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1 FEinleitung

In der Vorbereitung auf einen Wettkampf wird im Spitzensport auf unterschiedlichste
Weise trainiert. Ziel dabei ist es, durch moglichst gezieltes Training eine grof3tmogliche
Leistungssteigerung zu erreichen, die ein optimales Abschneiden beim Wettkampf
ermoglicht.

Um dieses Ziel zu erreichen, sind Trainingskonzepte notwendig, die genau auf das
Wettkampfziel, den momentanen Leistungstand des Athleten und dessen Ressourcen

abgestimmt sind.

Es gibt vielzéhlige Methoden den momentanen Leistungsstand eines Athleten zu erheben
und das Training bis zum gewiinschten Ziel zu planen. Eine der am weitesten verbreiteten
Methoden, die vor allem im Ausdauersport genutzt wird, ist die Laktat-
Leistungsdiagnostik. Hierbei wird in einem Stufentest die Laktatkonzentration des
Kapillarblutes mit der Belastungsstérke und den Vitalparametern korreliert. Aus den so
gewonnenen Werten konnen Laktatleistungskurven generiert werden. Hieraus kann die der
gewiinschten Belastungsintensitit entsprechende Leistung abgelesen werden. Mit der
daraus gewonnen Information, konnen die zu absolvierenden Trainingseinheiten so
konzipiert werden, dass sie den gewiinschten Intensititen entsprechen. Auf diese Weise

kann das Training gesteuert werden und zum Erreichen des Trainingszieles beitragen.

1.1 Analyse interindividueller Unterschiede durch molekulare

Leistungsdiagnostik

Bei einem genormten Trainingsprogramm, dessen Belastungsintensitét sich an den
individuellen Ergebnissen einer (Laktat-)Leistungsdiagnostik orientiert, kommt es
interindividuell zu betrdchtlichen Unterschieden im Leistungszuwachs. Diese
interindividuellen Unterschiede in den durch Training erreichten Anpassungsreaktionen
sind Gegenstand der molekularen Leistungsdiagnostik. Hierbei handelt es sich um ein
junges Forschungsgebiet, welches sich am Anfang eines spannenden Weges mit vielen
ungeklarten Fragen, Herausforderungen und groBBem Potenzial befindet. Die molekulare
Leistungsdiagnostik beschiftigt sich unter anderem mit Verdnderungen der mRNA-
(messenger ribonucleic acid-) sowie Proteinexpression diverser leistungsrelevanter
Enzyme, Transkriptionsfaktoren, Transportproteine etc. in der Skelettmuskulatur. Gesucht

wird nach reagiblen Markern, die im Zusammenhang mit einer langfristigen Anpassung auf
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gezielte Trainingsreize als Pradiktoren fiir Leistungszuwéchse dienen konnen. Hierdurch
gewonnene Erkenntnisse sollen im weiteren Verlauf auf systemische Faktoren, deren
Bestimmung mit weniger invasiven Methoden (z.B. im Blut) moglich ist, ibertragen
werden. Auf Grund der Vielzahl an moglicherweise relevanten Genen ist die Analyse
mittels Microarrays/Genchips (z.B. Affymetrix™) eine gern genutzte
Untersuchungsmethode in diesem Feld. Hinzu kommen die vielzdhligen und komplexen
Regulationsmechanismen der Genexpression, die zwischen einem Gen und dem
Lfertigen® Protein stehen. In jedem Prozessierungsschritt kann es zu einer breiten Auswahl
an Regulationen kommen. Durch Regulation auf Ebene der Transkription, RNA-
Prozessierung, Transport, Translation und Protein-Prozessierung entsteht ein komplexes
Netzwerk mit unzdhligen Stellschrauben. Diese sind fiir die Zelle von enormer Bedeutung

um flexibel auf interne sowie externe Reize reagieren zu konnen.

Die molekulare Leistungsdiagnostik ermoglicht eine Analyse der Vorgénge auf
molekularer Ebene. Durch Analyse der Vorginge in der Skelettmuskulatur und dessen
Genexpressionsprofilen erhofft man sich Einsicht in die Regulationsmechanismen des
Skelettmuskels und dessen Anpassungsreaktionen auf Trainingsreize.

Ein Ziel ist es, die Moglichkeiten der individuellen Trainingssteuerung durch ein besseres
Verstandnis der zelluldren Anpassungsreaktionen und ihrer Einfliisse auf die

Energiebereitstellung ausbauen und verbessern zu konnen.

1.2 Allgemeine Anpassungsreaktionen der humanen Skelettmuskulatur auf

Trainingsreize

Die hohe Anpassungsfahigkeit der Muskulatur bietet die Grundlage, fiir die durch Training
induzierten positiven Effekte. Muskelgewebe reagiert auf Reize wie beispielsweise
Ausdauer- und Krafttraining (Hoppeler 1986), Inaktivitdt (Bodine 2013), Hypoxie
(Hoppeler et al. 2008), Schwerelosigkeit (Desplanches 1997), Kilte (Buser et al. 1982) und
Néhrstoffangebot (Vogt et al. 2003). Diese Reize fiihren in der Muskulatur zu
Anpassungsreaktionen, die eine optimierte Ausgangsposition fiir erneute Reize
ermoglichen (Egan et al. 2013). Der Muskel ist stets bemiiht akute Anpassungen
vorzunehmen, investiert jedoch gleichzeitig in langerfristige Prozesse, um fiir weitere
Reize derselben Art besser vorbereitet zu sein. Beispiele hierfiir sind die Verbesserung der

neuromuskuldren Verbindungen, Verbesserung des Sauerstoffangebotes durch



Angiogenese, Verdnderung der Muskelfaserzusammensetzung und des
Muskelquerschnittes, Verdnderung der Energiegewinnung und Bereitstellung.

Die erzielten Verdnderungen sind abhédngig von der Trainingsart, Trainingsmodalitit, dem
Trainingsumfang, dem Trainingsstatus, der Wahl und Zusammenstellung der einzelnen
Trainingsreize sowie den individuellen Voraussetzungen. Wahrend Ausdauertraining zu
vielschichtigen Verdnderungen in der Energiebereitstellung fiihrt, wird durch Krafttraining
vorwiegend die Proteinsynthese angekurbelt und durch Hypertrophie eine Erhohung der
maximalen Kraftentwicklung erreicht. Ein Zusammenhang zwischen dem
Trainingsstimulus und den durch ihn ausgelosten Verdnderungen in der Genexpression ist
belegt, aber noch nicht abschlieBend verstanden.

Zusitzlich zu diesen Reizen, die von auflen auf jedes Individuum und somit dessen Korper
einwirken, spielen die individuellen Voraussetzungen wie z.B. Geschlecht, Herkunft, Alter,

bisher durchgefiihrtes Training und Genetik eine grof3e Rolle.

1.3 Aktueller Forschungsstand: Analyse der muskuldren Genexpression

mittels Hochdurchsatzverfahren (DNA-Microarrays)

In der Literatur finden sich bereits Studien, die durch Zuhilfenahme der mittels DNA-
(deoxyribonucleic acid-) Microarrays aus der Muskulatur gewonnen Daten eine Bewertung
von korperlichem Training auf die Genexpression vornehmen. Sie beschéftigen sich mit
den durch akute Belastung oder Training ausgeldsten Verdnderungen in der muskulédren
Genexpression.

Stepto et al. 2009 analysierten in ihrer Querschnittsstudie die Auswirkung von seit
lingerem ausgetlibtem Ausdauer- bzw. Krafttraining auf die Genexpressionsmuster des
menschlichen Skelettmuskels (Stepto et al. 2009). Sie untersuchten und verglichen hierzu
die Genexpression in Muskelproben von Probanden, die iiber mindestens 8 Jahre
regelmiBig Ausdauer- oder Krafttraining betrieben haben, mit denen von untrainierten
Probanden mittels cDNA-Microarray-Analysen (complementary deoxyribonucleic acid).
Verglichen wurden Muskelproben, welche nach einer Ruhephase von 24 Stunden
gewonnen wurden. 263 Gene waren im Vergleich zwischen trainierter und untrainierter
Muskulatur unterschiedlich exprimiert, die Expressionsdaten zwischen ausdauer- und
krafttrainierter Muskulatur unterschieden sich in 21 Genen. In der Gruppe der 6 mittels
PCR-Analyse (Polymerasekettenreaktion) bestétigten Gene zeigte sich eine im
Gruppenvergleich hohere Expression der Gene EIF3J (Eukaryotic translation initiation

factor 3 subunit J), LMO4 (Lim domain only 4) und UTRN (Utrophin) in der



krafttrainierten Muskulatur. LDH-B (Laktatdehydrogenase B), MDH1 (Malate
dehydrogenase 1) und SLC16A7 (Solute carrier family 16 member 7) waren in der
ausdauertrainierten Muskulatur verglichen mit der krafttrainierten Muskulatur hoher
exprimiert.

Gene, die in Zusammenhang mit der Muskelstruktur und deren Entwicklung stehen, waren
bei trainierten Probanden hdher exprimiert und es bestand eine Korrelation zwischen
Leistung und Expression. Auch zwischen der VO,max (maximale Sauerstoffaufnahme)
und Genen, die in Zusammenhang mit der mitochondrialen/oxidativen Kapazitit stehen,
konnte eine Korrelation gezeigt werden. Die Gruppe dieser Gene war in der Gruppe der
Ausdauertrainierten erhoht, bei den Krafttrainierten erniedrigt.

Die Arbeitsgruppe gelangte zu dem Schluss, dass langjéhriges Training die Genexpression
innerhalb funktionell wichtiger Gruppen im Muskel beeinflusst und somit Teile des durch
Training ausgelosten Anpassungsprozesses widerspiegelt.

Die erste Analyse der Verdnderungen in der globalen mRNA Expression im
Erholungszeitraum nach einer akuten Ausdauerbelastung auf dem Fahrradergometer
fiihrten Mahoney et al. 2005 durch. Sie untersuchten die Muskelbiopsien von 4 zufillig
ausgewdhlten untrainierten Teilnehmern der Studie hinsichtlich Verdnderungen in der
Genexpression vor Belastung, 3 Stunden nach Belastungsende und nach 48 Stunden. Die
globale mRNA Expression wurde mittels cDNA-Microarray zwischen den Zeitpunkten
innerhalb jedes Probanden verglichen. Insgesamt zeigten 118 Gene eine erhohte
Expression 3 Stunden nach Belastung, 8 Gene eine verminderte Expression. Nach 48
Stunden verringerte sich die Zahl der Gene mit gesteigerter Expression auf 29 und 5 Gene
waren geringer exprimiert. Die reagiblen Gene gehorten u.a. zu funktionellen Gruppen mit
Bedeutung im Stoffwechsel, der mitochondrialen Biogenese, Antwort auf oxidativen
Stress, Elektronentransport iiber Membranen, Apoptose, Wachstum und Differenzierung
und transkriptioneller Aktivierung. Somit ermoglichen die erhobenen Daten einen Einblick
in die zur Wiederherstellung der Homoostase nach Belastung ausgelsten
transkriptionellen Vorgénge und den durch eine akute Belastung ausgeldsten Beitrag zur
Trainingsadaptation.

Durch Untersuchungen zeigten Neubauer et al. 2014, dass auch die fiir eine muskulire
Adaptation notwendigen Verdanderungen der extrazelluliren Matrix auf einer Verdnderung
der mit ihr in Zusammenhang stehenden Genexpression beruhen. Daten, die diese
Riickschliisse zulieBen, konnten durch die Untersuchung von Muskelbiopsien, welche 3,
48 und 96 Stunden nach einer akuten Belastung ausdauertrainierter Probanden, mit

bewusst hoch gewéhlten Belastungsintensititen, gewonnen werden. Die 102 Gene mit



erhohter Expression 3 Stunden nach Belastung gehoren u.a. zu Gruppen die in Verbindung
mit der Aktivierung von Chaperonen und der Immunantwort stehen. Unter den 19 Genen,
die nach 48 Stunden vermehrt exprimiert wurden, befanden sich 2 mit Verbindung zur
Umstrukturierung des Aktinzytoskelettes. Unter den 80 Genen, mit erhohter Expression
nach 96 Stunden, waren Gene im Bereich der Chemokinsignale, Umgang mit zelluldrem
Stress und Umstrukturierung der extrazelluldren Matrix. Dies waren die ersten Daten, die
eine Beobachtung der durch akuten Stress, Erholung und Anpassung ausgeldsten
molekularen Vorgiange in der menschlichen Muskulatur {iber 48 Stunden hinaus
ermdglichten. Sie zeigten, dass die in der Muskulatur nach starker Beanspruchung
ablaufenden Prozesse auch nach 96 Stunden noch nicht abgeschlossen sind.

Mit den unmittelbar durch eine einmalige Akutbelastung hervorgerufenen Veranderungen
auf Ebene der Genexpression beschiftigten sich Catoire et al. 2012. Vor und unmittelbar
nach einer einstiindigen Akutbelastung auf dem Fahrradergometer, bei 50% der im
Eingangstest maximal erreichten Wattstufe, wurden Muskelbiopsien gewonnen. Dies war
die erste Studie, deren Fokus auf der unmittelbaren durch Belastung ausgeldsten
Verdnderungen im menschlichen Muskel lag. Eine weitere Besonderheit bestand darin,
dass die Belastung auf dem Fahrradergometer einbeinig erfolgte. So konnte zusétzlich der
Einfluss auf den ruhenden kontralateralen Muskel untersucht und mit dem aktiv
arbeitenden verglichen werden. Durch Vergleich innerhalb eines Individuums gelang
hierbei die Minimierung interindividueller StérgroBen bedingt durch interindividuelle
Unterschiede. Die 3 Gene mit der hochsten Expressionssteigerung im arbeitenden Muskel,
gehorten alle zu der NR4A-Familie. Auch in dem nicht aktiv arbeitenden Muskelgewebe
der Gegenseite wurde eine Verdnderung der Genexpression nachgewiesen. Die Autoren
gehen davon aus, dass dieser Effekt auf Verdnderungen zirkulierender Faktoren basiert. Die
betroffenen Gene stehen in Zusammenhang mit der peroxisome proliferator-activated
receptor (PPAR)-Signaltransduktion bzw. sind Ziele von PPAR-a. Als mogliches Beispiel
hierfiir werden freie Fettsduren aufgefiihrt.

Timmons et al. 2005 rekrutierten fiir ihre Trainingsstudie 24 untrainierte Méanner. Diese
absolvierten ein sechswdchiges Ausdauertraining. Vor Trainingsbeginn und 24 Stunden
nach der letzten Trainingseinheit wurden Muskelbiopsien gewonnen. Fiir die
anschlieenden Expressionsanalysen wurden die 8 Teilnehmer mit der grof3ten
Leistungssteigerung ausgewéhlt. Die jeweils 2 Muskelproben dieser 8 Teilnehmer, genannt
High-Responder, wurden mittels Affimetrix™ Microarray untersucht. Ergebnis der Studie
war die Erstellung des ersten transkriptomweiten mRNA Expressionsprofiles des

Skelettmuskels nach Ausdauertraining von Probanden mit besonders gutem Ansprechen



auf das absolvierte Trainingsprogramm. Eine erhohte Expression, verglichen mit dem
Ausgangswert vor Trainingsbeginn, wurde bei Genen gefunden, die in Zusammenhang mit
der Reorganisation der Extrazelluldrmatrix oder dem Calciumtransport stehen.

Einen Schritt weiter machten Timmons et al. 2010 in dem sie in einer prospektiven
Trainingsstudie einen Zusammenhang zwischen dem Ansprechen der Probanden auf das
absolvierte Trainingsprogramm und deren Verdnderungen im Genexpressionsmuster
herstellten. Grundlage der Studie bildeten 3 Probandengruppen unterschiedlicher Fitness:
untrainierte, trainierte und Teilnehmer der HERITAGE (HEalth, RIsk factors, exercise
Training And GEnetics) family studie (Bouchard et al. 1999). Das absolvierte
Trainingsprogramm unterschied sich von Gruppe zu Gruppe. Es gelang ihnen 29
Prediktorgene zu identifizieren. Diese seien ihrer Meinung nach verantwortlich fiir die
interindividuellen Unterschiede. Zu den beschriebenen Genen gehdren beispielsweise 1ID3
(inhibitor of DNA binding 3), KLF4 (Kruppel-like factor 4), SLC22A3 (Solute carrier
familly 22 member 3) bzw. OCT3 (organic cation transporter 3) und H19. Besonders
hervorzuheben ist, dass hierzu weder das sonst vielfach beschriebene PGC-1a (Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) oder AMPK (AMP-aktivierte

Proteinkinase) zéhlen.

1.4 Mechanismen der Energiebereitstellung der Muskelzelle: aerob, anaerob

alaktazid und anaerob laktazid

Der Muskelzelle stehen zur Energiebereitstellung zwei Hauptmechanismen zur Verfiigung:
die aerobe oder die anaerobe Energiegewinnung. Bei der aeroben Energiegewinnung wird
in den Mitochondrien unter Sauerstoffverbrauch ATP (Adenosintriphosphat) gebildet. Dies
kann entweder aus Kohlenhydraten mittels aerober Glykolyse oder aus Fetten {iber
Lipolyse und 3-Oxidation erfolgen. Im Falle der Glykolyse wird das entstandene Pyruvat
weiter zu Acetyl-CoA (Acetyl-Coenzym A) verstoffwechselt. Als Endprodukt der B-
Oxidation entsteht ebenfalls Acetyl-CoA. Dieses wird liber den Citratzyklus weiter
abgebaut und die so entstandenen Substrate der Atmungskette zugefiihrt. Mithilfe des tliber
den Verlauf der Atmungskette aufgebauten Potenziales wird schlieBlich ATP aus ADP
(Adenosindiphosphat) regeneriert. Dieses steht dann z.B. den Muskelzellen zur Verfiigung.
Im Gegensatz hierzu lduft die anaerobe Energiegewinnung ohne Sauerstoffverbrauch im
Zytosol der Zelle ab. Hierbei unterscheidet man die anaerobe-alaktazide von der
anaeroben-laktaziden Energiegewinnung. Bei der anaeroben Glykolyse wird Pyruvat auf

Grund des Sauerstoffmangels, nicht wie oben beschrieben zu Acetyl-CoA verstoffwechselt
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und in den Citratzyklus eingeschleust, da hierzu Sauerstoff notwendig wére. Stattdessen
wird Pyruvat unter Bildung von Laktat reduziert. Diese Reaktion wird enzymatisch durch
die Laktatdehydrogenase (LDH) katalysiert. So kommt es zu keiner Anhdufung des
Zwischenproduktes Pyruvat und die Glykolyse kann weiterhin ablaufen und somit ATP

generieren.

LDH ist im Energiestoffwechsel der Muskelzelle fiir die Verstoffwechselung von Pyruvat
zu Laktat und vice versa notwendig. Diese erfolgt enzymatisch durch verschiedene
Isoformen der LDH. Diese Isoformen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Zusammensetzung aus den verfligbaren Untereinheiten: Untereinheit M (muscle subunit)
und Untereinheit H (heart subunit). Die Untereinheiten bilden eine tetrameren Komplex,

der je nach Zusammensetzung LDH 1-5 genannt wird (Dawson et al. 1964).

LDH-A— M-Untereinheit 4x M-Untereinheit LDH 5 Pyruvat — Laktat

3x M-Untereinheit 1x H-Untereinheit LDH 4
2x M-Untereinheit ~ 2x H-Untereinheit |pH 3

1x M-Untereinheit 3x H-Untereinheit LDH 2

LDH-B = H-Untereinheit 4x H-Untereinheit LDH 1
Laktat =Pyruvat

Abbildung 1: Schema der funktionellen Aktivititen der Laktatdehydrogenase (LDH)

Die LDH-M-Untereinheit (muscle), welche die Reduktion von Pyruvat zu Laktat katalysiert, wird auf mRNA-Ebene vom
LDH-A Gen kodiert. LDH-B kodiert fiir die LDH-H-Untereinheit (heart), die zusténdig fiir die Oxidation von Laktat zu
Pyruvat ist (Baba und Sharma 1971). Je nach enthaltenen Untereinheiten katalysiert das Enzym LDH bevorzugt die Re-

duktion oder Oxidation.

Entsprechend ihrer Kontraktionseigenschaften und Einsatzbereiche variiert die
Energiebereitstellung der Muskelzellen. Hierbei besteht bedingt eine Korrelation zu den
unterschiedlichen Muskelfasertypen. Eine Mdglichkeit der Gruppierung erfolgt anhand
threr metabolischen Eigenschaften. Unterschieden werden fast-twitch glycolytic (FG), fast-
twitch oxidative (FOG) und slow-twitch oxidative (SO) Fasern. Eine andere Einteilung
beruht ausschlielich auf den unterschiedlichen Kontraktions- und
Ermiidungseigenschaften. Unterschieden werden hierbei langsame Typ I (auch Slow-
twitch-Fasern) von schnellen Typ II Fasern (auch Fast-twitch-Fasern). Typ I Fasern
gewinnen ihre Energie vorwiegend aerob/oxidativ, hier besteht somit eine gute
Ubereinstimmung der Zuordnung. Dies gilt nicht fiir Typ II Fasern. Typ IIA und IIB Fasern

zeigen zwar eine Tendenz zur aeroben bzw. anaeroben Energiegewinnung, diese ist aber
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nicht stark genug, um eine Verbindung herzustellen. Der von Barany 1967 beschriebene
Zusammenhang der vorwiegend aerob/oxidativen Energiegewinnung von Typ I Fasern
bzw. vorwiegend glykolytischen durch Typ II Fasern kann somit nur eingeschrankt
iibernommen werden. Hierzu passend sind die Aussagen verschiedener Arbeiten, dass trotz
des Zusammenhangs zwischen Fasertyp und metabolischem Profil eine Anderung des
metabolischen Profils ohne Anderung des Fasertyps mdglich ist. Diese Anpassung erfolgt
schneller und mit hoherer Variabilitiat (Henriksson und Reitman 1977, Li et al. 2002; Pette
und Staron 1990). Dies ist wichtig, da abhdngig vom Trainingsstatus der Muskulatur, die
Zusammensetzung aus den verschiedenen Typen von Muskelfasern variiert (Gauthier und

Lowey 1979).

Je nach bevorzugter Energiegewinnung finden sich vorwiegend Enzyme des jeweiligen
Stoffwechselweges. In einer ausdauertrainierten Muskulatur finden sich somit
verhéltnisméBig vermehrt Enzyme, die eine Rolle in der aeroben Energiegewinnung
spielen. Dies manifestiert sich auch auf der Ebene der Genexpression.

