelle Wirkung akuter
korperlicher Belastung auf die NKCA:
(1) Wie und wie stark wirkt sich akute korperliche Belastung auf die zytotoxische Aktivitat
von NK-Zellen aus?
Die metaanalytische Auswertung bietet statistische Evidenz fur eine Erhdhung der NKCA
unmittelbar nach einer sportlichen Aktivitat. Auch wenn keine Messwerte unmittelbar wahrend
des Sporttreibens zur Verfiigung stehen, ist anzunehmen, dass die NKCA bereits unter
korperlicher Belastung ansteigt. Nachdem eine Metaanalyse von Shephard et al. 2* vor mehr
als zwanzig Jahren zu widersprichlichen Ergebnissen beziglich sportinduzierter NKCA-
Veranderungen kam, beweist die vorliegende Arbeit erstmals studientbergreifend einen
groBen und positiven Effekt von Sport auf die NKCA. Der dargestellte Effekt bestatigt sich
sowohl fur den Vergleich zwischen den Trainings- und Kontrollgruppen als auch fir den
isolierten Vorher-Nachher-Vergleich innerhalb der Trainingsgruppen.
Dieser Erkenntnisgewinn liefert einen weiteren Baustein zur Erklarung der protektiven Wirkung
von Sport hinsichtlich der Entstehung von Krebserkrankungen. Mittlerweile wurde in grof3
angelegten Kohortenstudien gezeigt, dass Sport zum Schutz vor einer Vielzahl von
Krebsentitéaten beitragt, darunter Neoplasien mit schlechter Prognose wie das Bronchial- oder
das Osophaguskarzinom 2°. Dariiber hinaus wird korperliche Bewegung mit einer
verlangsamten Tumorprogression assoziiert 2°. Vieles deutet daraufhin, dass NK-Zellen
hierbei eine ausschlaggebende Rolle spielen 7. Das im Rahmen dieser Arbeit generierte
Wissen Uber die starke positive Wirkung von Sport auf die zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen
in Verbindung mit dem Wissen tber eine erhthte Tumorperfusion und Transmigration von NK-
Zellen ins Tumorgewebe © unterstiitzt die Verankerung von Sport als Bestandteil der
antitumoralen Therapie.
Es ist allerdings festzuhalten, dass die Effektstarke von Sport auf die NKCA zwischen den

Studien erheblich variiert und bislang wenig dartiber bekannt ist, inwiefern zusatzliche

24



Faktoren die Wirkung von Sport beeinflussen. Angesicht dieser Forschungsliicke betrifft die
zweite Forschungsfrage die Rolle von Moderationseffekten:
(2) Welche Moderationseffekte beeinflussen den Zusammenhang zwischen akuter
korperlicher Belastung und der zytotoxischen Aktivitat von NK-Zellen?
Insgesamt zeigt sich, dass die Wirkung von Sport auf die NKCA durch individuelle Faktoren
wie das Alter und belastungsabhangige Faktoren wie die Intensitat beeinflusst wird.
Demgegentiber spielt das verwendete Ausgangsmaterial in den Zytotoxizitatsassays keine
signifikante Rolle. Auch die durch Sport hervorgerufene Mobilisierung von NK-Zellen kann die
Abweichungen der Effektstarken zwischen den Studien nicht erklaren.
In Bezug auf die individuellen Faktoren zeigen die Studienergebnisse, dass das Alter fiir den
Effekt auf die NKCA eine moderierende Rolle spielt. Passend zum Konzept der
Immunoseneszenz 314 zeigt die Subgruppenanalyse, dass die Effekte in jungen
Altersgruppen grof3er ausfallen als bei &lteren Probandengruppen. Allerdings ist kritisch
anzumerken, dass die meisten Studien jungere Probanden rekrutieren und es folglich zu einer
schiefen Verteilung der Metadaten kommt. Des Weiteren werden in den Studien mit alteren
Probanden eher moderate Interventionen gewahlt, weshalb eine eindeutige Unterscheidung
zwischen den Moderationsfaktoren Alter und Belastungsintensitat nicht ohne weiteres mdglich
ist.
Fiar den Faktor Geschlecht ergibt sich zwar kein signifikanter Gruppenunterschied, dennoch
zeigen die Daten eine Tendenz zugunsten eines starkeren Effekts bei Mannern. Auch wenn
zum moglichen Einfluss des Geschlechts auf die NKCA bislang keine empirischen Daten
vorliegen, werden in der Literatur hormonelle Unterschiede als Erklarungsansatz fir eine
etwas schwéachere Immunantwort bei Frauen diskutiert 27,
Ein klareres Bild ergibt sich hinsichtlich der Rolle der belastungsbezogenen
Moderationsfaktoren. So zeigt der Vergleich zwischen Ausdauer- und Krafttraining einen
signifikanten Unterschied zugunsten des Ausdauersports. In Ubereinstimmung mit mehreren
Studien zum Effekt von Sport auf die generelle Immunregulation 28293 zeigt die vorliegende
Arbeit, dass Ausdauersport einen groBeren Effekte auf die zytotoxische Aktivitét von NK-Zellen
hervorruft als Kraftsport. Gleichzeitig lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass die NKCA
mit der Belastungsintensitat ansteigt. Dieses Ergebnis liefert Hinweise fir die optimierte
Trainingssteuerung im Rahmen der Bewegungstherapie. Demnach erscheint es sinnvoll,
Trainingseinheiten kurz und intensiv zu gestalten, um ein hohes Mal3 an zytotoxischer Aktivitat
Zu gewabhrleisten.
Zusatzlich greift die vorliegende Arbeit einen héufig formulierten Kritikpunkt an der
uneinheitlichen Forschungsmethodik auf 8, indem mégliche Ergebnisverzerrungen durch das
verwendete Ausgangsmaterial untersucht werden. In den gangigen Zytotoxizitatsassays

werden Vollblut oder PBMC eingesetzt, um die NKCA gegenuber den Zielzellen zu bestimmen.
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Auf theoretischer Ebene wurde hierzu diskutiert, dass Vollblut in Zytotoxizitatsassays die
physiologischen Gegebenheiten besser abbilden kénnte, wahrend PBMC eine bessere
Kontrolle konfundierender Effekte durch Zytokine und Hormone ermdgliche 8.
Da aber bislang keine gesicherten Erkenntnisse vorlagen, war die Vergleichbarkeit von
Studienergebnissen, die auf unterschiedlichen Ausgangsmaterialien beruhten, mit
Unsicherheit behaftet. Die Studienergebnisse zeigen nun deutlich, dass die Vergleichbarkeit
unabhangig vom eingesetzten Ausgangsmaterial gegeben ist und damit die weitverbreiteten
Bedenken methodisch bedingter Ergebnisverzerrungen entkraftet werden. Dennoch erscheint
es ratsam, die beiden Ausgangsmaterialen Vollblut und PBMC vergleichend im Rahmen einer
experimentellen Studie zu untersuchen, um ein tiefergreifendes methodisches Verstandnis zu
erlangen.
Es halt sich in der sportimmunologischen Literatur weiterhin die Annahme, dass eine
Veranderung der zytotoxischen Aktivitat indirekt durch eine veranderte Anzahl an NK-Zellen
im peripheren Blut zu Stande kommt 2%, Das Ergebnis der Metaregressionsanalyse
widerspricht nun dieser Annahme, da sie keine Kovarianz der Anzahl an NK-Zellen und der
NKCA-Veranderung zeigt. Demzufolge ist davon auszugehen, dass die sportinduzierte
Mobilisation und die Aktivitatssteigerung von NK-Zellen parallel ablaufende, aber unabhangige
Prozesse darstellen. Diese Erkenntnis ist von grof3er wissenschaftlicher Bedeutung und bietet
Anknipfungspunkte fur weiterfihrende Untersuchungen. Insbesondere die Beriicksichtigung
der spezifischen Untergruppen (CD56%™, CD56P9") und deren relative Verteilung nach
sportlicher Belastung sind von besonderem Interesse, da CD56%™-NK-Zellen eine erhohte
zytotoxische Funktion aufweisen. In der vorliegenden Auswertung konnten aufgrund fehlender
Informationen zu den Oberflichenmerkmalen nur die gesamten Zellzahlen, nicht aber die
relative Verteilung beriicksichtigt werden.
Die dritte Forschungsfrage behandelt eine mogliche Abschwachung der zytotoxischen Aktivitat
von NK-Zellen wahrend der Erholungsphase:
(3) Wie wirkt sich akute kdrperliche Belastung auf die zytotoxische Aktivitdt von NK-Zellen in
den ersten Stunden der Erholungsphase aus?
Nachdem Shephard et al. ?* in ihrer Metaanalyse abgesenkte NKCA-Werte in der
Erholungsphase festgestellt hatten, schlussfolgerten die Autoren, dass insbesondere
Leistungssportler einer erhéhten Infektanféalligkeit ausgesetzt seien. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit widersprechen dieser Annahme. Zwar fallen die NKCA-Werte in den
Trainingsgruppen innerhalb der ersten zwei Stunden nach Belastung ab, allerdings nicht unter
das Ausgangsniveau. Interessanterweise steigt im selben Zeitraum die zytotoxische Aktivitat
der NK-Zellen in den Kontrollgruppen an. Dieser Sachverhalt kdnnte darauf hindeuten, dass
es in den Studien zu einer verzdgerten Auswertung von Blutproben gekommen ist und in der