In dem von uns im Vorfeld durchgefiihrten Vergleich (Studienteil I der BAM-Studie;
(,,Belastungs- und Anpassungsmanagement im Spitzensport®) nicht Teil dieser
Dissertation) der Expressionsdaten in Muskelproben trainierter mit untrainierter Probanden
zeigte sich dies besonders deutlich im Bereich der Transkripte, die fiir die beiden
Isoformen der LDH kodieren. Es konnte ein signifikanter Unterschied zwischen
ausdauertrainierter und untrainierter Skelettmuskulatur gemessen werden. Im Vergleich der
beiden Gruppen zeigte sich eine niedrigere Expression von LDH-A und eine erhohte
Expression von LDH-B in der Gruppe der ausdauertrainierten Probanden. Eine
Akutbelastung verursachte keine signifikanten Expressionsunterschiede.

Passend hierzu sind die Ergebnisse von Plomgaard et al. 2006. Sie konnten in ihren
Untersuchungen zeigen, dass im menschlichen Skelettmuskel eine positive Korrelation
zwischen dem Anteil an MHC (major histocompatibility complex) Typ I Fasern und der
Menge an LDH-B mRNA besteht. Ebenso besteht eine negative Korrelation zur
vorhandenen LDH-A mRNA. LDH-A mRNA ist im Musculus triceps brachii (hoher Anteil
an Typ II Fasern) bis zu 3-fach so hoch exprimiert wie im Musculus soleus (hoher Anteil
Typ I Fasern). Eine 3-fach hohere Expression von LDH-B mRNA verglichen mit dem
Musculus triceps brachii findet sich hingegen im Musculus soleus oder Musculus vastus

lateralis.



1.5 Zusammenhang zwischen PGC-1a, Laktatdehydrogenase (LDH) und
dem Laktatstoffwechsel

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC-1a) wird in
der Literatur hdufig mit den in der Skelettmuskulatur durch Ausdauertraining
hervorgerufenen Anpassungsreaktionen in Verbindung gebracht. Beispiele hierfiir sind
strukturelle Verdnderungen durch Verbesserung der Versorgung mit Sauerstoff durch
Angiogenese (Arany et al. 2008), Verbesserung der neuromuskulidren Verbindungen
(Handschin et al. 2007b), Verdanderung des Fasertypverhiltnisses (Li et al. 2002) und des
Calciumtransportes (Summermatter et al. 2012). In Bezug auf den Muskelmetabolismus
induziert es die mitochondriale Biogenese (Summermatter et al. 2012; Lin et al. 2005) und
die Fettoxidation (Summermatter et al. 2011).

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich vermuten, dass durch erhohte PGC-1a Expression ein
ausdauertrainierter Phianotyp induziert werden konnte. Diese These unterstiitzen die
Untersuchungen von Calvo et al 2008. Durch muskelspezifische Erhohung von PGC-1a
konnte die Arbeitsgruppe eine erhohte VO,max und hohere Leistungsfahigkeit (in
freiwilligen wie auch forcierten Laufradtests) der Méuse erreichen (Calvo et al. 2008).
Zwischen der Leistungsfahigkeit im Ausdauerbereich und der Laktathomdostase besteht
eine enge Verbindung (Cairns 2006). Somit wire ein Einfluss von PGC-1a auch hier
denkbar. Im Mausmodell konnte eine verringerte Laktatkonzentration sowohl in Ruhe wie
nach Belastung in Zusammenhang mit erhhten PGC-1a Werten beobachtet werden, wobei
die Miuse jedoch einer schlechter Leistung erbrachten (Wende et al. 2007).
Summermatter et al. 2013 beschiftigten sich mit der bis dahin ungeklérten Frage, ob diese
Beobachtung auf eine verringerte Laktatproduktion oder einen erhdhten Laktatabbau bzw.
eine Kombination aus beidem zuriickzufiihren ist. In PGC-1a transgenen-Méusen (PGC-1a
in Skelettmuskulatur liberexprimiert) konnte gezeigt werden, dass bei ihnen sowohl die
Laktatproduktion vermindert, wie auch der Laktatabbau zu Pyruvat gesteigert ist.
Untersuchungen an den aus diesen transgenen Méusen gewonnenen Muskelhomogenaten
mittels nativer Gelelektrophorese zeigten ein erhdhtes Vorkommen von LDH 1-3
(bestehend aus subunit H (LDH 1), kodiert durch LDH-B plus subunit M (LDH 2: 3HM,
LDH 3: 2H2M), kodiert durch LDH-A) , sowie eine Verringerung der Isoform LDH 5
(bestehend aus subunit M, kodiert durch LDH-A) im Vergleich mit Wildtypmausen. Auf
mRNA-Ebene konnte hierzu passend eine verminderte Expression von LDH-A und eine
erhohte LDH-B Expression in der Muskulatur nachgewiesen werden. Dies erklért die oben

beschriebene Verschiebung in der Zusammensetzung der LDH-Tetramere. Im weiteren



Verlauf wurde gezeigt, dass die verringerte LDH-A Menge, nicht im Sinne einer
Suppression durch erhohte LDH-B Menge zu werten ist. Sie tritt unabhéngig von ihr auf.
Auch zwischen der durch PGC-1a erhohten Laktataufnahme in die Muskelzellen mittels
monocarboxyl trasporter 1 (MCT1) und der Erh6hung von LDH-B bestehen keine
Wechselwirkungen. Somit kann festgehalten werden, dass PGC-1a durch 3 voneinander
unabhingige Regulationen maf3igeblich an der Steuerung der Laktathomdostase wahrend
Belastung beteiligt ist: verminderte LDH-A Expression, erhohte LDH-B Expression und
erhohte Laktataufnahme mittels MCT1 in die Muskelzellen (Summermatter et al. 2013). In
Ergédnzung hierzu konnte anhand von PGC-1a Knockout-Méusen gezeigt werden, dass
diese, im Vergleich zu Wildtypmausen, ein schlechteres Laktathandling (Akkumulation
von Laktat im Blut, geringer Laktatclearance nach Injektion) zeigen.

Auf molekularer Ebene wird die oben beschriebene Muskeladaptation durch vermehrte
Transkription von LDH-B durch Bindung der Transkriptionsfaktoren estrogen-related
receptor-o. (ERRa) und in geringerem MafBe des retinoid X receptors (RXRs) an den LDH-
B Promoter vermittelt (Summermatter et al. 2013). Uber Aktivierung dieser
Transkriptionsfaktoren fordert PGC-1a die Transkription der LDH-B mRNA.
Zusammenfassend konnte anhand von PGC-1a transgenen-Mausen gezeigt werden, dass
PGC-1a die Expression von LDH-B erhoht und LDH-A reprimiert und dadurch Einfluss
auf die Laktathomdostase wihrend korperlicher Belastung hat. Durch diesen
Regulationsmechanismus, erhilt PGC-1a eine Schliisselrolle in der Regulation des

Laktatstoffwechsels.
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Abbildung 2: Einfluss von PGC-1a auf die Regulation des Laktatstoffwechsels wihrend Belastung

PGC-1a fiihrt zur Reduktion der Laktatkonzentration im Blut {iber drei voneinander unabhingige Mechanismen:
Verminderte Expression des LDH-A Gens filihrt zu verminderter Produktion von M-Untereinheiten (muscle) und somit
zum Sinken der Anzahl vorhandener LDH 5 Komplexe, welche die Reduktion von Pyruvat zu Laktat katalysieren.
Erhohte Expression des LDH-B Gens flihrt zur erhdhten Produktion von H-Untereinheiten (heart) und somit zum ver-
mehrten Vorkommen von LDH 1-3 Komplexen, wodurch der Laktatabbau (Oxidation von Laktat zu Pyruvat) gesteigert
wird.

Erhohtes Vorkommen von MCT1 (monocarboxyl trasporter 1) fiihrt zu einer gesteigerten Laktataufnahme in die Muskel-
zellen.

PGC-1a = Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha; LDH-A = Laktatdehydrogenase-A;

LDH-B = Laktatdehydrogenase-B

1.6 Forschungsdefizit

Bisherige Untersuchungen, welche die auf Ebene der Genexpression durch Training
ausgeldsten Verdnderungen untersuchten (Stepto et al. 2009, Mahoney et al. 2005,
Neubauer et al. 2014, Catoire et al. 2012, Timmons et al. 2005, Timmons et al. 2010),
konzentrieren sich meist auf wenige Zeitpunkte oder eine spezifische Intervention. Nach
unserem Kenntnisstand gab es bisher nur eine Untersuchung (Timmons et al. 2010), die
eine Verlaufsbeobachtung, tiber 96 Stunden hinaus, innerhalb desselben
Probandenkollektives, zuldsst. Auch wurde bisher nicht untersucht, zu welchen
Unterschieden die Teilnahme an einem Ausdauertrainingsprogramm verglichen mit einem
Krafttrainingsprogramm bei denselben Probanden fiihrt.

Um die durch Training ausgeldsten Anpassungsreaktionen besser verstehen zu lernen und
eine Verbindung mit den ihnen zugrundeliegenden Verdanderungen auf Ebene der
Genexpression herzustellen, sind diese Untersuchungen dringend notwendig. In unserer
Studie werden diese Zusammenhénge aufgegriffen und untersucht. Wir untersuchten ein
konstantes Probandenkollektiv (untrainierter, mdnnlicher Probanden im Alter von 18-40
Jahren, VO,max 30-50 ml/min/kg KG; siehe 2.1.1) hinsichtlich dessen Reaktion auf ein 8-

wochiges Ausdauer- und Krafttrainingsprogramm. Dies ermdglichte uns eine

11



Verlaufsbeobachtung, sowie den Vergleich zwischen den beiden Trainingsprogrammen.
Unsere multizentrische Cross-over-Trainingsstudie ermdglicht erstmals eine Analyse der
Genexpressionsveranderungen im Verlauf des Trainingsprogrammes durch wiederholte
Probenentnahme wahrend des Programmes. Auch ist ein Vergleich der Unterschiede
zwischen den durch Ausdauertraining und Krafttraining ausgeldsten Verdnderungen
innerhalb eines Probandenkollektives moglich. Eine Gegeniiberstellung der
Genexpressionsveranderungen als akute Reaktion auf eine Belastung und den langfristigen
durch Training bewirkten Verdnderungen, wird durch die Entnahme von Proben in Ruhe
und nach akuter Belastung moglich.

Aufgrund der zahlreichen moglichen Ansatzpunkte der durch Training verursachten
muskuldren Anpassungen, ist es sinnvoll, sich auf einen Ausschnitt zu konzentrieren. Um
eine Verbindung zur veridnderten Genexpression herzustellen, sollte es sich hierbei um
einen Mechanismus handeln, der sich auch in einer verdnderten Genexpression

widerspiegelt.

1.7 Hypothesengenerierung mittels Genexpressionanalyse

Um zu Beginn unserer Suche nach reagiblen Markern langfristiger Anpassung eine
Vorselektion zu treffen, wurde in Studienteil I der BAM-Studie ((,,Belastungs- und
Anpassungsmanagement im Spitzensport®) nicht Teil dieser Dissertation) Untersuchungen
mittels Genchips/Microarrays durchgefiihrt. Ziel dieser Phase war es durch Nutzung eines
Hochdurchsatzverfahrens die Expressionsprofile in Bezug auf verschiedene Zielgruppen
und Reizzustdnde zu vergleichen. Untersucht wurden Muskelbiopsien untrainierter,
ausdauertrainierter und krafttrainierter Probanden, jeweils in Ruhe und nach erfolgter
(Ausdauer-/ Kraft-) Akutbelastung. Die Akutbelastung erfolgte je nach Gruppenzuordnung
auf dem Fahrradergometer bzw. im Kraftraum. Hierdurch gewonnene Ergebnisse dienten
zur Hypothesengenerierung und Ausarbeitung der weiter zu bearbeitenden Fragestellung.
Konkret bedeutet dies eine Genexpressionanalyse der aus den gewonnene Muskelproben
isolierten mRNA nach erfolgter Aufarbeitung und Qualitdtskontrolle. Diese erfolgte durch
Verwendung von GeneChips® der Firma Affymetrix™. Im nichsten Schritt wurden
ausgewdhlte Kandidatengene mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) genauer hinsichtlich
threr Expression untersucht.

Passend zur vorwiegend aeroben Energiegewinnung in einer ausdauertrainierten
Muskulatur, fand sich hier eine erhdhte Expression von Genen, die in Verbindung mit

Enzymen des aeroben Stoffwechsels stehen. Besonders deutlich waren die Unterschiede
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unter anderem im Bereich der Transkripte, die fiir die zwei verschiedenen Isoformen der
Laktatdehydrogenase (LDH-A und LDH-B) kodieren. Es zeigte sich eine vergleichsweise
hohere Expression von LDH-B in der ausdauertrainierten Muskulatur zur untrainierten
Muskulatur, LDH-A war hingegen in der untrainierten Muskulatur héher exprimiert. Die
durchgefiihrte Akutbelastung hatte keinen relevanten Einfluss auf die Expression. In Bezug
auf PGC-1a war eine erhohte Expression nach der Ausdauer-Akutbelastung darstellbar,
ohne relevanten Einfluss des Trainingszustandes.

Durch die Ergebnisse dieser Vorstudie wurde die LDH als reagibles Zielgen identifiziert.
Aufgrund der essenziellen Rolle der Laktathomdostase im Ausdauersport und der
wichtigen Rolle der Laktatleistungsdiagnostik in der Trainingssteuerung, entschieden wir

uns dies als Schwerpunkt unserer weiteren Untersuchungen zu wéhlen.

1.8 Hypothese

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse stellten wir die Hypothese auf, dass durch
Ausdauertraining auch beim Menschen, die Expression von PGC-1a steigt und somit
LDH-B erhoht und LDH-A verringert. Diese Verdnderungen wéren demzufolge durch
Krafttraining nicht auslosbar. Im Folgeschluss miisste sich die LDH-A/LDH-B-Ratio
verringern. Diese erniedrigte LDH-A/LDH-B-Ratio wére moglicherweise als reagibler
Marker fiir eine ausdauertrainierte Muskulatur und einen damit verbundenen optimierten
Laktatstoffwechsel zu werten.

Um diesen Sachverhalt genauer zu beleuchten, verglichen wir in einem Vorversuch (nicht
Teil dieser Dissertation), zundchst die mRNA-Expression von LDH-A und LDH-B im
Muskel trainierter und untrainierter Probanden in Ruhe und nach akuter Kraft- bzw.
Ausdauerbelastung. Hierdurch sollte festgestellt werden, ob der Trainingsstatus einen
Einfluss auf die Expression der Gene nach akuter Belastung hat. Im weiteren Verlauf
wurden untrainierte Probanden in einer Cross-Over-Studie einem jeweils 8-wdchigen
Ausdauer- und Krafttraining unterzogen, um den Einfluss verschiedener Trainingsformen

auf die Genexpression zu vergleichen.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der aufgestellten Hypothese

Ausdauertraining oder Krafttraining wirken als Reize auf den Skelettmuskel ein und fithren dort auf Ebene der
Genexpression zu Verdnderungen bei PGC-1a, LDH-A und LDH-B, dies resultiert in einer Verdnderung der
LDH-A/LDH-B-Ratio

PGC-1a = Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha; LDH-A = Laktatdehydrogenase-A;

LDH-B = Laktatdehydrogenase-B

1.9 Fragestellungen

Aus diesen Uberlegungen ergeben sich fiir meine Arbeit folgende Fragestellungen:
- Wie beeinflusst Ausdauertraining bzw. Krafttraining die LDH-A/LDH-B-Ratio im
Muskel?
- Unterscheiden sich die durch Ausdauertraining bewirkten Verdnderungen, von denen
die durch Krafttraining erreicht werden?
- Kann die LDH-A/LDH-B-Ratio als Marker fiir die Ausdauerleistungsfahigkeit

gesehen werden?
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2 Material und Methoden

2.1 Methoden

2.1.1 Studiendesign

Die fiir unsere Untersuchungen genutzten Proben wurden im Rahmen einer multizentrisch
angelegten Studie zur Optimierung von Training und Wettkampf: ,,Belastungs- und

Anpassungsmanagement im Spitzensport™ kurz BAM-Studie gewonnen.

Hierbei handelte es sich um ein vom Bundesinstitut fir Sportwissenschaft (BISp)
gefordertes Projekt (FKZ 2509B11902, AZ 081902/09-13) der Universitatskliniken
GieBen, Tiibingen und Ulm. Ziel der Studie war die Entwicklung eines Matrixsystems, das
die Optimierung des Trainingsmonitorings erlaubt und somit eine Optimierung der
individuellen Trainings- und Anpassungsprozesse ermoglicht. Auf ein standardisiertes
Ausdauer- oder Krafttraining reagiert jedes Individuum sehr unterschiedlich. So kommt es
bislang zu einer breiten Streuung der Anpassungsreaktionen und damit verbundenen
Heterogenitét im Wirkungsgrad eines standardisierten Trainingsreizes. Um dieses Ziel zu
erreichen, sollten die Einfliisse bestimmter Belastungsformen auf zellulirer, molekularer,

mechanischer und psychologischer Ebene untersucht werden.

Studienteil | Studienteil Il Studienteil 11l

Querschnittsstudie Cross-over-Studie Karrierestudie

Korrelation Vergleich Einfluss Ausdauer- Individuelle Entwicklung von
Genexpressionsmuster der und Krafttrainingsprogramm Nachwuchsportlern
Skelettmuskulatur und
Trainingszustand

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Studienabschnitte der BAM-Studie (Belastungs- und Anpassungsma-
nagement im Spitzensport)

Studienteil I: Querschnittsstudie der Genexpression mittels Hochdurchsatzverfahren zur Korrelation unterschiedlicher
Trainingszustanden und Einfluss einer akuten Belastung

Studienteil II: Cross-over-Studie zur Untersuchung der Anpassungsreaktion untrainierter Probanden auf ein Ausdauer-
bzw. Krafttrainingsprogramm

Studienteil I1I: Karrierestudie zur Beobachtung individueller Entwicklung bei Nachwuchssportlern

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse basieren auf Studienteil II sowie den Ergebnissen aus Studienteil I als

Grundlage zur Formulierung der Fragestellung.

Die Studie gliedert sich in folgende drei Studienteile (siche Abbildung 4).
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Studienteil I: Anhand einer Querschnittsstudie wurden unter Verwendung von
Hochdurchsatzverfahren die Genexpressionsmuster der Skelettmuskulatur von Probanden
unterschiedlicher Trainingszustdnden in Ruhe und ihre Reaktion auf eine akute Belastung
verglichen.

Studienteil II: In einer Cross-over-Studie nahmen untrainierte Probanden an einem
standardisierten Ausdauer- und Krafttrainingsprogramm teil. Untersucht wurden die durch
das Training hervorgerufenen Anpassungsreaktionen.

Studienteil I1I: Nachwuchssportler sollen im Rahmen einer Karrierestudie hinsichtlich
ihrer individuellen Entwicklung und damit verbundenen Parametern beobachtet werden.
Die Hauptaufmerksamkeit dieser Dissertation liegt hierbei auf Studienteil II sowie den

Ergebnissen aus Studienteil I als Grundlage der zu vertiefenden Fragestellung.

Insgesamt standen die Daten von 72 Probanden aus Studienteil I und 21 Probanden aus

Studienteil II zur Verfligung.

2.1.1.1 Probanden

Alle Probanden, die am ersten oder zweiten Studienteil teilnahmen, wurden vor Beginn
iiber Ziele, Ablauf und Risiken der geplanten Untersuchungen aufgeklirt. Dies erfolgte in
miindlicher und schriftlicher Form. Die Teilnahme erfolgte freiwillig.

Vor Beginn des jeweiligen Studienabschnittes wurden diese durch die Ethikkommission
der Universitdt Ulm gepriift und mit zustimmender Stellungnahme abgeschlossen (Antrag

Nr. 267/11).

Im ersten Teil der Studie wurden die Probanden anhand der in Tabelle 1 aufgefiihrten
Kriterien in 3 Gruppen unterteilt und hinsichtlich ihrer Reaktion auf eine akute Belastung
untersucht. Es erfolgte die Unterteilung in Ausdauersportler, Kraftsportler und untrainierte
Probanden.

Die Probanden aller 3 Gruppen erfiillten folgende Kriterien: ménnlich, 18-30 Jahre, Body-
Mass-Index (BMI) 18,5 — 28,5 kg/m?, Nichtraucher, keine chronischen Erkrankungen. 72
Probanden erfiillten diese Kriterien und wurden in Studienteil I eingeschlossen. Nach
Zuordnung anhand der gruppenspezifischen Kriterien ergab sich folgende Verteilung:
Ausdauersportler 20, Kraftsportler 18, untrainierte Probanden 34 von denen randomisiert

18 der Ausdauergruppe und 16 der Kraftgruppe zugeteilt wurden.
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Tabelle 1: Einschlusskriterien der jeweiligen Gruppen Studienteil I der BAM-Studie (Belastungs- und Anpas-

sungsmanagement im Spitzensport) h= Stunden; KG= K&rpergewicht; VO2max= maximale Sauerstoffautnahme;

ORM-= one repetition maximum

Ausdauersportler Kraftsportler Untrainierte
Probanden
Sportanamnese:
Ausdauertraining > 5h/ Woche < 1h/ Woche
< 2h Freizeitsport/ Woche
Krafttraining < 1h/ Woche > 2x 1,5h /Woche
VO, max: >57 (ml/min/kg KG)  Beliebig < 47 (ml/min/kg KG)
ORM:
Bankzug <1IxKG > 1x KG < 1x KG
Beinpresse < 3,5x KG > 3,5x KG < 2,5x KG
Bankdriicken < IxKG > 1x KG <1,5x KG
Eingeschlossene 20 18 34
Teilnehmer

Der Fokus dieser Arbeit lag auf Studienteil II. Hier untersuchten wir ausschlieBlich

Probanden, die in letzter Zeit nicht oder wenig sportlich aktiv waren. Alle in den zweiten

Studienteil aufgenommenen Probanden erfiillten folgende Kriterien:

maximal 2 Stunden Freizeitsport in der Trainingsanamnese

keine akuten oder chronischen Erkrankungen

keine medikamentdse Behandlung

keine Einnahme von Nahrungsergidnzungsmitteln

Nichtraucher

Alter zu Studienbeginn zwischen 18 und 40 Jahren

BMI unter 30kg/ m?

Ausdauerleistungsfahigkeit: maximale Sauerstoffaufnahme in der Fahrradspiroer-

gometrie zwischen 30 und 50 ml/min/kg KG (Korpergewicht)

Maximalkraft (2 der 3 Kriterien miissen erfiillt werden): Einer-Wiederholungsmaxi-

mum (one repetition maximum, ORM) Beinpresse < 2,5-fachen des eigenen Kor-
pergewichtes, ORM Bankdriicken < 1,0-fachen des eigenen Korpergewichtes,
ORM Bankzug < 1,0-fachen des eigenen Korpergewichtes

Vor Einschluss in die Studie unterzog sich jeder potenzielle Proband einer

Voruntersuchung. Diese bestand aus einer ausfiihrlichen Anamnese zu Gesundheitszustand
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und aktueller korperlicher Aktivitdt, gefolgt von einer korperlichen Untersuchung durch
das drztliche Personal des jeweiligen Standortes und einer Leistungsdiagnostik.
Durchgefiihrt wurden eine Fahrradspiroergometrie im Stufenprotokoll (Steigerung um 25
Watt alle 3 Minuten) inklusive Laktatdiagnostik. Zudem wurden die ORM fiir die Geréte

Beinpresse, Bankdriicken, Bankzug und Knieextension ermittelt.

2.1.1.2 Akutbelastung

Jeder Akutbelastung ging eine Ruhephase von 72 Stunden voraus, in denen die Probanden
keine Trainingseinheiten absolvierten und sich auch sonst korperlich schonen sollten. Am
Morgen der Belastung erhielt jeder Proband ein standardisiertes Friihstiick (eine
Laugenbrezel). Wasser durfte sowohl vor, wie auch wihrend und nach der Belastung nach
Belieben getrunken werden. Eine Stunde nach Ende der Akutbelastung auf dem

Fahrradergometer erhielt jeder Proband ein Kdsebrotchen.

Am Anfang jedes Trainingsblockes erfolgte eine Akutbelastung im Kraftraum und auf dem
Fahrradergometer (siche Abbildung 5). Die akute Kraftbelastung erfolgte mit einer
Aufwirmserie bei 40% des ORM, gefolgt von 5 Serien a 8-12 Wiederholungen bei 80%
des ORM an allen 4 Geriten (Bankzug, Knieextension rechts und links, Bankdriicken,
Beinpresse). Ggf. war auch hier eine Gewichtsreduktion beim Nichterreichen von
mindestens 8 Wiederholungen moglich (siehe auch 2.1.3). Die Ausdauerakutbelastung
bestand aus einer 60-miniitigen Belastung auf dem Fahrradergometer. Diese gliederte sich
in eine 10-miniitige Aufwiarmphase entsprechend 60% des VO,max in Watt, gefolgt von

80% des VO;max in Watt iiber 50 Minuten.

2.1.1.3 Trainingsprotokoll

Nach Abschluss der Voruntersuchung, Erfiillung aller Einschlusskriterien und der ersten
Akutbelastung, begannen die Probanden mit einem 8-wochigen Training. Da es sich um
eine Cross-over-Studie handelte, begann ein Teil der Probanden mit dem
Ausdauertrainingsblock, der andere mit dem Krafttrainingsblock (sieche Abbildung 5). Die

Verteilung der Probanden auf die Gruppen erfolgte randomisiert.

Im Ausdauerblock wurde dreimal die Woche fiir jeweils 60 Minuten auf dem

Fahrradergometer trainiert. Nach einer 10-miniitigen Aufwéarmphase bei 40% der
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individuellen Maximalleistung wurde der Widerstand fiir die verbleibenden 50 Minuten auf
60% erhoht. Diese Intensitdt wurde fiir die 1. und 2. Trainingswoche beibehalten. Im
weiteren Verlauf wurde die Intensitit alle 2 Wochen um 5% gesteigert. Somit trainierten
die Probanden am Ende der achtwochigen Trainingsphase mit dem Widerstand, der bei der
Eingangsuntersuchung dem Widerstand 75% ihrer maximalen Sauerstoffaufnahme
entsprochen hatte.
Uber die gesamte Trainingsphase wurde jedes Training unter Aufsicht absolviert. Dabei
wurden Herzfrequenz sowie die subjektive Anstrengung mittels Borg-Skala zu festen
Zeitpunkten dokumentiert. Aufler dem Ruhewert vor Beginn des Trainings wurden nach
Start der Belastung folgende Werte dokumentiert:

- nach 10 min (Ende der Aufwérmphase)

- nach 30min, 35min, 50min und 60min (Ende der Belastung)
Einmal wochentlich wurden zudem vor Beginn des Trainings und direkt nach Ende der
absolvierter Trainingseinheit kapilldre Blutproben zur Laktatdiagnostik gewonnen.
Auf die 1. Trainingsphase folgte eine 12 Wochen lange Detrainingsphase.
Der Krafttrainingsblock beinhaltete 32 Einheiten eines Krafttrainings tiber 8 Wochen.
Hierbei wurden bei jeder Trainingseinheit Ubungen an 4 verschiedenen Geriten absolviert:
Bankzug, Knieextension rechts und links, Bankdriicken, Beinpresse. An jedem Gerét
wurden nach einem Warm-up mit 40% des jeweiligen ORM fiinf Serien a 8-12
Wiederholungen bei 80% des ORM des Probanden absolviert. Fiir einen Satz (Ubung
inklusive Pause) standen den Probanden 4 Minuten zur Verfiigung. Nach Ablauf der 4
Minuten musste mit dem néchsten Satz begonnen werden. Zwischen den verschiedenen
Geridten hatten die Probanden zuséitzlich 5 Minuten Zeit, um das Gerit zu wechseln. Fiir
den Fall, dass bei einem Gerét weniger als 8 Wiederholungen mit dem vorgegebenen
Gewicht erreicht wurden, war bei dem folgenden Satz eine Gewichtsreduktion um jeweils
5% des Ausgangswertes moglich. Kam es im Verlauf der Trainingsphase subjektiv zu einer
Unterbelastung des Probanden, wurde die Belastung sukzessive gesteigert. Auch in diesem
Trainingsblock wurde jedes Training unter Aufsicht absolviert. Die Herzfrequenz sowie die
subjektive Anstrengung mittels Borg-Skala zu festen Zeitpunkten wurden dokumentiert.
Einmal wochentlich wurden zusétzlich kapilldre Blutproben zur Laktatdiagnostik
gewonnen. Diese Messdaten wurden jeweils vor Beginn des Trainings am entsprechenden

Trainingsgerat und nach Beendigung der letzten Serie am jeweiligen Trainingsgerét erfasst.
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Akutbelastung

8 Wochen Ausdauer- bzw. Krafttraining

Akutbelastung

8 Wochen Ausdauer- bzw. Krafttraining

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Zeitpunkte der Muskelbiopsieentnahmen im Studienteil II der BAM-
Studie (Belastungs- und Anpassungsmanagement im Spitzensport)

Entnahme von insgesamt 8 Biopsien pro Proband im Studienverlauf zu folgenden Biopsiezeitpunkten:

Vor Beginn des 1. Trainingsblockes: Ruhebiopsie Ow 1. Block

3h nach Ende der Akutbelastung (Krafttraum plus Fahrradergometer): Akut 1. Block

nach 3 Wochen Training der randomisiert zugeordneten Trainingsmodalitit (Ausdauer bzw. Krafttraining): 3w 1. Block
nach 8 Wochen Training der randomisiert zugeordneten Trainingsmodalitét (Ausdauer bzw. Krafttraining): 8w 1. Block

Entnahme der Muskelbiopsien im 2. Trainingsblock entsprechend dem 1. Trainingsblock

2.1.2 Muskelbiopsien

Die Entnahme der fiir unsere Untersuchungen notwendigen Muskelproben erfolgte nach
ausfiihrlicher Aufklarung der Probanden iiber Vorgehensweise, Nutzen und Risiken. Alle
Probanden willigten freiwillig in die Entnahme ein. Die Entnahme erfolgte ausschlieBlich
durch qualifiziertes und im Studienprotokoll autorisiertes drztliches Personal der 3
Studienstandorte.

Zunichst wurde die geplante Entnahmestelle im lateralen Bereich des Musculus quadrizeps
femoris sonographisch untersucht, um die Lage der in diesem Bereich verlaufenden
Blutgefidfle und Fettgewebe zu kennen. So konnte sicher gestellte werde, dass diese bei der
Entnahme nicht beschiadigt bzw. Fettgeweben anstelle des gewlinschten Muskelgewebes
entnommen wurde.

Nach griindlicher Desinfektion der Injektionsstelle erfolgte eine lokale Betdubung der Haut
im entsprechenden Bereich mit Lokalanésthetika (1%-iges Mepivacain). Bei bestehender
Schmerzfreiheit des Probanden wurden im Anschluss 5 Feinnadel-Muskelbiopsien (Plus

Speed; Peter Pflugbeil GmbH, Zorneding, Deutschland) aus dem Vastus lateralis des
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Musculus quadrizeps femoris entnommen. Die gewonnenen Gewebestlicke wurden
unmittelbar nach den Entnahmen in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur weiteren
Verarbeitung bei -80°C aufbewahrt. Die Entnahmestelle wurde nach Abschluss der
Probenentnahme fiir 5-10 Minuten manuell komprimiert und anschlieend mit einem

sterilen Druckverband versorgt.

Im Studienteil I wurden Muskelbiopsien in Ruhe (Tag vor der Akutbelastung), 30 Minuten
nach Ende der Akutbelastung, sowie 3 Stunden nach Ende der Akutbelastung entnommen.
Muskelbiopsien in Studienteil I wurden jeweils vor dem Trainingsblock in Ruhe
(Ruhebiopsie vor 1. bzw. 2. Block), 3 Stunden nach der Akutbelastung vor Beginn des
Trainingsblockes (nach Akutbelastung vor 1. bzw. 2. Block), in Ruhe nach 3 Wochen
Training (Ruhebiopsie 3w 1. bzw. 2. Block) und in Ruhe nach 8 Wochen Training sprich
am Ende des Trainingsblockes (Ruhebiopsie 8w 1. bzw. 2. Block) entnommen. Somit
standen in Studienteil I Biopsien von 3 Zeitpunkten und in Studienteil II Biopsien von 8
Zeitpunkten pro Proband zur Analyse zur Verfiigung.

Ergénzend zu den oben genannten Muskelbiospien wurde am Standort Ulm eine weitere
Muskelbiospie 3 Stunden nach der jeweiligen Akutbelastung am Ende der beiden

Trainingsblocke entnommen.

2.1.3 Quantitative Real-time PCR (qPCR)

Zur weiteren Analyse erfolgte zundchst die Aufarbeitung der gewonnenen Muskelproben.
Hierfiir wurden die Muskelproben in RIPA-Puffer (150mMol NaCl, 25mMol Tris HCL,
0,1% SDS, 1% IGEPAL CA-630 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), NP-40, 1% sodium
deoxycholate, ddH>O) mit eine Tablette cOmplete™, einem Mini Protease Inhibitor
Cocktail der Firma Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), gegebene. In dieser Losung wurden
sie anschlieBend mit Hilfe des TissueRuptor von Qiagen (Venlo, Niederlande) zerkleinert
und homogenisiert. Genaueres Vorgehen siehe TissueRuptor Handbook. Vorteil dieser
Vorgehensweise ist die Benutzung eines neuen disposable Probes fiir jede Probe. Hierdurch
wird das Risiko einer Kreuzkontamination minimiert.

Zur Gewinnung der RNA wurden die Proben anschlielend iiber RNeasy Mini Kit Sdulen
(RNeasy Fibrous Tissue Mini kit, Qiagen, Venlo, Niederlande) aufgereinigt. Vorgehen
entsprechend dem Protokoll des Herstellers. Durch den Zusatz von Proteinase K werden
im Gewebeblock enthaltene Proteine entfernt, DNA durch DNase 1. Die anschlie3ende

Bindung der RNA an eine spezielle Membran, ermoglichte es, nicht erwiinschte
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Bestandteile auszuwaschen, ohne RNA zu verlieren. Auf diese Weise erhdlt man moglichst
groBe Mengen einer moglichst reinen mRNA. Diese in den Proben enthaltene mRNA
wurde, nach Bestimmung der Konzentration, auf die einheitliche Konzentration von
0,5ng/ul gebracht. Hierfiir wurde das Vollspektrum-UV-Vis-Spektralphotometer NanoDrop
2000/ 2000¢ (Thermo Scientific™, Rockford, USA) nach Anleitung des Herstellers
verwendet. AnschlieBend wurde die RNA mithilfe des Qiagen Quanti-Tect Reverse
Transcription Kit (#205311), welches das Enzym Reverse Transkriptase enthilt, revers in
Erststrang cDNA transkribiert. Durchfiihrung der cDNA Synthese anhand der im Kit
enthaltenen Anleitung. Fiir die weitere Analyse wurden die Proben nach Abschluss der
Transkription auf Grundlage der zuvor mittels NanoDrop gemessenen RNA-Konzentration
auf eine einheitliche cDNA-Konzentration von 0,5ng/ul gebracht. Die Proben waren dann

bereit zur weiteren Analyse.

Die Quantitative Real-time PCR (qPCR) zur Genexpressionsanalyse wurde mit einem
Light Cycler 480 der Firma Roche durchgefiihrt. Zuvor wurden die Primereffizienzen der
verwendeten kommerziellen Primer von Qiagen iiber eine cDNA -Verdiinnungsreihe aus
einer fritheren PCR desselben Primers ermittelt. Alle PCR-Konditionen wie Dauer,
Temperatur sowie Anzahl der Zyklen richteten sich nach dem Herstellerprotokoll von
QIAGEN (QuantiNova SYBR Green PCR Kit). So gewonnene Ergebnisse wurden mittels
der Delta-Delta-C(t) Methode von Livak und Schmittgen 2001 ausgewertet. Diese
Methode ermdglicht, die Genexpression als x-fachen Wert in Bezug auf ein Referenzgen,
in unserem Falle GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase), anzugeben. Bei
GAPDH handelt sich um ein Housekeeping-Gen, welches durch akute sportliche
Ausdauerbelastung nicht in seiner Expression beeinflusst wird, also konstitutiv exprimiert
wird (Mahoney et al. 2004). Auch durch eine akute Kraftbelastung verdndert sich die
Expression nur geringfiigig (Mahoney et al. 2004). GAPDH eignet sich somit als
Referenzgen in unseren Untersuchungen, da Training nur einen zu vernachlissigenden
Einfluss auf seine Expression hat. Von jeder PCR-Probe wurden Triplets angefertigt, um
mogliche Messfehler zu minimieren.

Verwendete Primer und ihre Effizienzen in %

GAPDH (#QT00079247) 99,3%

PGCla (#QT00095578) 100,3%

LDHA (#QT00001687) 101,3%

LDHB (#QT00071512) 101,5%

22



AACt Quantification of real-time PCR results

ACt(treatment sample) = Ct (target gene) — Ct (housekeeping gene)
ACt(control sample) = Ct (target gene) — Ct (housekeeping gene)
AACt = ACt(treatment sample) - ACt(control sample)

Fold induction (RQ): 2(-AACY)

rescaling RQ= RQZielgen/ Mittelwert RQKontrolle

Zum Spezifitdtsnachweis der gewonnenen Produkte wurden Schmelzkurvenanalysen,

sowie eine Auftrennung mittels Gelelektrophorese durchgefiihrt.

2.1.4 Western Blot

Zur Korrelation der mittels PCR gewonnen Ergebnisse iiber Verdnderungen auf Genebene,

mit den Verdnderungen auf Proteinebene, fiihrten wir einen Western Blot durch.

2.1.4.1 Herstellung SDS-Gel (Natriumdodecylsulfat-Gel)

Unsere Zielproteine LDH-A und LDH-B besitzen eine Grof3e von 35 bzw. 37 kDa
(Kilodalton). Um Proteine dieser GroB3e effizient auftrennen zu konnen, eignet sich ein
Trenngel mit 15% Acrylamid. Dies ist geeignet fiir Proteine einer GroBe von 12-45 kDa.
Bei einer angestrebten Gelstdarke von 1 mm und 10 Taschen pro Gel, konnte jede Tasche
mit maximal 30ul befiillt werden. Pro Gel wurden 5,6 ml des Trenngels benotigt. Zur
Herstellung von 2 Gelen wurden 4,8 ml destilliertes deionisiertes Wasser, 10ml 30%
Acrylamid/ Bis, 5,0 ml Gelpufter (1,5 M Tris-HCL, pH 8§,8) und 0,2ml 10% w/v SDS
(Natriumdodecylsulfat) gemischt. Die zuvor mit Wasser und Isopropanol gereinigten
Glasplatten, wurden mittels Spacer plate so im Casting frame positioniert, dass sie in
einem Abstand von 1 mm voneinander standen. Hierdurch wurde die Dicke des Gels auf 1
mm festgelegt. Aus der Geldicke und dem verwendeten Probenkamm resultierte die spétere
Ladekapazitit pro Geltasche. Bei einer Geldicke von Imm und einem Probenkamm mit 10
Taschen betrug das Ladevolumen pro Tasche maximal 30ul. Um auch den Zwischenraum
an der unteren Kante der beiden Glasplatten abzudichten und so ein Auslaufen zu
verhindern, erfolgte die Positionierung in einem Casting stand. Die verwendete Apparatur
ermdglichte das simultane Gieflen von 2 Gelen. Wenn alle Vorbereitungen abgeschlossen
waren, wurden dem Gemisch 0,1 ml APS (Ammoniumpersulfat) und 0,01ml TEMED
(Tetramethylethylendiamin) hinzugefiigt. Diese 2 Chemikalien flihrten zur Polymerisation

der Gelbestandteile. Durch kurzes Schwenken des Becherglases wurde sichergestellt, dass
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sich die Bestandteile gleichmifBig vermischten. Pro Gel wurden nun 5,6 ml zwischen die
beiden Glasplatten pipettiert. Um eine ebene, blasenfreie Kante zu erhalten wurde
wassergesattigtes Isopropanol auf die Oberkante pipettiert. Dies bewirkte zusétzlich eine
Abdichtung und verhinderte, dass Sauerstoff in das Gel eindringen konnte. Nach einer
Ruhezeit von 45 Minuten, in der sich die Polymere ausgebildet hatten, wurde der Alkohol
abgeschiittet. Es musste dabei unbedingt verhindert werden, dass sich das Isopropanol
langer als eine Stunde auf dem Trenngel befand. Hierdurch hitte es zu einer Dehydratation
der obersten Gelschichten kommen konne. Bevor das Sammelgel auf das Trenngel
gegossen wurde, erfolgte eine Spiilung der Oberkante des Trenngels mit destilliertem
Wasser. Eventuell verbleibende Wassertropfen wurden vorsichtig mit Whatman paper
entfernt, ohne dabei das Gel zu beriihren. Fiir das Sammelgel wurden 6,1ml destilliertes
deioniensiertes Wasser, 1,3ml 30% Acrylamid/ Bis, 2,5ml Gelpufter (0,5 M Tris-HCL, pH
6,8) und 0,1ml 10% w/v SDS gemischt. Kurz vor dem GieBlen des Gels wurden 0,05 ml
APS und 0,01ml TEMED hinzugefiigt. Das somit entstandene 4%ige Sammelgel wurde
auf das Trenngel gegossen. Ein Probenkamm mit zehn Kammern wurde eingesetzt. Nach
einer Ruhephase von 30-45 Minuten, in der die Polymerisation erfolgte, wurde der
Probenkamm vorsichtig entfernt und die Kante griindlich mit destilliertem Wasser gespiilt.

Das Gel war nun zur Beladung bereit.

Tabelle 2: Zusammensetzung Trenngel und Sammelgel

Trenngel 15% Acrylamid destilliertes deionisiertes Wasser 4,8ml
30% Acrylamid/ Bis 10,0ml
Gelpuffer (1,5 M Tris-HCL, pH 8,8) 5,0ml
10% w/v SDS (Natriumdodecylsulfat) 0,2ml
APS (Ammoniumpersulfat) 0,1ml
TEMED (Tetramethylethylendiamin) 0,01ml

Sammelgel 4% Acrylamid destilliertes deionisiertes Wasser 6,1ml
30% Acrylamid/ Bis 1,3ml
Gelpuffer (0,5 M Tris-HCL, pH 6,8) 2,5ml
10% w/v SDS (Natriumdodecylsulfat) 0,1ml
APS (Ammoniumpersulfat) 0,05ml
TEMED (Tetramethylethylendiamin) 0,01ml

2.1.4.2 Protein Quantifikation

Als Vorbereitung auf die spitere Analyse der relativen Verdnderungen im jeweiligen
Protein, war es notwendig die Proteinkonzentration jeder Probe zu kennen, um die Taschen
des Gels mit der korrekten Menge Protein befiillen zu kénnen. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentrationen in unseren Proben wurden die gefrorenen Muskelproben zunéchst

wie unter Punkt 2.1.3 beschrieben mit dem TissueRuptor von Qiagen zerkleinert und

24



homogenisiert. Dies erfolgte gemal3 den Herstellerangaben unter Verwendung von RIPA-
Puffer und Protease Inhibitor. Nach einer 20-miniitigen Inkubation auf Eis erfolgte die
Zentrifugation der Tubes bei 4°C. Der Uberstand, welcher die Proteine enthielt, wurde
abgenommen. Das sich darunter befindende Pellet aus den iibrigen Zellbestandteilen wurde
verworfen.

Zur Bestimmung der jeweiligen Proteinkonzentration der einzelnen Proben wurde das
Pierce BCA Protein Assay Kit — Reducing Agent Compatible (Thermo Scientific,
Rockford, USA) Nummer 23250 verwendet. Es basiert auf der durch Proteine in
alkalischer Losung verursachten Reduktion von Cu®** zu Cu’. Diese wiederum bilden mit
BCA (Bicinchoninsdure, bibinchoninic acid) einen violetten Komplex, der bei 562nm
photometrisch detektiert werden kann. Die Verwendung dieses speziellen Kits bot den
Vorteil, dass es zu keiner Beeintriachtigung der Messung durch Reagenzien kam, die zur
Reduktion von Disulfidbriicken fithren. Zuerst wurde einer Standardkurve einer
Verdiinnungsreihe (2.000-125 pg/ml) unter der Verwendung von BSA (Rinderalbumin,
bovine serum albumin) erstellt. Um eine moglichst hohe Vergleichbarkeit zu erreichen,
wurde hierbei der gleiche Sample-Puffer wie bei unseren Proben verwendet. Zu jeweils 25
ul Probe (BSA Verdiinnungsreihe bzw. zu bestimmende Proteinprobe 1:10 mit Sample-
Pufter plus Proteaseinhibitor) wurden 25ul Compatibility Reagent Stock hinzugefiigt.
Nach kurzem vortexen wurden die Tubes 15 Minuten im 37°C warmen Wasserbad
inkubiert. Nach Hinzugeben von jeweils 1ml BCA Working Reagent (50:1 BCA Reagent
A:B) erneute Inkubation bei 37°C im Wasserbad fiir 30 Minuten. Nach Abkiihlen der
Proben auf Raumtemperatur wurden diese innerhalb von 10 Minuten im
Spektrophotometer bei 562nm gemessen. Hierdurch wurde die durch das enthaltene
Protein reduzierten Kupferionen, die anschlieBend mit BCA einen violetten Komplex
bildeten, quantifiziert und somit ein Riickschluss auf die enthaltene Proteinmenge moglich.
Anhand der so erhaltenen Werte fiir die BSA-Verdiinnungsreihe wurde eine Standardkurve
erstellt. Diese ermdoglichte den bei unseren Proben gemessene Werten die entsprechende
Proteinkonzentration zuzuordnen. Genaue Vorgehensweise siche Beschreibung des

Herstellers.