Zwischenzeit biochemische Prozesse zu einem Zellzerfall gefuhrt haben koénnten.
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Auch wenn diese Annahme rein spekulativ ist, liefert der unerwartete Befund in den
Kontrollgruppen eine plausible Erklarung fur die weitverbreitete These, dass es nach
sportlicher Belastung zu einer Abnahme der NKCA kommt. Es darf angenommen werden,
dass es in vielen Studien zu statistischen Artefakten kam, als man die erhohten Werte der
Kontrollgruppen als Referenz fir die Messung der NKCA-Veranderung heranzog. Auch wenn
dieses Phanomen einer genaueren Untersuchung bedarf, ist festzuhalten, dass sich in den
studienlbergreifenden Daten kein immunsupprimierender Effekt von Sport auf die NKCA
nachweisen lasst. Damit verstarkt die vorliegende Arbeit die Zweifel an der Plausibilitat der

,Open Window“-Theorie 3.

4.2  Limitationen

Auch wenn diese Arbeit wichtige Erkenntnisse zur Wirkung von Sport auf die NKCA liefert, ist
sie nicht frei von Schwachpunkten. Zum einen wurde mit zwolf eingeschlossenen Studien eine
eher kleine Datenbasis fir die Metaanalyse generiert, weshalb die Gefahr statistischer Fehler
bei der Wirdigung der Ergebnisse zu berticksichtigen sind.

Bei der Studienauswahl wurde Wert darauf gelegt, die Einschlusskriterien eng zu definieren,
um die Vergleichbarkeit der Daten zu gewahrleisten. Dennoch bilden die eingeschlossenen
Studien noch eine beachtliche Bandbreite an unterschiedlichen Probandenkollektiven und
Interventionsformen ab. Diese Unterschiede konnten mit Hilfe der Moderationsanalyse zwar
systematisch untersucht werden, aufgrund der geringen Studienanzahl kam es aber dennoch
zu Verzerrungen, zum Beispiel bei der Auswertung nach Altersgruppen.

Aufgrund der geringen Studienanzahl wurden in der Moderationsanalyse ausschlief3lich
bivariate Zusammenhange untersucht. Tatsdchlich erscheint es aber plausibel, dass
Interaktionseffekte zwischen den Moderationsfaktoren (z.B. Alter und Belastungsintensitat)
eintreten, die nur mit Hilfe multivariater Verfahren identifiziert werden kdnnen.