2.1.4.3 Gelelekrophorese

Als ersten Schritt erfolgte die Auftrennung der Proteine durch das bewihrte Prinzip der

Gelelektrophorese in einem Polyacrylamidgel mit SDS. Durch Hinzugabe des anionischen
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SDS wird die natiirliche Ladung der Proteine iiberlagert. Sie wandern damit entsprechend

ithrer GroBe und konnen so zuverléssig geordnet werden (Weber und Osborn 1969).

Fiir den 10x Laufpufter wurden 30,3g Tris base, 144,0g Glycerin und 10,0g SDS in
deionisiertem Wasser geldst und auf ein Volumen von 1000ml verdiinnt. Diese
Stocksolution konnte vorbereitet und bei 4°C gelagert werden. 80ml dieses 10x
Laufpuffers wurden mit 720ml Wasser verdiinnt, sodass ein Verhéltnis von 1:10 erreicht
wurde. Die Elektrophoreseapparatur (Mini PROTEAN® Tetra Cell, BIO-RAD, Hercules,
California, USA) wurde aufgebaut, zwei der zuvor hergestellten Gele mittels clamping
frame befestigt und der Behilter mit dem zuvor im Verhéltnis 1:10 verdiinnten Laufpuffer
befiillt. Um jede Geltasche mit einer einheitlichen Proteinmenge von 5Sug, der jeweiligen
Probe, bestiicken zu kdnnen, wurden die Proteinlysate verdiinnt. Hierzu wurde die Spug
Protein enthaltende Menge des Proteinlysates mit Lysisbuffer (RIPA) auf 25ul aufgefiillt.
Vor dem Befiillen der Geltaschen mit den zu analysierenden Proteinen wurden den
Proteinproben Ladepuftfer zugefiigt. Der hierzu bereits vorbereitete 6x SDS Ladepuffer
bestand aus 375mM Tris-HCl, Glycerol 50% (w/v), SDS 9% (w/v) und Bromphenolblau
0,03% (w/v), erginzt mit ddH>O auf ein Gesamtvolumen von 50ml. Nachdem der 6x SDS
Ladepuffer fiir circa 90 Minuten (bis sich das SDS gelst hatte) auf der Heizplatte gertihrt
wurde, konnte er bis zur Verwendung bei -20°C gelagert werden. Vor Benutzung wurden
diesem 6x SDS Ladepuffer 50ul B-Mercaptoethanol je 950 pl zugesetzt. Zu jeder
Proteinprobe wurden 5ul des 6x SDS Ladepuffers hinzugegeben. AnschlieBend wurde sie
fiir 5 Minuten auf 95°C erhitzt, um die Proteine zu denaturieren. Die Geltaschen konnten
nun mit den einheitlich konzentrierten Proteinproben (27ul pro Tasche) oder den
Leitermarkern (5,5ul pro Tasche) bestiickt werden. Je Gel wurden die Taschen 1 und 10
mit Leitermarkern bestiickt. Die Taschen 2 bis 9 enthielten die sieben Proteinlysate eines
Probanden von unterschiedlichen Entnahmezeitpunkten. Tasche 6 enthielt keine Probe und
wurde mit Puffer bestiickt. Je Proband wurden zwei Gels mit identischer
Probenbestiickung gefahren, um anschlieBend im Western Blot die Inkubation mit jeweils
einem Antikdrper gegen LDH-A und LDH-B zu ermdéglichen. Aufgrund der dhnlichen
Molekiilgroen der LDH-A und LDH-B Proteine wire dies nicht auf einem Gel mdglich
gewesen. AnschlieBend konnte die Spannung angelegt und die Elektrophorese begonnen
werden. Bis die Proben das Laufgel erreicht hatten (ca. 30 min), verwendeten wir eine
Spannung von 80 Volt. Anschliefend erhohten wir sie auf 150 Volt bis die fithrende blaue
Proteinfront das Gel fast verlieB. Zu diesem Zeitpunkt wurde die Elektrophorese, nach

einer gesamten Laufzeit von ungefdhr 4 Stunden, beendet.
26



2.1.4.4 Transfer

Nach erfolgter Elektrophorese wurden die nach Molekulargewicht aufgetrennten Proteine
von dem SDS-Gel auf eine PVDF (Polyvinylidendiflourid) Membran iibertragen. Der
Transfer erfolgte mittels Elektrotransfer in einem Tank-Blot-System. Die PVDF-Membran
wurde vor dem Transfer fiir 3 Minuten in 100%igem Methanol inkubiert. AnschlieBend
wurde sie 2-3 Minuten in Transferpuffer gelegt. Der Transferpuffer bestand aus 25mM Tris
base, 192 mM Glycerin und 20% Methanol. Auf das zusitzliche Hinzufligen von SDS
wurde aufgrund der geringen Proteingrof3e verzichtet. Nach blasenfreier Platzierung der
Membran und des Gels zwischen 2 Filterpapieren und Foam Pads zu beiden Seiten, wurde
der so erhaltene Sandwich, in der hierfiir vorgesehen Kassette, im Transfertank platziert.
Dieser wurde zuvor etwa zur Hilfe mit Transferpuffer gefiillt. Nach Uberpriifung der
korrekten Positionierung und Orientierung (PVDF-Membran Richtung Anode) und
Einbringen einer Cooling Unit, wurde Transferpuffer bis zur Fiilllinie ergéinzt und der
Deckel des Systems aufgesetzt. Nun wurde der Transfer durch Anlegen der Spannung
begonnen (140V fiir 90 min). Die negativ geladenen Proteine wanderten Richtung Anode
und wurden so auf die PVDF-Membran iibertragen. Um eine Uberhitzung zu verhindern,

wurde das System zusitzlich von auflen durch Kiihlakkus gekiihlt.

2.1.4.5 Kontrolle des korrekten Proteintransfers mittels Ponceau S

Um den korrekten Proteintransfer vom Elektrophoresegel auf die PVDF-Membran zu
kontrollieren, wurden die Proteinbanden auf der PVDF-Membran mittels Ponceau S
angefdrbt. Ponceau S ermdglicht die reversible Anfarbung der Banden ohne
Beeintrachtigung des weiteren Verfahrens. Die hierfiir verwendete Ponceauldsung bestand
aus 0,1% Ponceau S (w/v) in 5%iger Essigsdure. Die PVDF-Membranen wurden fiir 5
Minuten in der Losung auf dem Schiittelbrett inkubiert. AnschlieBend wurden sie mehrfach
in destilliertem deionisiertem Wasser gespiilt, bis der Hintergrund entfarbt war. Das
Bandenmuster wurde fotodokumentiert (siche Abbildung 6).

Zur weiteren Verarbeitung wurden die PVDF-Membranen dreimal fiir je circa 10 Minuten
in TTBS (20 mMol Tris-HCI, 500 mMol NaCl, 0,1% Tween 20 (pH 7,5)) gewaschen, bis

die Proteinbanden erneut entfarbt waren.
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Abbildung 6: Exemplarische Darstellung der mittels Ponceau S angefirbten Proteinbanden auf der PVDF (Polyvi-
nylidendiflourid)-Membran

2.1.4.6 Blockierung freie Stellen der PVDF-Membran

Im néchsten Schritt wurden durch eine spezielle Losung freie Stellen der PVDF-Membran
blockiert. Hierfiir wurde eine 5%ige Losung aus fettfreiem Milchpulver und TBS (tris-
buffered saline) hergestellt. Die in der Losung enthaltenen Proteine blockierten die freien
Stellen der Membran und verhinderten somit eine unspezifische Bindung der Antikorper an
die Membranoberflidche. Aufgrund der hohen Spezifitit der von uns verwendeten
Antikorper wurden die im Milchpulver enthaltenen Proteine nicht gebunden und fiihrten
somit zur keiner Ergebnisverfilschung. Die Inkubation erfolgte fiir eine Stunde bei

Raumtemperatur.

2.1.4.7 Proteinnachweis durch spezifische Antikdrper

Aufgrund der dhnlichen Molekiilgroe der Proteine LDH-A und LDH-B sind zur sicheren
Differenzierung und Abgrenzung hochselektive Antikdrper notwendig. Diese diirfen iiber
keine Kreuzreaktionen verfiigen. Die hierzu bestellten Antikorper der Firma abcam®

(Milton, England), zeigten im Vorversuch eine Kreuzreaktion. Der Antikdrper gegen
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LDH-B (ab85319) war selektiv fiir LDH-B und fiihrte zu keiner Reaktion mit LDH-A. Der
Antikorper gegen LDH-A (ab47010) hingegen ging sowohl mit LDH-A wie auch LDH-B
eine Bindung ein und war somit nicht selektiv (siche Abbildung 7). Da eine sichere und
selektive Bindung fiir den Versuchsaufbau unverzichtbar war, konnte mit den vorliegenden
Antikorpern nicht weitergearbeitet werden. Es mussten neue LDH-A-Antikdrper bestellt
werden. Hierfiir wurden die LDH-A-Antikdrper (sc27230) der Firma Santa Cruz
Biotechnology Inc (Dallas, USA) gewihlt. Diese sollten laut Hersteller keine Bindung mit
LDH-B eingehen. Dies bestitigte sich in den durchgefiihrten Vorversuchen.

R
o~

.

. e
1 2 de=25 6

Abbildung 7: Western Blot zur Testung der Spezifitiit der erhaltenen Antikoérper (AK) fiir LDH-A (abcam®,
ab47010) und LDH-B (abcam®, ab85319); Kreuzreaktion des als spezifisch fiir LDH-A beschriebenen AK mit
LDH-B

1-3 aufgetragenes Protein LDH-A

4-6 aufgetragenes Protein LDH-B

plus

1 Primédrantikérper LDH-A plus anti rabbit Sekunddrantikorper
2 ausschlieBlich anti rabbit Sekundéarantikorper
3 Primédrantikérper LDH-B plus anti mouse Sekundérantikrper
4 Priméranikdrper LDH-B plus anti mouse Sekundédrantikérper
5 Primédrantikdrper LDH-B

6 Primédrantikorper LDH-A plus anti rabbit Sekundérantikdrper

Zur Verdiinnung der Antikdrper wurde Antikorperpuffer (2% nonfat milk-TTBS)
verwendet.

Vor Beginn der Inkubation wurden die PVDF-Membranen auf Hohe der 37kDa Marker
horizontal geteilt. Somit war es moglich das gewdhlte Referenzprotein 3-Actin und LDH-A
bzw. LDH-B mit unterschiedlichen Antikdrpern zu inkubieren. Die beiden proximalen
Abschnitte mit Proteinen einer Molekiilgrée > 37kDa, inklusive B-Actin, wurden iiber

Nacht mit dem priméren Antikorper: Anti-Actin monoklonale Maus-Antikorper
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CPO1-1EA (Calbiochem, Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) inkubiert. Verwendet
wurde eine Verdiinnung von 1:10 000 in Antikorperpuffer. Die distalen Abschnitte, welche
die Proteine LDH-A und LDH-B enthielten, wurden entweder in LDH-A Antikdrper (N-
14), polyklonales IgG aus der Ziege (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Dallas, USA
(sc27230)) oder Anti-Lactate Dehydrogenase B antibody [60H11] mouse monoclonal
(abcam®, Milton, England (ab85319)) inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 4°C iiber
Nacht.

Am nichsten Morgen wurden die Membranabschnitte jeweils separat dreimal fiir je 12
Minuten in TTBS gewaschen um {iiberschiissige, nicht gebundene Antikdrper, zu entfernen.
Es folgte die Inkubation mit den sekundéren Antikorpern fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur. Hierfiir wurde der Goat Anti-Mouse IgM (Calbiochem, Merck Millipore,
Darmstadt, Deutschland (401225)) in einer Verdiinnung von 1:10 000 mit Antikdrperpuffer
fiir die zuvor in Anti-Aktin-Antikdrper inkubierten Membranabschnitt verwendet. Zur
Bindung an den Anti-LDH-A-Antikdrper wurde die entsprechende Membran in donkey
anti-goat IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Dallas, USA (sc2020)), bzw. goat anti-
mouse IgG F(ab')2, polyclonal antibody (HRP conjugate) (Enzo Life Sciences,
Farmingdale, USA (ADI-SAB-100-))) fiir den Anti-LDH-B-Antikorper, jeweils in einer
Verdiinnung von 1: 5 000 mit Antikérperpuffer, inkubiert. Die sekundiren Antikorper
trugen jeweils das Enzym Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase (HRP)),
welches im ndchsten Schritt als Katalysator fungierte.

Es folgte ein erneuter Waschzyklus.

2.1.4.8 Detektion der Proteinexpression mittels Chemilumineszenz

Die Proteinexpression in den verschiedenen Proben eines Probanden wurde mittels
Chemilumineszenz detektiert und konnte so im weiteren Verlauf verglichen und
ausgewertet werden. Hierfiir nutzten wir die chemischen Eigenschaften der an die
sekundéren Antikorper gebundenen HRP. Mit Hilfe dieses Enzyms wird die Reaktion
zwischen Luminol und Wasserstoffperoxid katalysiert und es entsteht Chemilumineszenz.
Genaue Vorgehensweise: Die Membranabschnitte wurden so in der Filmkassette platziert,
dass die Schnittstellen aneinandergrenzten und wieder eine komplette Membran in ihrer
urspriinglichen Konfiguration entstand. Die beiden Membranen wurde nun fiir eine Minute
in 2ml ECL (enhanced chemiluminescence) Western Blotting Detection Reagents Fa.
Amersham GE Healthcare (Nr. RPN2106) (Verhéltnis Detektion reagent 1 zu 2: 1:1)

inkubiert. Uberschiissiges ECL wurde anschlieBend entfernt.
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Die folgenden Schritte fanden in einer Dunkelkammer statt. Ein Rontgenfilm wurde auf
die Membran gelegt und bei geschlossener Kassette exponiert. Anschlieend wurde der
Film bis zum Erkennen eines Signals in Developer entwickelt. Anschlieend fiir 30
Sekunden in Fixierlosung fixiert und zum Abschluss in Wasser gewaschen, um die
Fixierlosung abzuwaschen. Die fertig entwickelten Filme wurden zum Trocknen
aufgehingt.

Jede Membran wurde mit verschiedenen Expositionszeiten entwickelt (2sec, 10sec, 30sec,
60sec, 90sec, 120sec).

Die trockenen Filme wurden zum Abschluss auf die jeweilige Membran gelegt, um die

Banden der Markerproteine zu markieren.

Abbildung 8: Eingescanntes Beispiel eines Rontgenfilmes mit Darstellung der Proteinbanden fiir 3-Actin, LDHA
(Laktatdehydrogenase A) und LDHB (Laktatdehydrogenase B) nach Abschluss des Western Blot mit den aus
verschiedenen Muskelbiopsien eines Probanden gewonnen Proteinlysaten zu den unterschiedlichen

Entnahmezeitpunkten
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2.1.49 Auswertung

Die Auswertung der Rontgenfilme erfolgte unter Zuhilfenahme des Programmes Image J.
Hierfiir wurden die Filme eingescannt und durch das Programm eine Kurve erstellt.
Aufgrund der Korrelation zu der Flache unter der Kurve mit der Bandenintensitit, konnten

somit Riickschliisse auf die Menge des detektierten Proteins gezogen werden.
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Abbildung 9: eingescanntes Bandenmuster der Proteinexpression von LDH-B (Laktatdehydorgenase B) und
B-Actin auf Rontgenfilm, und des daraus durch Image J fiir die LDH-B Banden erstellte Kurve

2.1.5 Statistische Auswertung

Die statistische Aufarbeitung und Auswertung der aus den Muskelbiopsien mittels Analyse
gewonnen Datensitze erfolgte mit der Software MedCalc (Mariakerke, Belgien). Da es
sich um verbundene Stichproben ohne Normalverteilung mit groB8er interindividueller
Variabilitdt handelt, wurde hierfiir der Wilcoxon-Test verwendet. Der in dhnlichen Arbeiten
meist verwendete t-Test wurde, aufgrund der Eigenschaften der Daten, als nicht adidquat
angesehen. Aus diesem Grund werden der Median und der Interquartilsabstand als
statistische Kenngréfen anstelle des Mittelwertes und der Standardabweichung angegeben.
Mittels Wilcoxon-Test wurden Unterschiede bestimmt und bei p < 0,05 als signifikant

gewertet. Dies wurde in den jeweiligen Schaubildern entsprechend gekennzeichnet.
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2.2 Material

2.2.1 Leistungsdiagnostik und Trainingsstudie

Bezeichnung
Biosen S-Line

Excalibur Sport
Ergostik, Blue Cherry V1.2.1.27

ECGpro:4.21
Polar FT1

Plus Speed

1%-iges Mepivacain

Verwendung Hersteller

Laktatmessgerét EKF-diagnistic GmbH, Barleben, Deutsch-
land

Ergometer Lode B.V. Groningen, Niederlande

Sprioergometriegerit Geratherm, Geschwenda, Deutschland

6 Kanal EKG AMEDTEC, Aue, Deutschland

Pulsuhr Polar Electro GmbH, Biittelborn, Deutsch-
land

Biopsienadel Peter Pflugbeil GmbH, Zorne-

ding, Deutschland)

Lokalanésthetikum

Desinfektionsmittel

Fliissiger Stickstoff

2.2.2 Probenbearbeitung und Analyse im Labor

Polymerasekettenreaktion (PCR)

TissueRuptur

RNeasy Mini Kit

Qiagen Quanti-Tect Reverse
Transcription Kit (#205311)

Vollspektrum-UV-Vis-Spektralp-

hotometer NanoDrop 2000/
2000c

Qiagen, Venlo, Niederland
Qiagen, Venlo, Niederland
Qiagen, Venlo, Niederland

Thermo Scientific™, Rockford,
USA

Gelelektrophorese und Western Blot

Trenngel 15% Acrylamid

Isopropanol

Sammelgel 4% Acrylamid

Bezeichnung
Mini-Protean Tetra Cell

Tetra Blotting Module
Developer and Replenisher

Fixer and Replenisher

destilliertes deionisiertes Wasser

30% Acrylamid/ Bis

Gelpuffer (1,5 M Tris-HCL, pH 8,8)
10% w/v SDS (Natriumdodecylsulfat)
APS (Ammoniumpersulfat)

TEMED (Tetramethylethylendiamin)

destilliertes deionisiertes Wasser

30% Acrylamid/ Bis

Gelpuffer (0,5 M Tris-HCL, pH 6,8)
10% w/v SDS (Natriumdodecylsulfat)
APS (Ammoniumpersulfat)

TEMED (Tetramethylethylendiamin)

Verwendung Hersteller
Elektrophorese Apparatur BioRad, Hercules, CA, USA
Blotkammer BioRad, Hercules, CA, USA

Carestream Health, New York,
USA (5023866)
Carestream Health, New York,
USA (5023866)
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Laborinstrumentarien Verwendung Hersteller

Hera Safe Sterilbank Heracus, Hanau, Deutschland

VTX-3000 L Mixer Uzusio Vortexer LMS, Brigachtal, Deutschland

5810R Zentrifuge Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land

Metall-Block-Thermostat 100-2 Heizblock Kleinfeld Labortechnik, Gehrden,
Deutschland

NanoDrop 2000/ 2000¢ Vollspektrum-UV-Vis-Spektralp-  Thermo Scientific™, Rockford,

hotometer USA

Light Cycler 480 Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland

Unimax 2010 Plattformschiittler Heidolph Instruments GmbH &
Co. KG, Schwabach, Deutsch-
land

Laborchemikalien Hersteller

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA (A3678)

Ethanol VWR, Radnor, Pennsylvania, USA

Glycerol Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA (15523)

Glycerin Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA (33226)

2-(3)Mercatoethanol

Methanol 99,8%

Milchpulver

Natriumchlorid

Ponceau S

SDS (Natriumdodecylsulfat) ultrapure
TEMED (Tetramethylethylendiamin)

Priméire Antikorper

Anti-Actin (Ab-1) mouse monoclonal An-

tibody

(recognizes the ~ 42 kDa a-, B-, and y
isoforms of actin)

Anti-Lactate Dehydrogenase A antibody,
rabbit polyclonal

Cave: cross-reacts with LDHA, B and C
Anti-Lactate Dehydrogenase B antibody
[60H11] mouse monoclonal

LDH-A Antikorper (N-14), polyklonales
IgG aus der Ziege, Konzentration 200
pg/ml

Sekundiire Antikérper
Goat Anti-Mouse IgM, H&L Chain Spe-
cific Peroxidase Conjugate

donkey anti-goat IgG-HRP

Goat anti-mouse IgG F(ab'),, polyclonal
antibody (HRP conjugate)

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA (M3148-25ml)
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA (322415)
Roth, Karlsruhe, Deutschland (T 145.2)

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA (31434)
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA (78376)
AppliChem, Darmstadt, Deutschland (A1112)

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA GE17-1312-01

Konzentration Hersteller

1:10 000 Calbiochem, Merck Millipore, Darm-
stadt, Deutschland
(CPO1-1EA)

1:10 000 abcam®, Milton, England (ab47010)

1:5 000 abcam®, Milton, England (ab85319)

1:10 000 Santa Cruz Biotechnology, Inc, Dallas,
USA (sc27230)

1:10 000 Calbiochem, Merck Millipore, Darm-
stadt, Deutschland
(401225)

1:5 000 Santa Cruz Biotechnology, Inc, Dallas,
USA (5¢2020)

1:5 000 Enzo Life Sciences, Farmingdale, USA

(ADI-SAB-100-J)
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3 Ergebnisse

3.1 Leistungsdiagnostik
3.1.1 Ausdauerdiagnostik

In der Cross-over-Studie verglichen wir die bei den Akutbelastungen/ Spiroergometrien
erreichten Leistungen an der individuellen anaeroben Schwelle (IAS) und die maximale
Sauerstoffaufnahme jeweils vor und nach der Absolvierung eines 8-wdochigen Ausdauer-
bzw. Krafttrainingsblockes. Nach dem Ausdauerblock wurde eine signifikante Steigerung
der Leistung an der IAS um im Durchschnitt 20,6 Watt erreicht (p= 0,006). Die maximale
Sauerstoffaufnahme stieg ebenfalls signifikant um durchschnittlich 0,46 I/min (p= 0,0023).
Diese Steigerungen wurden nach dem Krafttrainingsblock nicht erreicht: IAS + 3,2 Watt
(p=0,71), VO2max +0,11 1/min (p= 0,44). Erginzend ist zu sagen, dass es in Bezug auf die
durch IAS und VOomax wiedergespiegelten Anpassungsreaktionen auf das Training grof3e

Unterschiede gibt. Es ist daher von grofen interindividuellen Unterschieden auszugehen.

3.2 Quantitative real-time Polymerasekettenreaktion (qPCR)

3.2.1 Expressionsunterschiede PGC-1a

Auf Grundlage der Annahme, dass PGC-1a eine Schliisselrolle in den durch Training
ausgeldsten Anpassungen einnimmt, bestimmten wir in den zu verschiedenen Zeitpunkten
(vor Beginn des Trainings (Ow), nach 3 Wochen Training (3w) und nach 8 Wochen
Training/ Ende des Trainingsprogrammes (8w)) entnommenen Muskelbiopsien die
Genexpression von PGC-1a mittels quantitativer real-time PCR (qPCR). Um die
Reaktionen einer akuten Belastung von denen durch wiederholt einwirkende Trainingsreize
differenzieren zu kénnen, wurden auf8erdem Muskelproben nach akuter Belastung im
Kraftraum plus anschlieBender Belastung auf dem Fahrradergometer gewonnen. Als
Referenzgen diente GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase). Je Probe

wurden Triplets angefertigt.
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3.2.1.1 Expressionssteigerung von PGC-1a durch Akutbelastung

n=42 n=42
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Abbildung 10: gPCR-Genexpressionsanalyse von PGC-1a relativ zu GAPDH in Ruhe bzw. nach Akutbelastung
PGC-1a Expression in Ruhe bzw. nach Akutbelastung (erst Kraft- dann Ausdauerbelastung); Datenpunkte stellen
Mittelwerte der je Probe angefertigten qPCR Triplets dar;

n=42 Probanden/ Proben je Zeitpunkt, Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

PGC-1a = Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha;

GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm, 2014)

Beim Vergleichen der Genexpression von PGC-1a in Ruhe und nach erfolgter
Akutbelastung zeigte sich eine hochsignifikante (p< 0,0001) Steigerung der Expression
durch die im Kraftraum und auf dem Fahrradergometer absolvierte Akutbelastung
(Abbildung 10). Der Median stieg von 0,90 auf 2,27 (Wilcoxon-Test: z= 1,43, p < 0,0001,
n =42). Zur weiteren Analyse erfolgte eine differenzierte Aufteilung entsprechend des
Trainingsblockes und der Reihenfolge der absolvierten Trainingseinheiten nach der

Akutbelastung (dargestellt in den Abbildung 11 und Abbildung 12).
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Abbildung 11: gPCR-Genexpressionsanalyse von PGC-1a relativ zu GAPDH in Ruhe bzw. nach Akutbelastung
getrennt nach Trainingsblock

PGC-1a Expression in Ruhe bzw. nach Akutbelastung (erst Kraft- dann Ausdauerbelastung) vor Trainingsbeginn des
1. bzw. 2. Trainingsblockes; Datenpunkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten gPCR Triplets dar;

n = 21 Probanden/ Proben je Zeitpunkt, Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

PGC-1a = Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha;

GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm, 2014)

In Abbildung 11 zeigte sich ein signifikanter Anstieg (p= 0,0004) der Expression von
PGC-1a im Muskelgewebe nach einer akuten Belastung im Kraftraum gefolgt von einer
akuten Ausdauerbelastung auf dem Fahrradergometer (Median 5,61) verglichen mit der
Ausgangsexpression im ruhenden Muskelgewebe vor Beginn des 1. Trainingsblockes
(Median 0,83; Wilcoxon-Test: z= 5,18, p = 0,0004, n = 21). In der vom Aufbau
identischen Akutbelastung, zu Beginn des 2. Trainingsblockes nach 12-wdchiger
Ruhepause, war dieser Anstieg nach akuter Belastung weiterhin statistisch signifikant

(p =0,019). Der Median stieg von 0,92 auf 1,66 (Wilcoxon-Test: z= 0,38, p = 0,0190,
n=21).

AuBerdem gab es einen signifikanten Unterschied zwischen der 1. und 2 Akutbelastung.
AnschlieBend an die 2. Akutbelastung ist die Expression von PGC-1a signifikant geringer
(Wilcoxon-Test: z=-3,15, p=0,0228, n = 21).
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Zwischen den Expressionswerten in Ruhe vor Beginn des 1. Trainingsblock (Ow 1. Block)
und vor Beginn des 2. Trainingsblockes (Ow 2. Block) bestand kein signifikanter
Unterschied.

Auch wenn zum Zeitpunkt der Akutbelastungen, welche vor dem jeweiligen
Trainingsblock absolviert wurden, noch kein Trainingseinfluss zu erwarten ist, erfolgte zur
Vervollstindigung die separate Auswertung der Akutbelastungsdaten entsprechend des
Trainingsblocks (Abbildung 12).

PGC-1a erhohte sich bei den 15 Probanden, welche zuerst den Ausdauertrainingsblock und
anschliefend den Krafttrainingsblock durchliefen, durch die Akutbelastung

(Median = 7,50) signifikant verglichen mit dem Ausgangswert (Median = 0,76;
Wilcoxon-Test: z = 6,86, p=0,0001, n = 15). Ein Anstieg des Wertes war bei 14
Probanden vorhanden, bei einem Probanden fiel der Wert gering. Nach Absolvierung des
Ausdauerblockes und einer 12-wochigen Ruhephase war der Expressionsanstieg nach
Akutbelastung (Median = 1,52) weiterhin signifikant zur Ruheexpression (Median = 0,77,
Wilcoxon-Test: z = 0,38, p = 0,0302, n = 15). Nach der identischen Belastung konnte nur
noch bei 10 Probanden ein Expressionsanstieg gemessen werden. Bei 5 Probanden wurde
eine geringere Expression verglichen mit dem Ruhewert gefunden. Die Ruhewerte
unterschieden sich nicht signifikant. Der Expressionswert nach der 2. Akutbelastung war
wiederum signifikant geringer wie nach der 1. Akutbelastung (Wilcoxon-Test: z = -6,24,
p=20,0012,n=15).

In der Gruppe der 6 Probanden, welche zuerst den Krafttrainingsblock und anschlieBend
den Ausdauerblock absolvierten waren keine signifikanten Expressionsunterschiede durch

die absolvierte Akutbelastung vorhanden (Abbildung 12).
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Abbildung 12: gPCR-Genexpressionsanalyse von PGC-1a relativ zu GAPDH in Ruhe bzw. nach Akutbelastung
getrennt nach Trainingsblock und Trainingsreihenfolge

PGC-1a Expression in Ruhe bzw. nach Akutbelastung (erst Kraft- dann Ausdauerbelastung) vor Trainingsbeginn des
Ausdauer- bzw. Krafttrainingsprogrammes; Vergleich zwischen dem Beginn mit Ausdauertrainingsblock vs. Beginn mit
Krafttrainingsblock; Datenpunkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten gPCR Triplets dar;

n = 15 bzw. 6 Probanden/ Proben je Zeitpunkt, Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

PGC-1a = Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha;

GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm, 2014)
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3.2.1.2 Steigerung der Ruheexpression von PGC-1a durch Ausdauertraining, nicht durch

Krafttraining
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Abbildung 13: gPCR-Genexpressionsanalyse von PGC-1a relativ zu GAPDH; Daten aller Teilnehmer (n=21)
sortiert entsprechend des absolvierten Trainingsblockes

Bestimmung aus Muskelbiopsien ohne vorherige Belastung zu den Zeitpunkten: vor Trainingsbeginn Ausdauerblock
(Ow Ausdauer), nach 3 Wochen Ausdauertraining (3w Ausdauer), nach 8 Wochen Ausdauertraining/ Ende des Trainings-
blockes (8w Ausdauer) und endsprechenden Zeitpunkten des Krafttrainingsblockes (Ow Kraft, 3w Kraft, 8w Kraft);
Datenpunkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten gPCR Triplets dar;

n = 21 Probanden/ Proben je Zeitpunkt, Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

PGC-1a = Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha;

GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm, 2014)

Die in Abbildung 13 dargestellten Expressionswerte fiir PGC-1a waren ausschlieBlich
nach Ende des Ausdauertrainingsblockes (Median = 1,11) signifikant hher wie vor Beginn
des Trainingsblockes (Median = 0,89; Wilcoxon-Test: z= 0,11, p=0,0173, n = 21).

Zwischen den tibrigen Messungen bestanden keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 14: qPCR-Genexpressionsanalyse von PGC-1a relativ zu GAPDH; Daten aller Teilnehmer (n = 21)
sortiert entsprechend des absolvierten Trainingsblockes und der Trainingsreihenfolge

Bestimmung aus Muskelbiopsien ohne vorherige Belastung zu den Zeitpunkten: vor Trainingsbeginn Ausdauerblock
(Ow Ausdauer), nach 3 Wochen Ausdauertraining (3w Ausdauer), nach 8 Wochen Ausdauertraining/ Ende des Trainings-
blockes (8w Ausdauer) und endsprechenden Zeitpunkten des Krafttrainingsblockes (Ow Kraft, 3w Kraft, 8w Kraft).
Vergleich zwischen dem Beginn mit Ausdauertrainingsblock vs. Beginn mit Krafttrainingsblock;

Datenpunkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten gPCR Triplets dar;

n = 15 bzw. 6 Probanden/ Proben je Zeitpunkt; Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

PGC-1a = Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha;

GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm, 2014)

Die in Abbildung 14 dargestellte PGC-1a Expression, getrennt nach der Reihenfolge des
absolvierten Trainingsprogrammes, zeigt einen signifikanten Anstieg der Expression zur
Ruheexpression (Median = 0,76), nach 3 (Median = 1,24; Wilcoxon-Test: z = 0,42,

p =0,0026, n =15) und 8 Wochen Ausdauertraining (Median = 1,07,

Wilcoxon-Test: z = 0,43, p = 0,0009, n = 15), in der Gruppe mit Beginn mit dem
Ausdauertrainingsblock. Keine signifikanten Verdnderungen in der Gruppe der 6

Probanden mit Beginn Krafttraining.
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3.2.2 Expressionsunterschiede LDH-A

Aufgrund der essenziellen Rolle der LDH Enzyme im Laktatstoffwechsel wurde die
Genexpression zu verschiedenen Zeitpunkten vor, wihrend und nach des von unseren
Probanden absolvierten Trainingsprogrammes in Muskelproben mittels qPCR bestimmt.
Untersucht wurden Muskelproben vor Beginn des Trainings (Ow), nach 3 Wochen Training
(3w) und nach 8 Wochen Training/ Ende des Trainingsprogrammes (8w). Zusétzlich wurde
eine Akutbelastung mit anschlieBender Muskelbiopsieentnahme durchgefiihrt, um deren
Einfluss auf die Genexpression zu bestimmen.

Je Proben wurden Triplets angefertigt und die Werte ins Verhéltnis zum Referenzgen

GAPDH gesetzt.

3.2.2.1 Expressionssteigerung von LDH-A durch Akutbelastung
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Abbildung 15: gPCR-Genexpressionsanalyse von LDH-A relativ zu GAPDH in Ruhe bzw. nach Akutbelastung
LDH-A Expression in Ruhe bzw. nach Akutbelastung (erst Kraft- dann Ausdauerbelastung); Datenpunkte stellen
Mittelwerte der je Probe angefertigten qPCR Triplets dar;

n = 42 Probanden/ Proben je Zeitpunkt, Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

LDH-A = Laktatdehydrogenase-A, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm,
2014)
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In der zuvor gezeigten Abbildung 15 wurde eine signifikante Expressionssteigerung
(Median 0,74 zu 0,96; Wilcoxon-Test: z= 0,13, p=0,0102, n=42) durch die in Kraftraum

und auf dem Ergometer durchgefiihrte Akutbelastung gemessen.
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Abbildung 16: qPCR-Genexpressionsanalyse von LDH-A relativ zu GAPDH in Ruhe bzw. nach Akutbelastung
getrennt nach Trainingsblock

LDH-A Expression in Ruhe bzw. nach Akutbelastung (erst Kraft- dann Ausdauerbelastung) vor Trainingsbeginn des

1. bzw. 2. Trainingsblockes; Datenpunkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten gPCR Triplets dar;

n = 21 Probanden/ Proben je Zeitpunkt, Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

LDH-A = Laktatdehydrogenase-A, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm,
2014)

Beobachtet wurde eine signifikant hohere (Wilcoxon-Test: z= 0,14, p = 0,0208, n = 21)
LDH-A Expression relativ zur GAPDH Expression (Akut 1. Block; Median = 1,00) durch
die absolvierte Akutbelastung auf dem Ergometer und im Kraftraum verglichen mit der
Expression im Muskelgewebe vor Belastung (Ow 1. Block; Median = 0,61). Eine
entsprechende signifikante Steigerung vor Beginn des 2. Trainingsblockes war nicht
nachzuweisen (Abbildung 16).
Im Vergleich der Expressionen in Ruhe vor dem 1. Trainingsblock (Ow 1. Block) mit vor
Beginn des 2. Trainingsblocks (Ow 2. Block) zeigte sich eine signifikant hohere Expression
(Median = 0,85) von LDH-A relativ zu GAPDH vor Beginn des 2. Trainingsblockes
(Ow 2. Block). Wilcoxon-Test: z= 0,13, p=0,0325, n = 21).
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Abbildung 17: gPCR-Genexpressionsanalyse von LDH-A relativ zu GAPDH in Ruhe bzw. nach Akutbelastung
getrennt nach Trainingsblock und Trainingsreihenfolge

LDH-A Expression in Ruhe bzw. nach Akutbelastung (erst Kraft- dann Ausdauerbelastung) vor Trainingsbeginn des
Ausdauer- bzw. Krafttrainingsprogrammes; Vergleich zwischen dem Beginn mit Ausdauertrainingsblock vs. Beginn mit
Krafttrainingsblock; Datenpunkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten gPCR Triplets dar;

n = 15 bzw. 6 Probanden/ Proben je Zeitpunkt, Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

LDH-A = Laktatdehydrogenase-A, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm,
2014)

AusschlieBlich signifikante Anderung der Expression zwischen Ruheexpression vor
Beginn des 1. Trainingsblockes (Median = 0,61) und nach erfolgter Akutbelastung vor
Beginn des 2. Trainingsblockes (Median = 0,92) in der Gruppe der 15 Probanden mit
Beginn im Ausdauertrainingsblock (Wilcoxon-Test: z = 0,05, p = 0,0353, n = 15)
(Abbildung 17).
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3.2.2.2 Steigerung der Ruheexpression von LDH-A zu Trainingsbeginn unabhéngig von

der Trainingsmodalitdt
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Abbildung 18: gPCR-Genexpressionsanalyse von LDH-A relativ zu GAPDH; Daten aller Teilnehmer (n = 21) sor-
tiert entsprechend des absolvierten Trainingsblockes

Bestimmung aus Muskelbiopsien ohne vorherige Belastung zu den Zeitpunkten: vor Trainingsbeginn Ausdauerblock (Ow
Ausdauer), nach 3 Wochen Ausdauertraining (3w Ausdauer), nach 8 Wochen Ausdauertraining/ Ende des Trainingsblo-
ckes (8w Ausdauer) und endsprechenden Zeitpunkten des Krafttrainingsblockes (Ow Kraft, 3w Kraft, 8w Kraft);
Datenpunkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten gPCR Triplets dar;

n = 21 Probanden/ Proben je Zeitpunkt, Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

LDH-A = Laktatdehydrogenase-A, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm,
2014)

Signifikant héherer Expression von LDH-A relativ zu GAPDH nach 3 Wochen
Ausdauertraining (Median = 1,12) verglichen mit dem Wert vor Trainingsbeginn
(Median = 0,67; Wilcoxon-Test: z= 0,19, p=0,0087, n = 21) dargestellt in Abbildung 18.
Nach 8 Wochen Ausdauertraining (Median = 0,82) signifikanter Abfall der Geneexpression
verglichen mit dem Wert nach 3 Wochen Training (Wilcoxon-Test: z=-0,11, p = 0,0355,
n = 21). Kein signifikanter Unterschied zwischen Beginn und Ende des
Ausdauertrainingsblockes. Ebenfalls signifikant hohere Expression von LDH-A nach
3 Wochen Krafttraining (Median = 1,09) zum Ausgangswert (Median = 0,85;
Wilcoxon-Test: z= 0,22, p = 0,0386, n = 21)). Kein signifikanter Unterschied zwischen
den Ausgangswerten (Ow Ausdauer, Ow Kraft).
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Abbildung 19: qPCR-Genexpressionsanalyse von LDH-A relativ zu GAPDH; Daten aller Teilnehmer (n = 21)
sortiert entsprechend des absolvierten Trainingsblockes und der Trainingsreihenfolge

Bestimmung aus Muskelbiopsien ohne vorherige Belastung zu den Zeitpunkten: vor Trainingsbeginn Ausdauerblock (Ow
Ausdauer), nach 3 Wochen Ausdauertraining (3w Ausdauer), nach 8 Wochen Ausdauertraining/ Ende des Trainingsblo-
ckes (8w Ausdauer) und endsprechenden Zeitpunkten des Krafttrainingsblockes (Ow Kraft, 3w Kraft, 8w Kraft).
Vergleich zwischen dem Beginn mit Ausdauertrainingsblock vs. Beginn mit Krafttrainingsblock;

Datenpunkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten gPCR Triplets dar;

n = 15 bzw. 6 Probanden/ Proben je Zeitpunkt; Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

LDH-A = Laktatdehydrogenase-A, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm,
2014)

Bei getrennter Auswertung entsprechend der absolvierten Trainingsreihenfolge
(Abbildung 19) bestand im jeweils 1. Trainingsblock, unabhéngig ob dieser Ausdauer-
oder Krafttraining beinhaltete, eine signifikante Steigerung der Expressionswerte von
LDH-A nach 3 Wochen (Median 1. Block 3w Ausdauer = 1,64 bzw. 1. Block 3w Kraft
=1,01) und 8 Wochen (Median 1. Block 8w Ausdauer 1,02 bzw. 1. Block 8w Kraft = 1,23)
zur Ausgangsexpression (Median 1. Block Ow Ausdauer = 0,61 bzw. 1. Block Ow Kraft
=0,66). Hierbei war bei Beginn mit dem Ausdauerblock der Wert nach 8 Wochen geringer
wie nach 3 Wochen. Im Wilcoxon-Test ergaben sich fiir den Beginn mit Ausdauertraining
somit folgenden Ergebnisse verglichen mit der Ausgangexpression: 3 Wochen
Ausdauertraining (z = 0,38, p = 0,0009, n = 15) und 8 Wochen Ausdauertraining (z = 0,08,
p =10,0353, n=15). Bei Beginn mit Krafttraining waren es: 3 Wochen Krafttraining

(z=0,43,p=0,0313, n=6) und 8 Wochen Krafttraining (z = 0,48, p =0,0313, n = 6).
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3.2.3 Expressionsunterschiede LDH-B

Analog der Genexpressionsanalyse von LDH-A wurde die Analyse der Genexpression von

LDH-B durchgefiihrt.

3.2.3.1 konstante Expression von LDH-B trotz Akutbelastung
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Abbildung 20: gPCR-Genexpressionsanalyse von LDH-B relativ zu GAPDH in Ruhe bzw. nach Akutbelastung
LDH-B Expression in Ruhe bzw. nach Akutbelastung (erst Kraft- dann Ausdauerbelastung); Datenpunkte stellen Mittel-
werte der je Probe angefertigten gPCR Triplets dar;

n = 42 Probanden/ Proben je Zeitpunkt, Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

LDH-B = Laktatdehydrogenase-B, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm,
2014)

Kein signifikanter Unterschied zwischen der Ruheexpression (Median = 0,94) und der

Expression nach erfolgter Akutbelastung (Median = 0,89) bei LDH-B (Abbildung 20).
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Abbildung 21: gPCR-Genexpressionsanalyse von LDH-B relativ zu GAPDH in Ruhe bzw. nach Akutbelastung
getrennt nach Trainingsblock

LDH-B Expression in Ruhe bzw. nach Akutbelastung (erst Kraft- dann Ausdauerbelastung) vor Trainingsbeginn des

1. bzw. 2. Trainingsblockes; Datenpunkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten qPCR Triplets dar;

n = 21 Probanden/ Proben je Zeitpunkt, Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

LDH-B = Laktatdehydrogenase-B, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm,
2014)

Keine signifikante Anderung der Expression von LDH-B relativ zu GAPDH durch die
durchgefiihrte Akutbelastung (Kraft- gefolgt von Ausdauerakutbelastung auf dem
Fahrradergometer) vor Beginn des 1. Trainingsblockes. Ebenfalls keine Signifikanz
zwischen Ruheexpression und Expression nach der Akutbelastung vor Beginn des

2. Trainingsblocks siche Abbildung 21.

Signifikant (p=0,0024) hohere Expression von LDH-B vor Beginn des 2. Trainingsblockes
(Median = 1,03) zur Ruheexpression vor Beginn des 1. Trainingsblockes (Median = 0,80;
Wilcoxon-Test: z= 0,23, p = 0,0024, n = 21). Ebenfalls signifikant hohere Expression nach
durchgefiihrter Akutbelastung auf dem Ergometer und im Kraftraum (Median 0,79) zur
Ruheexpression vor Beginn des 1. Trainingsblockes (Wilcoxon-Test: z = 0,13, p = 0,0386,
n=21).
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Abbildung 22: gPCR-Genexpressionsanalyse von LDH-B relativ zu GAPDH in Ruhe bzw. nach Akutbelastung

getrennt nach Trainingsblock und Trainingsreihenfolge

LDH-B Expression in Ruhe bzw. nach Akutbelastung (erst Kraft- dann Ausdauerbelastung) vor Trainingsbeginn des

Ausdauer- bzw. Krafttrainingsprogrammes; Vergleich zwischen dem Beginn mit Ausdauertrainingsblock vs. Beginn mit

Krafttrainingsblock; Datenpunkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten gPCR Triplets dar;
n = 15 bzw. 6 Probanden/ Proben je Zeitpunkt, Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

LDH-B = Laktatdehydrogenase-B, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm,

2014)

Abbildung 22 zeigt die getrennte Analyse entsprechend der Trainingsreihenfolge, kam es

durch die Akutbelastungen zu keinen signifikanten Anderungen innerhalb des Kollektives

von 15 bzw. 6 Probanden.