SchlieBlich erscheint es berichtenswert, dass die meisten Studien liber zwanzig Jahre alt sind
und die jingste eingeschlossene Studie aus dem Jahr 2006 stammt. Zwar wurde seitdem eine
groBe Anzahl an wissenschaftlichen Aufsatzen zum Thema veroffentlicht, allerdings bieten
diese Studien nicht die notwendige Vergleichbarkeit aufgrund von spezifischen
experimentellen Bedingungen (z.B. gezielte Zufuhr von Kohlenhydraten 3, Nachweis latenter

Virusinfektion 32 oder Training unter Hypoxie 33).

4.3 Ausblick
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Verstandnis fir sportinduzierte Veréanderungen der
Zytotoxizitat von NK-Zellen signifikant erweitert. Nichtsdestotrotz besteht weiterer
Forschungsbedarf unter anderem in Bezug auf (1) die chronischen Effekte von Sport, (2) die
Redistribution von NK-Zellen im Gewebe, (3) die geeignete Auswahl von Zielzellen (4) die
maoglichen Mediatoren und (5) epigenetische Anpassungen durch Sport.
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Wahrend in der vorliegenden Arbeit ausschlief3lich akute Effekte berticksichtigt wurden, bietet
es sich an, in anknipfenden Studien die chronischen Auswirkungen von Sport auf die NKCA
metaanalytisch zu untersuchen. In einer systematischen Ubersichtsarbeit von Zimmer et al. &
wurde die Annahme aufgestellt, dass regelmaliger Sport zu reduzierten
Glucocorticoidspiegeln fuhrt und dadurch die NKCA nachhaltig erh6hen kdnnte. Allerdings
bedarf es statistischer Mittel, um diesen chronischen Trainingseffekt unter Bertcksichtigung
maoglicher Moderationsfaktoren zu beweisen.

Um ein besseres Verstandnis fur die Wirkungsmechanismen von sportlichen Interventionen
bei Krebserkrankungen zu erlangen, sollten zuklnftige Studien die Redistribution von NK-
Zellen nach korperlicher Bewegung genauer untersuchen. Es gibt Hinweise darauf, dass
Interleukin-6 die Infiltration von NK-Zellen ins Tumorgewebe begulnstigt und dadurch die
Prognose von Tumorpatienten verbessert 1. Vor diesem Hintergrund gilt es genauer zu
erforschen, wie sich NK-Zellen wahrend und nach sportlicher Belastung in unterschiedliche
Gewebe verteilen.

Ein weiteres Thema von wissenschaftlicher Relevanz betrifft die Auswahl der Zielzellen fiir den
Zytotoxizitatstest (i.d.R. Chromium®!-Freisetzungsassay). In den meisten Fallen wird die
Leukamiezelllinie K562 verwendet, um in vitro die NKCA zu bestimmen. Da erste Studien
darauf hindeuten, dass die Hohe der NKCA von der Art der Zielzelle abhangt, erscheint es
sinnvoll, insbesondere in klinischen Studien spezifische Zielzellen (z.B. Brustkrebszelle zur
NKCA-Bestimmung bei Brustkrebspatientinnen) einzusetzen &,

Es wird davon ausgegangen, dass Stresshormone wie Katecholamine und Glukokortikoide als
Mediatoren zwischen Sport und der NKCA fungieren 8. Vor diesem Hintergrund erscheint es
wichtig, die komplexe Kinetik dieser Hormone wahrend und nach verschiedenen
Sportinterventionen gezielt zu untersuchen und deren Einfluss auf die NKCA zu bestimmen.
Auch auf molekularer Ebene sind noch viele Fragen offen, beispielsweise zur epigenetischen
Regulation der NKCA durch Sport. In einer experimentellen Studie konnte kirzlich gezeigt
werden, dass es nach akuter kérperlicher Belastung zu einer genomweiten DNA-Methylierung
kommt 34 Hieran ankniUpfende Forschung sollte untersuchen, welche Rolle diese
Modifikationen fur die Zellregulation haben und welche Auswirkungen sich auf die NKCA
ergeben.

4.4  Fazit

Die vorliegende Arbeit bietet einen relevanten Erkenntnisgewinn zur Wirkung von Sport auf
die zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen. So liefern die Ergebnisse einen weiteren Baustein zur
Erklarung der protektiven Wirkung von Sport und tragen zur Weiterentwicklung adjuvanter
Bewegungsinterventionen im Sinne der evidenzbasierten Medizin bei. Konkrete Implikationen

fur die Bewegungstherapie wurden aus den Ergebnissen abgeleitet. Fir den Leistungssport
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ergibt sich die wichtige Erkenntnis, dass die zytotoxische Aktivitdt der NK-Zellen in der
Erholungsphase nicht signifikant abnimmt. Da die NKCA eine zentrale Abwehrfunktion gegen
pathogene Keime im Respirationstrakt erfillt, lassen sich hieraus Schlisse fur die
Trainingsplanung ziehen. Fiur die Sportimmunologie ist insbesondere die systematische
Bertcksichtigung von Moderationseffekten von Interesse. Daneben zeigt die Studie eine Reihe
von AnknlUpfungspunkten fir die sportimmunologische Forschung auf, um ein noch

tiefgreifenderes Verstandnis fur die komplexen Wirkungsmechanismen zu erlangen.
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Anhang 1: PEDro Skala (ESM Table A)

Study Eligibility |Random |Concealed [Similar |Subjects [Therapists |[Assessors [>85% [intention- [Between- Point and (Total

criteria  |allocation jallocation |at blinded |blinded blinded follow- to-treat group variability |PEDro

baseline up analysis |comparisons|measures [score
Bouillon (2006) 1 1 0 1 n/a n/a 0 1 1 1 1 6
Flynn (1999) 1 1 0 1 n/a n/a 0 1 1 1 1 6
Gannon (1998) 1 1 0 1 n/a n/a 0 1 1 1 1 6
Lee (2005) 1 1 0 1 n/a n/a 0 1 1 1 1 6
Moyna (1996) 1 1 0 1 n/a n/a 0 1 1 1 1 6
Strasner (1997) 1 1 0 1 n/a n/a 0 1 1 1 1 6
McFarlin (2003) 1 0 0 1 n/a n/a 0 1 1 1 1 5
Palmo (1995) 1 0 0 1 n/a n/a 0 1 1 1 1 5
Brenner (1999) 1 1 0 1 n/a n/a 0 1 1 1 1 6
Brenner (1996) 1 1 0 1 n/a n/a 0 1 1 1 1 6
McFarlin (2003) 1 1 0 1 n/a n/a 0 1 1 1 1 6
Miles (2002) 1 1 1 1 n/a n/a 0 1 1 1 1 7

Criteria (2-11) were used to calculate the total PEDro score. Each criterion was scored as either 1 or 0 according to whether the criteria was met or not. n/a = not applicable
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korperlicher Belastung ohne Ausreil3er (ESM Figure A)

Study
Brenner(1999)a [26]
McFarlin(2003)b [28]
Brenner(1996) [11]
Strasner(1997)a [25]
Brenner(1999)c [26]
McFarlin(2003)a [28]
Bouillon(2006)b [22]
Miles(2002) [29]
Gannon(1998) [12]
Bouillon(2006)a [22]
Brenner(1999)b [26]
McFarlin(2005) [24]
Lee(2005) [27]
Palmo(1995) [30]
Flynn(1999) [23]
Strasner(1997)b [25]

Total (95% CI)
Prediction interval

TE
3.16
2.20
2.16
1.74
1.42
1.42
1.12
1.09
0.88
0.68
0.64
0.59
0.59
047
0.42
0.22

SE
0.74
043
0.49
0.45
0.40
0.33
0.41
0.40
0.29
0.38
0.34
0.21
0.21
0.23
0.13
0.32

Weight
3.8%
5.8%
5.3%
5.6%
6.0%
6.5%
5.9%
6.0%
6.7%
6.2%
6.4%
7.3%
7.3%
71%
7.6%
6.5%