Die LDH-B Ruheexpression war bei Beginn mit dem Ausdauertrainingsblock vor Beginn

des 2. Trainingsblocks signifikant hoher (Median = 1,04), wie vor Beginn des
1. Trainingsblockes (Median = 0,66) (Wilcoxon-Test: z = 0,24, p = 0,0026, n = 15).
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3.2.3.2 Steigerung der Ruheexpression von LDH-B im Trainingsverlauf durch

Ausdauertraining starker ausgepragt
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Abbildung 23: qPCR-Genexpressionsanalyse von LDH-B relativ zu GAPDH; Daten aller Teilnehmer (n = 21)
sortiert entsprechend des absolvierten Trainingsblockes

Bestimmung aus Muskelbiopsien ohne vorherige Belastung zu den Zeitpunkten: vor Trainingsbeginn Ausdauerblock
(Ow Ausdauer), nach 3 Wochen Ausdauertraining (3w Ausdauer), nach 8 Wochen Ausdauertraining/ Ende des Trainings-
blockes (8w Ausdauer) und endsprechenden Zeitpunkten des Krafttrainingsblockes (Ow Kraft, 3w Kraft, 8w Kraft).
Datenpunkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten gPCR Triplets dar;

n = 21 Probanden/ Proben je Zeitpunkt, Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

LDH-B = Laktatdehydrogenase-B, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm,
2014)

Die aus den entnommenen Muskelbiopsien mittels Isolierung, Transkription und gPCR
bestimmten LDH-B Expressionswerte zeigen einen Anstieg verglichen mit dem
Ausgangswert und im Trainingsverlauf (Abbildung 23). Im Vergleich zwischen Ausdauer-
und Krafttrainingsblock fand durch Ausdauertraining eine starkere Steigerung statt. Bei
beiden Trainingsformen ist ein Anstieg bereits nach 3 Wochen Training erkennbar, im
weiteren Verlauf kam es zu einer weiteren Steigerung, sodass nach 8 Wochen die Werte
durch beide Trainingsprogramme signifikant erhoht waren. Signifikante Steigerung zum
Ausgangswert (Median = 0,80) bereits nach 3 Wochen Ausdauertraining (Median = 1,29;
Wilcoxon-Test: z= 0,50, p=0,0143, n = 21) und nach 8 Wochen Ausdauertraining
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(Median = 1,38; Wilcoxon-Test: z= 0,45, p = 0,0046, n = 21). Durch Krafttraining
ebenfalls signifikante Steigerung der LDH-B Expression zum Ausgangswert vor
Trainingsbeginn (Median = 1,03) nach 8 Wochen Krafttraining (Median = 1,68;
Wilcoxon-Test: z= 0,36, p = 0,0457, n = 21). Zusitzlich signifikante Anderungen durch

Interaktionen, jedoch nicht zu vergleichbaren Zeitpunkten.
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Abbildung 24: qPCR-Genexpressionsanalyse von LDH-B relativ zu GAPDH; Daten aller Teilnehmer (n = 21)
sortiert entsprechend des absolvierten Trainingsblockes und der Trainingsreihenfolge

Bestimmung aus Muskelbiopsien ohne vorherige Belastung zu den Zeitpunkten: vor Trainingsbeginn Ausdauerblock
(Ow Ausdauer), nach 3 Wochen Ausdauertraining (3w Ausdauer), nach 8 Wochen Ausdauertraining/ Ende des Trainings-
blockes (8w Ausdauer) und endsprechenden Zeitpunkten des Krafttrainingsblockes (Ow Kraft, 3w Kraft, 8w Kraft).
Vergleich zwischen dem Beginn mit Ausdauertrainingsblock vs. Beginn mit Krafttrainingsblock;

Datenpunkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten gPCR Triplets dar;

n = 15 bzw. 6 Probanden/ Proben je Zeitpunkt; Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

LDH-B = Laktatdehydrogenase-B, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm,
2014)

In der Gruppe, welche zuerst den Ausdauer- und anschlieBend den Krafttrainingsblock
absolvierte, waren alle im Trainingsverlauf gemessenen Expressionswerte signifikant

hoher wie die Ausgangsexpression vor Trainingsbeginn (Median = 0,66) Abbildung 24.
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Im einzeln waren diese wihrend des Ausdauertrainingsblockes nach 3 Wochen:

Median = 1,29; Wilcoxon-Test: z= 0,55, p = 0,0009, n = 15 und nach 8 Wochen:

Median = 1,33; Wilcoxon-Test: z= 0,52, p = 0,0001, n = 15. Wihrend des nach der
3-monatigen Detrainingsphase begonnen Krafttrainingsblock vor Beginn (Median = 1,04;
Wilcoxon-Test: z = 0,24, p = 0,0026, n = 15), nach 3 Wochen Krafttraining

(Median = 1,39; Wilcoxon-Test: z = 0,46, p = 0,0043, n = 15) und nach 8§ Wochen
Krafttraining (Median = 1,68; Wilcoxon-Test: z= 0,61, p = 0,0034, n = 15) jeweils zum
Ausgangswert vor Trainingsbeginn im Ausdauerblock. Dabei kam es unter den
Expressionswerten zu spateren Zeitpunkten zu keinen weiteren signifikanten Tendenzen

untereinander.
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3.24 LDH-A/LDH-B-Ratio

Zur weiteren Analyse und besseren Beurteilung der bestimmten Genexpressionswerte
wurde aus den in den beiden vorangegangenen Abschnitten dargestellten und analysierten
qPCR-Daten fiir LDH-A und LDH-B der jeweilige Quotient berechnet und ebenfalls
graphisch dargestellt.

3.2.4.1 LDH-A/LDH-B-Ratio von Akutbelastung unbeeinflusst
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Abbildung 25: qPCR-Genexpressionsanalyse Quotient LDH-A zu LDH-B jeweils relativ zu GAPDH in Ruhe bzw.
nach Akutbelastung

Quotient LDH-A/LDH-B Expression in Ruhe bzw. nach Akutbelastung (erst Kraft- dann Ausdauerbelastung); Daten-
punkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten gPCR Triplets dar;

n = 42 Probanden/ Proben je Zeitpunkt, Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

LDH-A = Laktatdehydrogenase-A, LDH-B = Laktatdehydrogenase-B,

GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm, 2014)

Keine signifikante Verdnderung der Ratio durch die absolvierte Akutbelastung
(Abbildung 25). Median der Ruheexpression 0,96 verglichen mit 1,23 nach Akutbelastung

im Kraftraum und auf dem Fahrradergometer.
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Abbildung 26: qPCR-Genexpressionsanalyse Quotient LDH-A zu LDH-B jeweils relativ zu GAPDH in Ruhe bzw.
nach Akutbelastung getrennt nach Trainingsblock

Quotient LDH-A/LDH-B Expression in Ruhe bzw. nach Akutbelastung (erst Kraft- dann Ausdauerbelastung) vor
Trainingsbeginn des 1. bzw. 2. Trainingsblockes; Datenpunkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten g°PCR
Triplets dar;

n = 21 Probanden/ Proben je Zeitpunkt, Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

LDH-A = Laktatdehydrogenase-A, LDH-B = Laktatdehydrogenase-B,

GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm, 2014)

Signifikante Abnahme der LDH-A/ LDH-B-Ratio vor Beginn des 2. Trainingsblock
(Median = 0,87) verglichen mit vor dem 1. Trainingsblock (Median = 1,12) (Wilcoxon-
Test: z=0,13, n=0,0273, n = 21) (Abbildung 26). Keine signifikante Anderung der
Genexpressionsratio durch die absolvierte Akutbelastung (Kraft- und Ausdauer) im
Vergleich der Werte vor und nach Belastung zu beiden Akutbelastungszeitpunkten. Des
Weiteren findet sich basierend auf der im Trainingsverlauf reduzierten Ratio vor Beginn
des 2. Trainingsblockes ein signifikanter Unterschied zu dem Wert nach der Akutbelastung
vor Beginn des 1. Trainingsblockes (Median = 1,35; Wilcoxon-Test: z = 0,25, p = 0,0420,
n =21). Dieser Unterschied besteht nicht zwischen der Ruheexpression und der

Akutbelastung vor 2. Trainingsblock.
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Abbildung 27: qPCR-Genexpressionsanalyse Quotient LDH-A zu LDH-B jeweils relativ zu GAPDH in Ruhe bzw.
nach Akutbelastung getrennt nach Trainingsblock und Trainingsreihenfolge

Quotient LDH-A/LDH-B Expression in Ruhe bzw. nach Akutbelastung (erst Kraft- dann Ausdauerbelastung) vor Trai-
ningsbeginn des Ausdauer- bzw. Krafttrainingsprogrammes; Vergleich zwischen dem Beginn mit Ausdauertrainings-
block vs. Beginn mit Krafttrainingsblock; Datenpunkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten gPCR Triplets dar;
n = 15 bzw. 6 Probanden/ Proben je Zeitpunkt, Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

LDH-A = Laktatdehydrogenase-A, LDH-B = Laktatdehydrogenase-B,

GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm, 2014)

Keine signifikanten Verdnderungen zwischen den Ruheexpressionen oder durch die
Akutbelastungen bei getrennter Analyse entsprechend der absolvierten

Trainingsreihenfolge (Abbildung 27).
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3.2.4.2 Abnahme der LDH-A/LDH-B-Ratio im Trainingsverlauf ausschlielich durch
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Abbildung 28: gPCR- Genexpressionsanalyse Quotient LDH-A zu LDH-B jeweils relativ zu GAPDH Daten aller
Teilnehmer (n = 21) sortiert entsprechend des absolvierten Trainingsblockes

Bestimmung aus Muskelbiopsien ohne vorherige Belastung zu den Zeitpunkten: vor Trainingsbeginn Ausdauerblock
(Ow Ausdauer), nach 3 Wochen Ausdauertraining (3w Ausdauer), nach 8 Wochen Ausdauertraining/ Ende des Trainings-
blockes (8w Ausdauer) und endsprechenden Zeitpunkten des Krafttrainingsblockes (Ow Kraft, 3w Kraft, 8w Kraft).
Datenpunkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten gPCR Triplets dar;

n = 21 Probanden/ Proben je Zeitpunkt, Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

LDH-A = Laktatdehydrogenase-A, LDH-B = Laktatdehydrogenase-B,

GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm, 2014)

Die in Abbildung 28 dargestellten Quotienten zeigten eine deutlich fallende Tendenz im
Trainingsverlauf im Ausdauertrainingsblock. Verglichen mit dem Ausgangswert

(Median = 1,24) fiihrte das 8-wochige Ausdauertrainingsprogramm zu einer signifikanten
Reduktion der LDH-A/LDH-B-Ratio (Median = 0,44; Wilcoxon-Test: z = -0,73,
p=0,0001, n=21). Ferner war allein die Reduktion wéhrend der letzten 5 Wochen
(Median = 0,82 auf 0,44) signifikant (Wilcoxon-Test: z=-0,12, p = 0,0266, n = 21).

Die Verdnderungen im Kraftblock ergaben keine Signifikanzen.
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Abbildung 29: gPCR-Genexpressionsanalyse Quotient LDH-A zu LDH-B jeweils relativ zu GAPDH; Daten aller
Teilnehmer (n = 21) sortiert entsprechend des absolvierten Trainingsblockes und der Trainingsreihenfolge
Bestimmung aus Muskelbiopsien ohne vorherige Belastung zu den Zeitpunkten: vor Trainingsbeginn Ausdauerblock
(Ow Ausdauer), nach 3 Wochen Ausdauertraining (3w Ausdauer), nach 8 Wochen Ausdauertraining/ Ende des Trainings-
blockes (8w Ausdauer) und endsprechenden Zeitpunkten des Krafttrainingsblockes (Ow Kraft, 3w Kraft, 8w Kraft).
Vergleich zwischen dem Beginn mit Ausdauertrainingsblock vs. Beginn mit Krafttrainingsblock;

Datenpunkte stellen Mittelwerte der je Probe angefertigten gqPCR Triplets dar;

n = 15 bzw. 6 Probanden/ Proben je Zeitpunkt; Median und Interquartilsabstand,

Signifikanzen ermittelt mit Wilcoxon-Test; p < 0,05 gekennzeichnet;

LDH-A = Laktatdehydrogenase-A, LDH-B = Laktatdehydrogenase-B,

GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Universitatsklinikum Ulm, 2014)

Abbildung 29 zeigt eine deutliche und hochsignifikante Abnahme der
LDH-A/LDH-B-Ratio in der Gruppe der Teilnehmer mit Beginn Ausdauertraining wihrend
des Ausdauerblockes. Zwischen dem Ausgangswert (Median = 1,27) und dem Wert nach

8 Wochen Ausdauertraining (Median = 0,44) kam es bei 13 der 14 Teilnehmer zu einer
Reduktion der Ratio (Wilcoxon-Test: z =-0,80, p = 0,0006, n = 15).

Im Krafttrainingsblock kam es iiber den gleichen Trainingszeitraum zu keiner signifikanten
Veranderung.

Eine weitere signifikante Reduktion der Ratio (p=0,0215) fand sich zwischen dem
Ruhewert vor Trainingsbeginn (Median = 1,27) und dem Ruhewert anschlieend an die
3-monatige Detrainingsphase nach absolviertem Ausdauertrainingsblock (Median = 1,06;

Wilcoxon-Test: z=-0,13, p = 0,0215, n = 15).
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In der Gruppe der 6 Probanden, die mit dem Krafttraining begonnen hatten, war die
Expression von Beginn des Ausdauerblockes (Median = 0,59) signifikant geringer wie
nach den ersten 3 Wochen des vor der Detrainingsphase absolvierten Krafttrainings

(Median = 0,78; Wilcoxon-Test: z=-0,20, p=0,0313, n = 6).

3.3 Bestimmung der Proteinexpression mittels Western Blot

AnschlieBend an die Genexpressionsanalyse mittels qPCR untersuchten wir als
weiterfiihrenden Schritt die Expression auf Proteineben der entsprechenden Genprodukte:
LDH-A und LDH-B. Somit wurde es uns moglich, zu evaluieren, ob sich die

Genexpressionsveranderungen auch auf Proteinebene wiederspiegeln.

3.3.1 LDH-A Proteinexpression
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Abbildung 30: Proteinexpressionsanalyse von LDH-A relativ zu B-Actin; Einfluss Akutbelastung

Einfluss einer Akutbelastung (Kraftraum und Fahrradergometer) auf die Proteinexpression von LDH-A

Bestimmung in Muskelbiopsien der Ulmer Probanden mittels Western Blot vor Beginn des 1. bzw. 2. Trainingsblockes
(Ow 1. bzw 2. Block) und nach Akutbelastung (Akut 1. bzw. 2. Block); Western Blot je Probe 1x mal durchgefiihrt;
Werte bezogen auf Menge von B-Actin

n= 7 Probanden/ Proben je Zeitpunkt (bzw. 6 Akut 1. Block) (spezifisches Symbol je Proband);

LDH-A =Laktatdehydrogenase-A; LDH-B = Laktatdehydrogenase-B (Universitatsklinikum Ulm, 2014)

Sowohl durch die 1. wie auch 2. Akutbelastung kam es bei jeweils 4 der 6 bzw.

7 Probanden zu einem Abfall der LDH-A Proteinexpression gegeniiber der jeweiligen
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Ruheexpression. Die Ruheexpression vor Beginn des 2. Trainingsblockes war bei

5 Probanden vor Beginn des 2. Trainingsblockes erhoht (Abbildung 30).
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Abbildung 31: Proteinexpressionsanalyse von LDH-A relativ zu B-Actin; Einfluss von Training entsprechend der
Trainingsmodalitat

Einfluss von 8 Wochen Ausdauer- bzw. Krafttraining auf die Ruheexpression von LDH-A

Bestimmung in Muskelbiopsien der Ulmer Probanden mittels Western Blot vor Beginn Ausdauertrainingsblockes

(Ow Ausdauer) und nach 8 Wochen Ausdauertraining (8w Ausdauer) und entsprechenden Zeitpunkten des
Krafttrainingsblockes; Western Blot je Probe 1x mal durchgefiihrt; Werte bezogen auf Menge von B-Actin

n= 7 Probanden/ Proben je Zeitpunkt (spezifisches Symbol je Proband);

LDH-A =Laktatdehydrogenase-A; LDH-B = Laktatdehydrogenase-B (Universitatsklinikum Ulm, 2014)

Abbildung 31 zeigt, dass die Expression von LDH-A auf Proteinebene wihrend des
8-woOchigen Ausdauertraining bei 5 der 7 untersuchten Probanden sank. Wéahrend dem
Krafttraining kam es bei 4 Probanden zu einer Zunahme, bei 3 Probanden nahm die
Expression ab. Vergleicht man die Werte nach Ende des Ausdauertrainings mit denen nach
Ende des Krafttrainings, so sind die Expressionswerte nach Abschluss des Krafttrainings
bei 5 der 7 Probanden vergleichsweise hoher.

Auf eine Signifikanztestung wurde, bei fehlendem linearem Zusammenhang der

Messewerte aufgrund der verwendeten Untersuchungsmethode, verzichtet.
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3.3.2 LDH-B Proteinexpression
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Abbildung 32: Proteinexpressionsanalyse von LDH-B relativ zu 3-Actin; Einfluss Akutbelastung

Einfluss einer Akutbelastung (Kraftraum und Fahrradergometer) auf die Proteinexpression von LDH-B

Bestimmung in Muskelbiopsien der Ulmer Probanden mittels Western Blot vor Beginn des 1. bzw. 2. Trainingsblockes
(Ow 1. bzw 2. Block) und nach Akutbelastung (Akut 1. bzw. 2. Block); Western Blot je Probe 1x mal durchgefiihrt;
Werte bezogen auf Menge von B-Actin

n= 7 Probanden/ Proben je Zeitpunkt (bzw. 6 Akut 1. Block) (spezifisches Symbol je Proband);

LDH-A =Laktatdehydrogenase-A; LDH-B = Laktatdehydrogenase-B (Universitatsklinikum Ulm, 2014)

Es zeigt sich eine geringe Beeinflussung der LDH-B Proteinexpression durch die

1. Akutbelastung mit ausgewogener Verteilung zwischen positiven und negativen
Verdnderungen (Abbildung 32). Durch die 2. Akutbelastung kam es, verglichen mit der
Ruheexpression, bei 5 der 7 Probanden zu einer Abnahme. Im Vergleich der Expressionen
im Ruhezustand vor dem jeweiligen Trainingsbeginn, zeigt sich bei 6 Probanden eine
hohere Expression vor Beginn des 2. Trainingsblockes, bei einem Probanden eine

vergleichsweise geringe Abnahme der Expression.
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Abbildung 33: Proteinexpressionsanalyse von LDH-B relativ zu 3-Actin; Einfluss von Training entsprechend der
Trainingsmodalitat

Einfluss von 8 Wochen Ausdauer- bzw. Krafttraining auf die Ruheexpression von LDH-B

Bestimmung in Muskelbiopsien der Ulmer Probanden mittels Western Blot vor Beginn Ausdauertrainingsblockes

(Ow Ausdauer) und nach 8 Wochen Ausdauertraining (8w Ausdauer) und entsprechenden Zeitpunkten des Krafttrainings-
blockes; Western Blot je Probe 1x mal durchgefiihrt; Werte bezogen auf Menge von B-Actin

n= 7 Probanden/ Proben je Zeitpunkt (spezifisches Symbol je Proband);

LDH-A =Laktatdehydrogenase-A; LDH-B = Laktatdehydrogenase-B (Universitatsklinikum Ulm, 2014)

Abbildung 33 zeigt die Ergebnisse des mittels Western Blot ermittelten Einfluss des
8-wochigen Ausdauertrainings- bzw. Krafttrainingsprogrammes auf die Proteinexpression
von LDH-B. Die Verteilung zwischen Anstieg und Abfall der Expression betrug im
Ausdauertrainingsblock 4 zu 3, im Krafttrainingsblock 3 zu 4. Beim Vergleich der Werte
am jeweiligen Ende der Trainingsblocke kommt es ebenfalls zu einer unspezifischen
Aufteilung zwischen dem Anstieg bei 3 Probanden vs. Abfall den 4 anderen Probanden.

Ein Zusammenhang mit der Trainingsreihenfolge ist nicht zu benennen.
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3.3.3 LDH-A/LDH-B Ratio
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Abbildung 34: Proteinexpressionsanalyse Ratio LDH-A/LDH-B relativ zu 3-Actin; Einfluss Akutbelastung
Einfluss einer Akutbelastung (Kraftraum und Fahrradergometer) auf die Proteinexpression Ratio LDH-A/LDH-B
Bestimmung in Muskelbiopsien der Ulmer Probanden mittels Western Blot vor Beginn des 1. bzw. 2. Trainingsblockes
(Ow 1. bzw 2. Block) und nach Akutbelastung (Akut 1. bzw. 2. Block); Western Blot je Probe 1x mal durchgefiihrt;
Werte bezogen auf Menge von B-Actin

n= 7 Probanden/ Proben je Zeitpunkt (bzw. 6 Akut 1. Block) (spezifisches Symbol je Proband);

LDH-A =Laktatdehydrogenase-A; LDH-B = Laktatdehydrogenase-B (Universitatsklinikum Ulm, 2014)

Eine Abnahme der Proteinratio bei jeweils 3 Probanden in der 1. und 2. Akutbelastung
zeigt Abbildung 34. Des Weiteren zeigt sich eine geringere Ratio bei 5 der 7 Probanden
vor Beginn des 2. Trainingsblockes. Nach der 2. Akutbelastung war die Ratio bei

4 Probanden hoher, verglichen mit der Ratio nach der 1. Akutbelastung.
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Abbildung 35: Proteinexpressionsanalyse Ratio LDH-A/LDH-B relativ zu B-Actin; Einfluss von Training
entsprechend der Trainingsmodalitat

Einfluss von 8 Wochen Ausdauer- bzw. Krafttraining auf die LDH-A/LDH-B-Ratio

Bestimmung in Muskelbiopsien der Ulmer Probanden mittels Western Blot vor Beginn Ausdauertrainingsblockes

(Ow Ausdauer) und nach 8 Wochen Ausdauertraining (8w Ausdauer) und entsprechenden Zeitpunkten des Krafttrainings-
blockes; Western Blot je Probe 1x mal durchgefiihrt; Werte bezogen auf Menge von B-Actin

n= 7 Probanden/ Proben je Zeitpunkt (spezifisches Symbol je Proband);

LDH-A =Laktatdehydrogenase-A; LDH-B = Laktatdehydrogenase-B (Universitatsklinikum Ulm, 2014)

Abnahme der aus den Proteinkonzentrationen gebildeten Ratio durch Ausdauertraining bei
5 der 7 Probanden (Abbildung 35). Im Gegensatz hierzu Zunahme der
LDH-A/LDH-B-Ratio bei 5 Probanden wihrend des Krafttrainingsblockes. Im Gegensatz
hierzu waren die Werte am Ende des Krafttrainings bei 6 Probanden hoher als nach dem
Ausdauertraining. Die Ausgangswerte vor dem Trainingsbeginn im jeweiligen
Trainingsblock waren vor Beginn des Krafttrainings bei 4 Probanden héher, bei

3 Probanden geringer als vor Beginn des Ausdauertrainings.
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4 Diskussion

Anhand der aus Studienteil I (nicht Teil dieser Dissertation) gewonnen Erkenntnisse
identifizierten wir die Gene LDH-A und LDH-B als mogliche reagible Marker fiir die
Anpassung des menschlichen Kérpers an auf ihn einwirkende Trainingsreize. Aufgrund
unserer Teilnahme am Studienteil II der multizentrischen BAM-Studie (Belastungs- und
Anpassungsmanagement im Spitzensport) standen uns Muskelbiopsien von 21 Probanden
zur Verfiigung. In diesen Muskelbiopsien bestimmten wir mittels qPCR die Expression der
von uns untersuchten Gene zu 8 unterschiedlichen Zeitpunkten des (Ausdauer- bzw.
Kraft-) Trainingsprogrammes. Diese 8 untersuchten Zeitpunkte (siche Abbildung 5) waren
jeweils vor Beginn des Trainingsblockes, nach einer Akutbelastung vor Beginn des
Trainingsblockes, nach 3 Wochen Training und nach 8 Wochen Training, was dem Ende
des jeweiligen Trainingsblockes entsprach. Anhand dieser Daten konnten wir Riickschliisse
auf den Einfluss von Ausdauer- bzw. Krafttraining, sowie den Einfluss einer akuten
Belastung, auf die Genexpression ziehen. Die interindividuellen StorgroBen konnten wir
minimieren, da die Untersuchungen der jeweiligen Verdnderungen mit Proben aus ein und
demselben Probandenkollektiv durchgefiihrt wurden.