100.0%

Std. Mean Difference
IV, Random, 95% CI
3.16 [1.72; 4.60]
2.20[1.37;3.04]
2.16[1.19;3.12]
1.74 [ 0.87; 2.62]
1.42[0.63; 2.21]
1.42[0.77; 2.07]
1.12[0.31; 1.94]
1.09[0.31; 1.87]
0.88[0.31; 1.45]
0.68 [-0.06; 1.41]
0.64 [-0.02; 1.30]
0.59[0.18; 1.01]
0.59[0.18; 1.00]
0.47[0.02; 0.92]
0.42[0.16; 0.68]
0.22 [-0.41; 0.85]

1.08 [ 0.69; 1.47]
[-0.49; 2.64]

Heterogeneity: Tau? = 0.50; Chi? = 55.49, df = 15 (P < 0.01); 1> = 73%

Test for overall effect: t15 = 5.86 (P < 0.01)

Std. Mean Difference
IV, Random, 95% CI
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Anhang 2: Forest Plot der NKCA-Ergebnisse (Trainings- vs. Kontrollgruppen) unmittelbar nach
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Anhang 3: Forest Plot der NKCA-Ergebnisse in den Trainingsgruppen unmittelbar nach

korperlicher Belastung (ESM Figure B)

Std. Mean Difference
Study TE SE Weight IV, Random, 95% CI
Brenner(1999)a [26] 3.82 0.93 3.4% 3.82[2.00; 5.63]
Lee(2005) [27] 2.78 0.42 6.3% 2.78 [ 1.96; 3.59]
McFarlin(2003)b [28] 2.68 0.50 5.7% 2.68 [ 1.69; 3.66]
Strasner(1997)a[25] 2.30 0.54 5.5% 2.30 [ 1.24; 3.36]
Brenner(1999)c [26] 2.25 0.53 5.6% 2.25[1.21;3.29]
Brenner(1996) [11] 217 0.49 5.8% 2.17[1.20;3.13]
Miles(2002) [29] 1.70 0.48 5.9% 1.70 [ 0.75; 2.65]
Bouillon(2006)a [22] 1.69 0.49 5.8% 1.69 [ 0.73; 2.65]
Bouillon(2006)b [22] 1.68 0.49 5.8% 1.68[0.72; 2.63]
Gannon(1998) [12] 145 0.34 6.8% 1.45[0.79; 2.11]
McFarlin(2003)a [28] 1.23 0.32 7.0% 1.23[0.61;1.85]
Brenner(1999)b [26] 1.02 0.36 6.7% 1.02[0.30; 1.73]
Palmo(1995) [30] 095 0.25 7.3% 0.95[0.46; 1.44]
Flynn(1999) [23] 091 0.14 7.8% 0.91[0.62;1.19]
McFarlin(2005) [24]  0.46 0.21 7.6% 0.46 [ 0.05; 0.86]
Strasner(1997)b [25] 0.44 0.33 6.9% 0.44 [-0.20; 1.09]

Total (95% CI) 100.0% 1.59 [ 1.14; 2.05]
Prediction interval [-0.16; 3.35]

Std. Mean Difference
IV, Random, 95% CI

Heterogeneity: Tau? = 0.62; Chi? = 69.56, df = 15 (P < 0.01); I? = 78%
Test for overall effect: ty5 = 7.44 (P < 0.01)
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Anhang 4: Forest Plot der NKCA-Ergebnisse in den Kontrollgruppen unmittelbar nach
korperlicher Belastung (ESM Figure C)

Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study TE SE Weight IV, Random, 95% CI 1V, Random, 95% ClI
Brenner(1999)c [26] 0.54 0.33 3.7% 0.54 [-0.11; 1.19] i
Bouillon(2006)a [22] 040 0.36 3.1% 0.40 [-0.31; 1.11]
Lee(2005) [27] 0.33 0.20 9.6% 0.33 [-0.07; 0.73]
Bouillon(2006)b [22] 029 0.36 3.1% 0.29 [-0.42; 0.99]
Strasner(1997)a[25] 0.24 0.32 3.9% 0.24 [-0.39; 0.87]
Strasner(1997)b [25] 0.24 0.32 3.9% 0.24 [-0.39; 0.87]
Brenner(1999)b [26] 0.22 0.32 3.9% 0.22 [-0.41; 0.86]

Palmo(1995) [30] 0.16 022  80%  0.16 [-0.28; 0.60]

Brenner(1999)a [26] 0.13 0.32 3.9% 0.13 [-0.50; 0.76]

Flynn(1999) [23] 0.10 0.13 23.5% 0.10 [-0.15; 0.36]

Gannon(1998) [12] 0.08 027  57%  0.08[-0.44;0.61]

Brenner(1996) [11] -0.02 0.33 3.6% -0.02 [-0.67; 0.63]

Miles(2002) [29] -0.09 034  35%  -0.09[-0.76;0.58] o

McFarlin(2005) [24] -0.14 021  95%  -0.14 [-0.54; 0.26] —a—

McFarlin(2003)a [28] -0.24 027  5.6%  —0.24 [-0.76; 0.28] — e

McFarlin(2003)b [28] -0.24 027  56%  -0.24 [-0.76; 0.28] —

Total (95% Cl) 100.0%  0.10 [-0.01; 0.21] >

Prediction interval [-0.01; 0.21] —

Heterogeneity: Tau? = 0; Chi® = 9.58, df = 15 (P = 0.85); I2 = 0% J J ! ! ' !

Test for overall effect: ty5 = 2.02 (P = 0.06) = -0.5 0 0.5 1 1.5 2
NKCA
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Anhang 5: Blasendiagramm der Metaregression unmittelbar nach korperlicher Belastung
(ESM Figure D)
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Anhang 6: Forest Plot der NKCA-Ergebnisse in

Erholungsphase (ESM Figure E)

Study TE SE Weight
McFarlin(2003)b [28] 116 0.18 6.3%
Brenner(1999)a [26] 1.09 0.22 6.2%
Flynn(1999) [23] 049 0.13 6.5%
Brenner(1996) [11] 049 0.16 6.4%
Strasner(1997)b [25] 045 0.22 6.2%
Strasner(1997)a[25] 0.35 0.22 6.2%
Bouillon(2006)b [22] 022 024 6.1%
McFarlin(2003)a [28] 0.22 0.18 6.3%
Bouillon(2006)a [22] 0.11 0.24 6.1%
McFarlin(2005) [24] 0.08 0.10 6.6%
Brenner(1999)b [26] 0.08 0.21 6.2%
Brenner(1999)c [26] -0.13 0.21 6.2%
Palmo(1995) [30] -0.22 0.22 6.2%
Gannon(1998) [12] -0.46 0.18 6.3%
Lee(2005) [27] -0.58 0.21 6.2%
Miles(2002) [29] -2.50 0.29 5.9%
Total (95% CI) 100.0%

Prediction interval

Std. Mean Difference
IV, Random, 95% CI
1.16[0.81; 1.52]
1.09[0.66; 1.53]
0.49[0.24; 0.75]
0.49[0.17; 0.80]
0.45[0.02; 0.88]
0.35[-0.08; 0.77]
0.22 [-0.25; 0.68]
0.22 [-0.13; 0.56]
0.11 [-0.35; 0.57]
0.08 [-0.11; 0.28]
0.08 [-0.34; 0.49]
-0.13[-0.55; 0.29]
-0.22[-0.66; 0.22]
-0.46 [-0.82; -0.11]
-0.58 [-0.98; -0.17]
-2.50 [-3.06; -1.93]

0.06 [-0.37; 0.50]
[1.71; 1.84]

Heterogeneity: Tau? = 0.64; Chi = 178.13, df = 15 (P < 0.01); 1> = 92%

Test for overall effect: t15 = 0.31 (P = 0.76)

den Trainingsgruppen wahrend der

Std. Mean Difference
IV, Random, 95% CI
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