Aufgrund dem in der Literatur vielfach beschriebenen Zusammenhang von PGC-1a mit
den durch Training ausgelosten Anpassungen in der Skelettmuskulatur, sowie die durch
Summermatter et al. 2013 beschriebene essentielle Rolle von PGC-1a in der Regulation
der Laktathomoostase bei Mausen, untersuchten wir PGC-1a als weiteres Zielgen.

In einem zweiten Schritt folgte die Analyse auf Proteinebene mittels Western Blot zur

Priifung der Ubertragbarkeit der auf Genebene gewonnenen Ergebnisse.

Wir konnten in unseren Untersuchungen nachweisen, dass eine deutliche
Expressionserhohung von PGC-1a durch die Akutbelastung im Kraftraum und auf dem
Fahrradergometer ausgeldst wurde. Dies wurde auch in bisherigen Untersuchungen an
Maiusen und Menschen bestdtigt. Diese Expressionssteigerung passt zu dem vermuteten
Mechanismus, iiber den PGC-1a ein wichtiger Bestandteil der Anpassungsreaktionen auf
Trainingsreize ist. Auch die Ruheexpression konnte durch Ausdauertraining gesteigert
werde. Diese gesteigerte Ruheexpression konnte zur Aufrechterhaltung der
hervorgerufenen Anpassungsreaktionen, sowie der weiteren Optimierung des
Stoffwechsels, dienen. AnschlieBend an die Detrainingsphase war die PGC-1a Expression
erneut auf das Niveau der Ausgangsruheexpression abgefallen. Im Anschluss an die

Detrainingsphase kam es jedoch zu einer geringeren Expressionssteigerung durch die
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Akutbelastung. Diese Tatsache konnte darauf hinweisen, dass die Expression weiteren
Regulationsmechanismen unterliegt, die von unseren Messungen nicht erfasst wurden.

Im Bereich der LDH-Isoformen kam es durch die Akutbelastung ausschlieBlich zu einer
Expressionssteigerung von LDH-A. LDH-B und die LDH-A/LDH-B-Ratio veranderten
sich nicht signifikant. LDH-A zeigte zudem eine Expressionssteigerung zu
Trainingsbeginn, die unabhéngig von der absolvierten Trainingsmodalitit war und sich im
weiteren Trainingsverlauf verlor. Im Gegensatz hierzu kam es sowohl durch Ausdauer- wie
auch Krafttraining zu einer Expressionssteigerung von LDH-B. Diese
Expressionssteigerung von LDH-B war beim Ausdauertraining stirker ausgeprigt als beim
Krafttraining und wurde auch bereits zu einem fritheren Zeitpunkt signifikant. Wahrend
des 8-wochigen Trainingsprogrammes kam es, bei der von uns im Vorfeld als
Zielparameter definierten LDH-A/LDH-B-Ratio, ausschliefSlich im Ausdauertrainingsblock
zu einer signifikanten Reduktion. Weder das 8-wochige Krafttrainingsprogramm noch die
Akutbelastung im Kraftraum und auf dem Fahrradergometer, fiihrten zu einer signifikanten

Beeinflussung.

4.1 PGC-la: Expressionssteigerung durch akute Belastung sowie

Ausdauertraining

Die erhobenen Daten zeigten eine deutliche und signifikante Erhohung der PGC-1a
Expression durch die im Kraftraum und auf dem Fahrradergometer durchgefiihrte
Akutbelastung (siche Abbildung 10). Bei Differenzierung zwischen der 1. und 2.
Akutbelastung wurde weiterhin jeweils eine signifikant erhohte Expression nach erfolgter
Akutbelastung gemessen (siche Abbildung 11). Die Ruhewerte unterschieden sich hierbei
vor dem 1. bzw. 2. Trainingsblock nicht signifikant. Im Vergleich der beiden
Akutbelastungen war die Expression nach der 2. Akutbelastung signifikant niedriger und
die interindividuelle Streubreite zwischen den Probanden nahm ab. Diese verdnderte
Expressionssteigerung deutet auf eine Adaptation durch den bereits absolvierten
Trainingsblock hin.

Unsere Daten belegen somit eine Induktion der PGC-1a Expression durch akute
korperliche Belastung im Kraftraum und auf dem Fahrradergometer beim Menschen.

Da vor Beginn des Trainingsblockes bei identischer Akutbelastung und erst im Anschluss
erfolgtem Training, kein Unterschied in der Steigerung der Expression zu erwarten war,

dieser aber gemessen werden konnte, erfolgte die weitere Differenzierung zwischen den
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Probanden, welche zuerst den Ausdauerblock und anschlieBend den Krafttrainingsblock
absolvierten (n=15) und den Probanden mit Beginn im Krafttrainingsblock (n=6)

(siche Abbildung 12). Ziel dieser Differenzierung war es, eine Verfalschung der
Ergebnisse durch ungleiche Gruppengroflen auszuschlieBen bzw. zu identifizieren. Es
zeigte sich unter den Probanden, die mit dem Ausdauerblock begannen, ebenfalls eine
signifikante Verdnderung zwischen den oben beschriebenen Zeitpunkten. Bei der
geringeren Probandenzahl, die mit dem Krafttrainingsblock begonnen hatten, fehlten diese
signifikanten Anderungen (bei geringer Probandenzahl und hoher interindividueller
Variabilitét). In der graphischen Darstellung (Abbildung 12) und Analyse der Werte
zeigten sich die gleichen Tendenzen.

Daraus schlielen wir, dass es durch eine akute korperliche Belastung zu einer
zeitnahen Expressionssteigerung von PGC-1a kommt. Diese Steigerung der Expression
war in unseren Messungen abhingig vom Trainingsstatus der Muskulatur. Je untrainierter
die Muskulatur, desto groBBer die Expressionssteigerung durch einen identischen Reiz.
Unabhéngig von der im 1. Trainingsblock absolvierten Trainingsmodalitdt (Ausdauer- oder
Krafttraining) war die Expressionssteigerung durch die Akutbelastung vor Beginn des

2. Trainingsblockes geringer ausgeprégt. Die Expressionen in der ruhenden Muskulatur,
vor Beginn des jeweiligen Trainingsblockes, unterschieden sich hierbei nicht signifikant.
Hieraus konnte geschlossen werden, dass das bereits absolvierte Training trotz 3-monatiger
Detrainingsphase bleibende Verdnderungen in der Muskulatur hinterlassen hat, die zu einer
geringer ausgeprigten Reaktion auf einen gleichen Reiz fithren. Diese Verdnderungen
spiegeln sich aber nicht in einer bereits in Ruhe erh6hten PGC-1a Expression wider. Die

Ruheexpression von PGC-1a vor der akuten Belastung unterschied sich nicht.

Vergleicht man die aus den Ruhebiopsien bestimmten PGC-1a Expressionen zu
unterschiedlichen Trainingszeitpunkten, zeigt sich eine Zunahme im Trainingsverlauf.
Diese Zunahme war im Ausdauertrainingsblock deutlich ausgeprégter und in der Biopsie
nach 8 Wochen Ausdauertraining war sie signifikant (siche Abbildung 13). Zu keiner
signifikanten Steigerung kam es im gleichen Zeitraum durch Krafttraining. Bei erneuter
getrennter Betrachtung der Probanden entsprechend der Trainingsreihenfolge, war in der
Gruppe, welche mit dem Ausdauertraining begonnen hatte, bereits nach 3 Wochen eine
signifikante Steigerung messbar (siche Abbildung 14).

Hieraus lésst sich ableiten, dass die Ruheexpression von PGC-1a durch

Ausdauertraining signifikant gesteigert wird und im Trainingsverlauf zunimmt.
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Die oben beschriebenen Ergebnisse passen zu der in der Literatur vielfach beschriebenen
wichtigen Rolle von PGC-1a in den durch korperliche Aktivitit ausgelosten
Anpassungsreaktionen im Skelettmuskel. Durch PGC-1a wurden unter anderem
strukturelle Verdnderungen wie Angiogenese zur besseren Versorgung mit Sauerstoff
(Arany et al. 2008), verbesserte neuromuskulére Verbindungen (Handschin et al. 2007b),
veranderte Fasertypverhiltnisse (Li et al. 2002) und Einfliisse auf den Calciumtransport
(Summermatter et al. 2012) beschrieben. Uber Induktion der Fettoxidation (Summermatter
etal. 2011) und der mitochondrialen Biogenese (Lin et al. 2005; Summermatter et al.
2012) verandert es den Muskelmetabolismus.

Um diese positiven Reaktionen auslosen zu kdnnen, ist eine Expressionserhohung (bzw.
erhohte Aktivitit) von PGC-1a die Grundvoraussetzung. Die erhohte Expression nach
Akutbelastung sowie im Trainingsverlauf bestétigt, dass diese Grundvoraussetzung durch
korperliche Aktivitdt beim Menschen ausgeldst werden kann. Auerdem konnte gezeigt
werden, dass die Hohe der Expressionssteigerung abhéngig vom Trainingsstatus war und
die Ruheexpression vor allem durch Ausdauertraining zunahm.

In Ubereinstimmung hierzu sind die Daten von Pilegaard et al. 2003, die eine
Expressionssteigerung von PGC-1a gegeniiber der Ruheexpression im Anschluss an die
durchgefiihrten Belastung mittels ,,knee extensor exercise* beschrieben. Das
Expressionsmaximum wurde hier in der Biopsie 2 Stunden nach Belastung gemessen.

24 Stunden nach der Belastung war erneut die Ruheexpression messbar. Im Vorfeld der
akuten Belastung hatten die 7 Probanden ein 4-wdchiges Trainingsprogramm mit
ausschliefSlich einem Bein absolviert. In Ruhe bestanden, anschlielend an dieses
ausschlieBlich mit einem Bein absolvierte Trainingsprogramm, keine unterschiedlichen
Expressionen zwischen den trainierten und untrainierten Beinen. Die Forschungsgruppe
ging davon aus, dass das Genexpressionsverhalten im untrainierten Bein, der Expression
vor Trainingsbeginn entsprechen wiirde. Im Vergleich zwischen untrainierter und
trainierter Muskulatur, kamen wir, in Hinblick auf den Ruhezustand, zu den gleichen
Ergebnissen. Bezogen auf den Einfluss einer akuten Belastung kamen wir zu kontréren
Beobachtungen. In der zweiten Akutbelastung zeigten unsere Probanden einen geringeren
Expressionsanstieg. Bei Pilegaard et al. 2003 wies das zuvor trainierte Bein eine
signifikant hohere Expressionssteigerung gegeniiber dem untrainierten Bein auf. Die
Ursache der unterschiedlichen Beobachtung kdnnte in den unterschiedlichen
Akutbelastungen liegen. Wahrend die Probanden bei Pilegaard et al. 2003 eine (zumindest
einem Bein) bekannte Belastung am Ende des Trainingsprogrammes absolvierten, wurde

unsere Akutbelastung zu Beginn des jeweiligen Trainingsblockes durchgefiihrt und
67



beinhaltete eine Kombination aus Kraft- und Ausdauerbelastung. Ein weiterer Unterschied
bestand im Zeitpunkt der Biopsieentnahme 2 Stunden (Pilegaard et al. 2003) vs. 3 Stunden
nach Ende der Akutbelastung (in unseren Untersuchungen). Bei Pilegaard et al. 2003 kam
es in der nach 6 Stunden entnommenen Biopsie zu einer Entwicklung mit vergleichbarer
Tendenz zu unseren Ergebnissen. In der nach 6 Stunden entnommenen Biopsie war
PGC-1a im untrainierten Muskel hoher expremiert. Ein weiterer zu beachtender Aspekt ist,
dass Catoire et al. 2012 auch im ruhenden kontralateralen Muskel einen Einfluss auf die
Genexpression nachweisen konnten. Mit Wissen iiber diese systemischen Effekte, ist
zwischenzeitlich zu hinterfragen, ob die Expression des kontralateralen Muskels
tatsdchlich dem Ausgangszustand vor Trainingsbeginn entsprach und somit diesem
gleichgesetzt werden durfte.

Eine weitere Studie, die sich unter anderem mit dem Einfluss akuter Belastung und einem
9-tdgigen Ausdauertraining auf die Genexpression von PGC-1a beschiftigte, ist die Studie
von Tunstall et al. 2002. Hier konnte erstaunlicherweise keine verdnderte Genexpression
zwischen den Biopsien vor und nach Training nachgewiesen werden.

Russell et al. 2003 beschéftigte sich ebenfalls mit der Genexpression von PGC-1a vor und
nach einem 6-wochigen Ausdauer(lauf)training. Zusétzlich wurde die
Muskelfasertypzusammensetzung in den Proben untersucht. So konnte eine erhdhte
PGC-1a Expression in Zusammenhang mit einer Erhchung des Prozentsatzes an

MHC Typ I Fasern gestellt werden. Die hochste Ausgangsexpression, wie auch die hochste
Expressionssteigerung wurde interessanterweise in MHC Typ Ila Fasern detektiert.

MHC Typ Ila und IIx waren am Trainingsende prozentual reduziert. Diese hohe
Expressionssteigerung mit Maximum in MHC Typ [la wurde mittels der Fahigkeit, die
mitochondriale Biogenese zu erhohen, interpretiert (Russell et al. 2003). Unterstiitzend fiir
diese Hypothese wurden die Ergebnisse von Howald et al. 1985 aufgefiihrt, die bereits eine
Zunahme der Mitochondriendichte ausgeldst durch 6 Wochen Ausdauertraining in allen

3 Muskelfasertypen beobachtet hatten.

In Miusen war PGC-1a (zusammen mit Calcineurin) zuvor bereits von Li et al. 2002 eine
wichtige Rolle bei der Auslosung von funktionellen Verdnderungen in Richtung oxidativer
Fasern in Typ Il Fasern zugeschrieben worden. Im Unterschied zu Russell et al. 2003
wurde das hochste PGC-1a nicht in Typ Ila, sondern in Typ I nachgewiesen (Li et al.
2002).

Summermatter et al. 2013 beschrieben eine essenzielle Rolle von PGC-1a in der
Regulation des Laktatstoffwechsels bei Mdusen. Die erhdhte Expression von PGC-1a

durch Belastung in unserem Probandenkollektiv kdnnte ein Hinweis auf die
68



Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf den Menschen sein. In den folgenden Abschnitten
wird evaluiert, ob in unserem Probandenkollektiv auch die demzufolge zu erwartende

verdnderte Genexpression bei LDH-A und LDH-B zu beobachten war.

4.2 LDH-A: Expressionssteigerung durch Akutbelastung und Beginn des

Trainings, unabhéngig von der Trainingsmodalitét

In unseren Untersuchungen steigerte sich die Expression von LDH-A durch die
Akutbelastung signifikant (siche Abbildung 15). Interessanterweise kam es bei getrennter
Betrachtung der Akutbelastung vor Beginn des 1. und 2. Trainingsblockes ausschlieBlich
bei der 1. Akutbelastung zu einer signifikanten Steigerung (sieche Abbildung 16). Durch
die identische 2. Akutbelastung nach einer 3-monatigen Detrainingsphase war diese
Expressionssteigerung nicht mehr auslosbar. Weiterhin war eine signifikant hdhere
Expression von LDH-A in Ruhe vor Beginn des 2. Trainingsblockes messbar. Hieraus 1édsst
sich auf einen carry-over Effekt schlieen, der unabhiangig von der im 1. Block
absolvierten Trainingsmodalitét ist. Dafiir spricht, dass es keinen signifikanten Unterschied
zwischen dem Wert vor Ausdauertraining und vor Krafttraining gab, wenn die jeweiligen
Gruppen die gemischten Trainingsreihenfolgen enthielten (siche Abbildung 18).
Allerdings gab es auch keine signifikante Steigerung zwischen jeweils 1. und 2. Ruhewert
bei getrennter Betrachtung entsprechend der Trainingsreihenfolge (sieche Abbildung 19).
Dies ist nur teilweise mittels Anpassungsreaktion erklérbar.

Der Einfluss des Trainings schien unabhéngig von der Trainingsmodalitét zu sein. Sowohl
im Ausdauer- wie auch im Krafttrainingsblock kam es wéhrend der ersten 3 Wochen
Training zu einer signifikante Expressionssteigerung von LDH-A (sieche Abbildung 18).
Im weiteren Verlauf dann im Ausdauertrainingsblock zu einer signifikanten Reduktion
zwischen dem Wert nach 3 Wochen zum Wert nach 8 Wochen. Bei getrennter Auswertung,
entsprechend der unterschiedlichen Trainingsreihenfolge, kam es jeweils in dem zuerst
absolvierten Trainingsblock zu einer Expressionssteigerung zu Trainingsbeginn, die im
weiteren Verlauf erneut abnahm (siehe Abbildung 19). Es ist demnach davon auszugehen,
dass die Expressionssteigerungen sowohl in Zusammenhang mit dem ,, Trainingsalter* wie
auch der Trainingsmodalitdt standen. Aufgrund des carry-over Effekts zwischen den
Trainingsphasen und der daraus resultierenden hoheren Ausgangsexpression vor Beginn
des 2. Trainingsblockes, fehlte die signifikante Steigerung im 2. Trainingsblock. Hieraus ist

abzuleiten, dass die LDH-A Expression sowohl durch Akutbelastung wie auch durch
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wiederholte (Ausdauer- oder Kraft-)Trainingsreize bei untrainierten Probanden
zunichst gesteigert wird. Diese Steigerung der Ruheexpression war auch nach
3-monatiger Detrainingsphase weiter nachweisbar und bot eine veranderte
Ausgangssituation fiir den folgenden Trainingsblock. Somit ist aufgrund der ungleichen
GruppengroBBen zwischen Beginn mit Ausdauertraining (n = 15) vs. Beginn mit dem
Krafttrainingsblock (n = 6), sowie der hieraus unterschiedlichen Mischung aus 1. vs.

2. Trainingsblock, eine Interaktion der Ergebnisse bezogen auf die Trainingsmodalitit mit
dem Zeitpunkt der Durchfithrung zu beachten.

Diese Ergebnisse entsprechen nicht der vor Versuchsbeginn, anhand des Studienteils |
(nicht Teil dieser Dissertation) und der Arbeit von Summermatter et al. 2013 aufgestellten
Hypothese, wonach die LDH-A Expression durch Training, insbesondere
Ausdauertraining, verringert werden sollte. Grundlage dieser Hypothese war die von
Summermatter et al. 2013 beschriebene geringere Expression von LDH-A in Méusen mit
genetisch erhohter PGC-1a Expression. Durch diese genetische Verédnderung im Bereich
von PGC-1a sollten die durch PGC-1a vermittelten Anpassungsreaktionen an Training im
Skelettmuskel imitiert werden. LDH-A kodiert fiir die LDH-M-Untereinheit des tetrameren
Laktatdehydrogenasekomplexes. Diese M-Untereinheit katalysiert bevorzugt die Reaktion
von Pyruvat zu Laktat. Durch eine geringer LDH-A Expression sinkt die Anzahl der fiir die
LDH-Tetramere verfiigbaren M-Untereinheiten. Der Anteil von LDH 5 und die Kapazitit
des Muskelgewebes zur Bildung von Laktat aus Pyruvat sinkt. Hierdurch hatte die erhohte
PGC-1a Expression in den untersuchten Mdusen iiber eine Reduktion der LDH-A
Expression Einfluss auf die Laktathomoostase. Passend zu den von Summermatter et al.
2013 beschriebenen Verdnderungen in den Méusen mit genetisch imitierter trainierter
Muskulatur war in Studienteil I der BAM-Studie die LDH-A Expression in den
Muskelproben der trainierten Probanden geringer verglichen mit der der untrainierten
Probanden. Somit konnte eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus dem Mausmodell auf
den Menschen vermutet werden. Basierend auf diesen Uberlegungen hatten wir mit einer
Abnahme der LDH-A Expression im Laufe des Trainingsprogrammes gerechnet. In der
Auswertung zeigte sich jedoch zunichst eine Zunahme der LDH-A Expression sowohl
durch die Akutbelastung wie auch eine Zunahme der Ruheexpression im Trainingsverlauf
verglichen mit der Ausgangsruheexpression. Im Laufe des Trainings nahm die Expression
im Ausdauertrainingsblock erneut ab, blieb jedoch iiber der Ausgangsexpression. Eine
mogliche Ursache fiir die unterschiedlichen Beobachtungen konnte sein, dass wir unsere
Untersuchungen mit untrainierten Probanden durchfiihrten. Diese Probandenpopulation

wurde gewdhlt, da hier eine moglichst stark ausgepragte Reaktion auf den Trainingsreiz zu
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erwarten war. Zudem &hnelten sich die Probanden durch diese Wahl in ihrer
Ausgangsfitness und Trainingshistorie. Die in Studienteil I untersuchten Ausdauer- und
Kraftsportler betrieben ihre jeweilige Sportart bereits {iber einen ldngeren Zeitraum. Somit
konnte den unterschiedlichen Beobachtungen eine differenzierte Verdnderung der
Genexpression entsprechend des Trainingsalters zugrunde liegen. Hierfiir spricht die
zundchst beobachtet Expressionssteigerung, gefolgt von einer Abnahme der LDH-A
Genexpression im weiteren Trainingsverlauf. Dartiber hinaus konnte bei genauer
Betrachtung unsere Ergebnisse in der Gruppe, welche den Ausdauerblock anschlieBend an
den Krafttrainingsblock absolvierte, eine tendenzielle Abnahme (unter die
Ausgangsexpression) beobachtet werden. Diese blieb, wahrscheinlich aufgrund der
geringen Probandenzahl in dieser Gruppe (n=6), jedoch ohne Signifikanz. Durch den
carry-over Effekt aus dem 1. Trainingsblock (Krafttraining), hatten die Probanden zu
Beginn des Ausdauertrainings bereits eine bessere Ausgangsfitness. Es konnte somit aus
den Daten geschlossen werden, dass es sowohl durch eine akute Belastung wie auch durch
Training beim Untrainierten zunichst zu einer Expressionssteigerung kommt und erst ab
Erreichen einer gewissen Grundfitness wieder zur bisher durch Summermatter et al. 2013
und Studienteil I beschriebenen Abnahme der Expression.

Bei Untersuchungen an muskelspezifischen PGC-1a knock-out Mausen konnten
Handschin et al. 2007a eine Reduktion der LDH-A Expression messen. Somit stehen diese
Ergebnisse ebenfalls im Gegensatz zu der von Summermatter et al. 2013 beschriebenen
Reduktion der LDH-A Expression durch Uberexpression von PGC-1a in Miusen. Die
muskelspezifischen PGC-1a knock-out Miusen zeigten in den durchgefiihrten
Untersuchungen eine reduzierte freiwillige Aktivitdt und Maximalkraft, sowie eine
geringere Ausdauerleistungsfahigkeit (Handschin et al. 2007a; Handschin et al. 2007b).
Aufgrund des anderweitigen Fokus der Arbeit, wurde die LDH-A Expression nicht aus
Muskelproben nach Belastung oder Training bestimmt, bzw. diese Ergebnisse nicht im
Paper veroffentlicht.

In Zusammenschau der oben aufgefiihrten Ergebnisse ist nicht abschlieen zu kléren, in
wieweit ein unipolarer Zusammenhang zwischen PGC-1a Expression/
Ausdauerleistungsfahigkeit und LDH-A Expression besteht. Eine neue und mit weiteren
Untersuchungen zu iiberpriifende Hypothese ist, dass die LDH-A Expression beim zuvor
vollkommen untrainierten Organismus durch Training zunéchst ansteigt und nach
Erreichen einer gewissen Grundfitness durch weiteres Training und somit zunehmender
Leistungsfahigkeit erneut abnimmt. Des Weiteren ist der molekulare Mechanismus der

Wirkung von PGC-1a auf die LDH-A Expression bisher nicht bekannt. Eine Interaktion
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durch weitere Faktoren mit Einfluss auf die LDH-A Expression ist hiermit ebenfalls

moglich.

4.3 LDH-B: ausgepragtere Expressionssteigerung durch Ausdauertraining

verglichen mit Krafttraining

Im Gegensatz zu LDH-A war die Expression von LDH-B nicht durch eine akute Belastung
beeinflussbar (siche Abbildung 20).

Wihrend des absolvierten Trainingsprogrammes war, sowohl durch Ausdauer- wie auch
Krafttraining, eine signifikante Steigerung der LDH-B Expression im Trainingsverlauf
messbar (siche Abbildung 23). Wihrend die Steigerung im Krafttrainingsblock erst nach 8
Wochen Training signifikant wurde, war im Ausdauertrainingsblock bereits nach 3 Wochen
eine signifikante Steigerung messbar, die bis zum Ende des 8-wochigen Ausdauertrainings-
programmes sogar hochsignifikant wurde. Aufgrund des zwischen den Ruhewerten vor
dem 1. und 2. Trainingsblock bestehendem signifikanten Unterschied mit h6herer
Expression vor Beginn des 2. Trainingsblockes (siche Abbildung 21), erfolgte eine
getrennte Auswertung entsprechend der Trainingsreihenfolge (siche Abbildung 24). Hier
fehlte, a.e. bei bereits vor Trainingsbeginn durch den carry-over Effekt des
vorausgegangenen Ausdauerblockes erhohter Expression von LDH-B, die signifikante
Steigerung innerhalb des Krafttrainingsblockes. Daraus kdnnte geschlossen werde, dass die
durch Krafttraining ausgeloste geringere Expressionssteigerung nur bei zuvor untrainierten
Probanden und dementsprechend geringer Ausgangsexpression zu einer signifikanten
Anderung innerhalb des 8-wdchigen Trainingsprogrammes fiihrte.

Die beobachtete Expressionssteigerung von LDH-B durch Ausdauertraining passt zu den
Ergebnissen von Stepto et al. 2009. Im Rahmen der Analyse der Auswirkungen von
langjéhrig ausgeiibtem Training auf das Genexpressionsmuster im Muskel identifizierten
Stepto et al. 2009 LDH-B als eines der drei Gene (neben MDH1 und SLC16A7), die bei
Ausdauersportlern hoher exprimiert waren. Ausdauersportler, welche {iber viele Jahre
regelméfiges Ausdauertraining betrieben hatten, besalen im Vergleich mit Kraftsportlern
oder Untrainierten, eine signifikant hohere Expression von LDH-B. Im Unterschied zu
unseren Ergebnissen wurden hierbei nicht die Expressionen der einzelnen Proben ermittelt,
sondern ein Homogenat der 6-7 Proben je Gruppe angefertigt und in diesem die relative
Expression mittels PCR bestimmt. Ob der ebenfalls beschriebene Unterschied zwischen

Ausdauer- und Kraftsportlern, welcher innerhalb unseres Probandenkollektives nach 8
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Wochen Training noch nicht signifikant war, auf dem langjdhrigen Trainings oder auf
interindividuellen Veranlagungen basierte, ist nicht zu sagen. Eine Beobachtung iiber einen
noch ldngeren Trainingszeitraum konnte dariiber Aufschluss bieten, ob LDH-B in den
jeweiligen Gruppen weiterhin unterschiedlich stark steigt, ob es ab einem bestimmten
Trainingslevel zu einer Plateaubildung kommt und wie sich die Differenz in den
Expressionssteigerungen der LDH-B zwischen den beiden Trainingsformen entwickelt.
Die durch das Trainingsprogramm ausgeldsten Verdnderungen im Bereich der LDH-B
Expression stimmen mit der vor Studienbeginn aufgestellten Hypothese liberein. Basierend
auf den Ergebnissen von Summermatter et al. 2013 und den Ergebnissen aus Studienteil I
der BAM-Studie (nicht Teil dieser Dissertation) stellten wir die Hypothese auf, dass die
LDH-B Expression durch Training beeinflusst und gesteigert werde kann. Diese
Steigerung sollte durch Ausdauertraining ausgeprégter sein wie durch Krafttraining.
Miuse, die eine muskelspezifische Uberexpression von PGC-10 besaBen, hatten im
Vergleich mit Wildtypméusen eine hohere Expression von LDH-B (Summermatter et al.
2013). Zudem wiesen sie eine hohere Ausdauerleistungsfahigkeit und ein besseres
Laktathandeling auf. In Studienteil I konnte in der ausdauertrainierten Muskulatur im
Vergleich zur untrainierten Muskulatur ebenfalls eine hohere LDH-B Expression gemessen

werden.

4.4 1LDH-A/LDH-B-Ratio: vielversprechender Marker fiir

Ausdauertrainingszustand?

In den durchgefiihrten Untersuchungen blieb die Ratio der Expression von LDH-A zu
LDH-B unbeeinflusst durch die Akutbelastung im Krafttraum und auf dem
Fahrradergometer (siche Abbildung 25). Durch das Ausdauertraining kam es zu einer
hochsignifikanten Reduktion der Ratio {iber den gesamten Trainingsverlauf (siehe
Abbildung 28). Zusitzlich kam es zu einer signifikanten Reduktion zwischen Woche 3
und 8§ des Ausdauertrainings. Wéahrend des Krafttrainingsblockes kam es zu keiner
signifikanten Reduktion. Auch bei der Ruheratio bestand ein signifikanter Unterschied
zwischen den Werten vor Beginn des 1. und 2. Trainingsblockes (siche Abbildung 26).
Somit war auch hier ein carry-over Effekt iiber die Detrainingsphase hinaus vorhanden.
Um eine Ergebnisverfilschung zu verhindern und den Einfluss von carry-over Effekt und
der groferen Anzahl an Probanden mit Beginn im Ausdauerblock zu beurteilen, erfolgte

auch hier die getrennte Auswertung entsprechend der Trainingsreihenfolge (siche
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Abbildung 29). Hierbei zeigte sich in der groeren Gruppe (n = 15) mit der Reihenfolge
Ausdauer- und anschlieBend Krafttraining wiederum eine hochsignifikante Reduktion
durch 8 Wochen Ausdauertraining. In der Gruppe, die mit dem Krafttrainingsblock
begonnen hatten (n = 6), waren keine signifikanten Unterschiede messbar.

Die LDH-A/LDH-B-Ratio war bei unseren Werten somit spezifisch fiir die Verdnderung
der Genexpression im Bereich der LDH-Gene, die durch lingerfristiges Ausdauertraining
hervorgerufen wurde. Es kam zu keiner Interaktion durch akute Belastung. Auch
Krafttraining hatte in dem von uns beobachteten Zeitraum keinen relevanten Einfluss auf
die Ratio. Die in den vorangehenden Abschnitten beschriebenen Expressions-
verdnderungen im Bereich der LDH-Gene zeigten eine vergleichsweise hohere
Beeinflussbarkeit von LDH-B durch Ausdauertraining. Obwohl es bei LDH-A zu einer
weniger eindeutigen Verdnderung kam, war die Ratio aus LDH-A und LDH-B spezifischer
fiir die durch Ausdauertraining ausgeldsten Verdnderungen auf Genexpressionsebene als

die LDH-B Expression alleine.

4.5 Zusammenhang Fasertyp und LDH-Isoenzymvorkommen

Bereits 1964 veroffentlichen van Wijhe et al. 1964 eine Arbeit, in der sie den von ihnen
beobachteten Zusammenhang zwischen der LDH-Isoenzymzusammensetzung und den
unterschiedlichen menschlichen Muskeltypen beschrieben. In roten, aerob orientierten
Muskeln fanden sie alle 5 LDH-Isoenzyme, jedoch vorwiegend Isoenzym I, II und III. Die
Isoenzyme IV und V waren hingegen in den weilen, anaeroben arbeitenden Muskeln
vorhanden. Sie empfanden diese Verteilung als logisch und sinnvoll in Bezug auf die
unterschiedlichen Stoffwechseleigenschaften der beschriebenen Muskeln. Leberer und
Pette 1984 stellten ebenfalls einen Zusammenhang zwischen den Fasertypen und dem
LDH-Isoenzymvorkommen in Hasenmuskeln her. Sie lehnten im Weiteren allerdings einen
Zusammenhang zwischen der aeroben Kapazitit und dem Vorkommen der H-Untereinheit
ab, weil sie in Typ Ila und IIb Fasern jeweils eine dhnliche Mischung aus LDH 3-5
bestimmten, die Fasern aber hohe bzw. niedrige aerobe Kapazititen aufwiesen. Die
Verdnderungen in der LDH-Isoenzymverteilung bei bereits trainierten Marathonldufern
durch weiteres Training auf einen Wettkampf wurden von Apple und Rogers 1986
untersucht. Sie kamen zu dem Schluss, dass das LDH-Typ Vorkommen zwar abhéngig vom
Fasertyp ist, es aber auch zu einer Verschiebung der Isoenzymverteilung ohne Anderung

des Fasertyps kommen kann. Dies wurde durch die am Ende der Trainingsperiode erh6hte
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LDH 1 Aktivitit ohne Verdnderungen in der Fasertypverteilung belegt. Interessanterweise
kam es insgesamt zu einer Abnahme der totalen LDH Aktivitét. Eine positive Korrelation
zwischen der Menge an LDH-A und Typ II Fasern sowie LDH-B mRNA und Typ I Fasern

konnte von Plomgaard et al. 2006 in menschlichen Muskelproben detektiert werden.

4.6 Proteinexpression

Die mittels Western Blot analysierten Proteinexpressionsverdnderungen sind aufgrund der
eingeschriankten Aussagekraft des Western Blots als Analysemethode, nicht mittels
statistischer Analysen zu evaluieren und konnen lediglich als Abbild ggf. vorhandener
Tendenzen gewertet werden. Dennoch entschieden wir uns aufgrund der weiten
Verbreitung des Western Blot in der wissenschaftlichen Welt, zur Durchfiihrung gefolgt
von einer moglichst effizienten Auswertung. Aussagekriftig waren die Ergebnisse im
Bereich der LDH-B Proteinexpression vor Beginn des 1. und 2. Trainingsblockes. Es kam
bei allen untersuchten Probanden (bis auf einen) zu einem Anstieg der LDH-B
Proteinexpression zwischen Beginn des 1. und 2. Trainingsblockes. Bei dem Probanden,
mit geringerer Expression vor Beginn des 2. Trainingsblockes, war dieser Unterschied
vergleichsweise gering ausgeprigt und kann ggf. auch im Rahmen der eingeschriankten
Messgenauigkeit entstanden sein. Somit war deutlich zu sehen, dass auch noch nach
3-monatiger Detrainingsphase eine erhohte LDH-B Proteinexpression vorhanden zu sein
scheint. Dies entspricht den Beobachtungen auf Ebene der Genexpression. Hier war die
LDH-B Expression vor Beginn des 2. Trainingsblockes ebenfalls signifikant hoher wie vor
Beginn des 1. Trainingsblockes.

Eine weitere Beobachtung konnte im Bereich der Proteinratio von LDH-A zu LDH-B
gemacht werden. Die Ratio am Ende des Ausdauertrainingsblockes war bei 6 der

7 Probanden niedriger, wie am Ende des Krafttrainingsblockes. Des Weiteren reduzierte
sich die Ratio wiahrend des Ausdauertrainings bei 5 Probanden. Auch hier passten die
Verdnderungen auf Proteinebene zu denen auf Ebene der Genexpression. Auf
Genexpressionseben war die LDH-A/LDH-B-Ratio spezifisch fiir die durch
Ausdauertraining hervorgerufenen Verdanderungen. Bei vorwiegend geringerer Ratio am
Ende des Ausdauertrainingsblockes gegeniiber dem Ende des Krafttrainingsblockes, sowie
Abnahme der Ratio ausschlieBlich wihrend des Ausdauertrainingsblockes ist eine

entsprechende Veranderung auch auf Proteinebene anzunehmen.
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4.7 Antworten auf die urspriingliche Fragstellung

Wie beeinflusst Ausdauertraining bzw. Krafttraining die LDH-A/LDH-B-Ratio im Muskel?

Auf Grundlage der vorgestellten Studie ist anzunehmen, dass sich durch Ausdauertraining
die LDH-A/LDH-B-Ratio im Muskel verringert. Eine entsprechende Tendenz ist durch
Krafttraining ebenfalls zu beobachten, es kam innerhalb eines 8-wochigen
Trainingsprogrammes aber zu keiner signifikanten Verdnderung. Ob diese durch
langerfristiges Krafttraining zustanden kommen wiirde, sollte mittels weiterer

Untersuchungen evaluiert werden.

Unterscheiden sich die durch Ausdauertraining bewirkten Verinderungen, von denen die

durch Krafttraining erreicht werden?

In Bezug auf die Verdnderungen im Bereich der LDH-A und LDH-B mRNA Expression ist

dies mit ja zu beantworten. Wahrend LDH-A vor allem auf ungewohnte (Kraft- und
Ausdauer-) Trainingsreize mit einer Expressionserhdhung zu reagieren scheint, kommt es
bei der LDH-B Expression zu einer deutlich hoheren Anpassungsreaktion auf

Ausdauertraining, aber nicht zu einer Verdnderung der Expression auf einen akuten Reiz.

Kann die LDH-A/LDH-B-Ratio als Marker fiir die Ausdauerleistungsfahigkeit gesehen

werden?

In den erhobenen Daten zeigte sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen Zunahme
der Ausdauerleistungsfihigkeit und Abnahme der LDH-A/LDH-B-Ratio. Eine
Beeinflussung durch akute Belastung oder Krafttraining zeigte sich nicht. Somit erfiillt die
LDH-A/LDH-B-Ratio die Grundvoraussetzungen um als Trainingsmarker fiir die
Ausdauerleistungsfahigkeit genutzt werden zu konnen. Wie sich die Ratio unter
langerfristigem Training entwickelt, ob sie beispielsweise ab einem gewissen

Leistungsniveau ein Plateau erreicht, miissen weitere Untersuchungen zeigen.

Uberblick und schematische Darstellung dieser Ergebnisse im Anhang 8.3, Seite 92.
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4.8 Limitationen

Durch die ungleiche Gruppengrofle zwischen Beginn mit Ausdauer- und Krafttraining
(urspriinglich im Studiendesign anders vorgesehen bzw. geplant, jedoch nicht konsequent
an allen Studienorten umgesetzt) gingen wichtige Informationen iiber den Einfluss der
Trainingsreihenfolge verloren. Dies diirfte die Hauptlimitation unserer Untersuchungen
sein. Hierdurch gingen wichtige Informationen iiber den Einfluss der Trainingsreihenfolge
verloren, da oftmals nicht gesagt werden konnte, ob die analysierten Unterschiede
zwischen diesen beiden Gruppen ihre Ursache in der Abfolge der Trainingsmodalititen
oder in der unterschiedlichen Gruppengrof3e hatten. Abgesehen hiervon konnte auf die
Ergebnisse einer ausreichend groBBen Probandenzahl zuriickgegriffen werden, die im
Vergleich zu dhnlichen Studien hoher ist.

Eine weitere Einschriankung resultiert aus der aufgrund der von uns erhobenen Daten
(zumindest auf Eben der Genexpression) als falsch einzuschédtzenden Annahme, dass
anschlielend an eine 3-monatige Detrainingsphase erneut der Ausgangszustand erreicht
sein wiirde. Dies beinhaltet andererseits aber auch eine neue Erkenntnis {iber die Dauer der
durch Trainingsreize ausgeldsten Veranderungen auf Genexpressionseben im Bereich der
untersuchten Zielgene. Trotzdem wére eine erneute Spiroergometrie und
Maximalkraftbestimmung vor Beginn des 2. Trainingsblockes wiinschenswert gewesen.
Diese erneute Bestimmung das Leistungsfahigkeit wurde nicht durchgefiihrt, da aufgrund
der bisher in diesem Bereich verfiigbaren Daten, davon ausgegangen wurde, dass durch die
3-monatige Detrainingsphase der untrainierte Ausgangszustand erneut erreicht sein wiirde.
Mit dieser erneuten Bestimmung der Leistungsfdhigkeit, hitte die Moglichkeit bestanden,
eine Verkniipfung des carry-over Effekts auf Ebene der Genexpression mit der

Leistungsfahigkeit, herzustellen.

4.9 Ausblick

Zur Evaluation der Entwicklung der Genexpression bei lingerfristiger Exposition
gegeniiber den Reizen eines Ausdauer- oder Krafttrainings und die Entwicklung im
Bereich hoherer Leistungsfahigkeit, wére eine Beobachtung iiber einen ldngeren Zeitraum
wiinschenswert. Da der Zeitraum mit 7 Monaten (2 x 8 Wochen Training plus 3 Monate
Detrainingsphase) fiir die Probanden bereits bei unserer Studie relativ lang war, wird es nur

schwer moglich sein, ausreichend Probanden fiir eine entsprechende Studie zu akquirieren
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und bis zum Ende der Untersuchung eine ausreichende Motivation sicher zu stellen. Eine
Alternative wire die Untersuchung an bereits (méaBig) trainierten Probanden, um somit ein
hoheres Einstiegsniveau zu erlangen. Es konnten auch die Verdnderungen innerhalb einer
Trainingssaison durch Analyse von Muskelproben vor Beginn bzw. am Ende des
Trainingszeitraumes untersucht werden.

Eine weitere Spezifizierung der Ergebnisse konnte durch die zusétzliche Bestimmung der
LDH-Isoenzymaktivitét erreicht werden. Zusitzlich konnte durch Bestimmung der
LDH-Komplexzusammensetzung eine Verbindung zwischen Genexpression und

Isoenzymzusammensetzung bewiesen werden.

Abseits der Sportmedizin wird der LDH auch im Tumorstoffwechsel eine essenzielle Rolle
zugeschrieben. Auf diesem Hintergrund untersuchte die Forschungsgruppe um Aveseh et
al. 2015 den Einfluss von Ausdauertraining auf die Expression von LDH-A und LDH-B in
Brustkrebszellen bei Mdusen. Sie konnten zeigen, dass es durch Ausdauertraining zu einer
Abnahme der LDH-A Expression in den Tumorzellen kam, die LDH-B Expression stieg.
Dies fiihrte zu einem Shift Richtung LDH-1 im Bereich der LDH-Isoenzyme, sowie einer
geringeren Laktatkonzentration im Tumorgewebe der trainierten Méuse. Die Tumore bei
den Méausen der Ausdauertrainingsgruppe waren zudem kleiner und leichter als die der
Kontrolltiere. Somit konnte die Studie ein Hinweis auf einen positiven Effekt von

Ausdauertraining bei Burstkrebspatienten darstellen.
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5 Zusammenfassung

Die Laktathomoostase hat einen hohen Stellenwert im Spitzen- und Breitensport, unter
anderem aufgrund der weit verbreiteten Laktat-Leistungsdiagnostik. Die Regulation der
Laktathomoostase, sowie die durch Training verursachten Verdnderungen, sind jedoch auf
molekularer Ebene bisher nur unzureichend untersucht. Das maf3geblich am
Laktatstoffwechsel beteiligte Enzym ist die Laktatdehydrogenase (LDH). Die
verschiedenen Isoformen des tetrameren LDH-Komplexes unterscheiden sich in ihrer
Zusammensetzung der verfiigbaren Untereinheiten. Untereinheit M (muscle subunit)
katalysiert die Reduktion von Pyruvat zu Laktat, Untereinheit H (heart subunit) die
Oxidation von Laktat zu Pyruvat. Entsprechend ihrer Zusammensetzung katalysiert die
LDH somit vorzugsweise den Aufbau bzw. Abbau von Laktat. Auf mRNA-Ebene
(messenger ribonucleid acid) wird die M-Untereinheit durch das LDH-A Gen kodiert, die
H-Untereinheit durch das LDH-B Gen.

In Studien an Méusen, bei denen durch muskelspezifische Uberexpression von

PGC-1a (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) ein
ausdauertrainierter Phinotyp imitiert wurde, konnte gezeigt werden, dass sich die

LDH-A (Laktatdehydrogenase-A) Expression gegeniiber Wildtypméusen verringerte und
die LDH-B (Laktatdehydrogenase-B) Expression steigerte und so die Laktathomdostase
beeinflusst wird. Ergidnzend hierzu konnten wir auf die Ergebnisse der Querschnittsstudie,
Studienteil I der BAM-Studie (Belastungs- und Anpassungsmanagement im Spitzensport),
zugreifen, die eine hohere Expression von LDH-A bei untrainierten Probanden sowie im
Vergleich einen hohere LDH-B bei ausdauertrainierten jungen ménnlichen Probanden fand.
Diese Ergebnisse dienten als Grundlage zur Generierung der bearbeiteten Hypothese: Auch
beim Menschen steigt durch regelméfBiges Ausdauertraining die PGC-1a Expression, was
zu einer Reduktion von LDH-A und Steigerung der LDH-B Expression in der
Skelettmuskulatur fiihrt und somit zu einer Abnahme der LDH-A/LDH-B-Ratio. Diese
Verianderung ist durch Krafttraining nicht auslosbar, sodass eine verringerte
LDH-A/LDH-B-Ratio ein Trainingsmarker fiir ausdauertrainierte Muskulatur ist.

Mittels unserer Cross-over-Trainingsstudie, Studienteil 11 der BAM-Studie, wurde der
Einfluss von Ausdauer- bzw. Krafttraining, sowie einer akuten Belastung im Kraftraum
und auf dem Fahrradergometer auf die PGC-1a, LDH-A und LDH-B Expression im
Muskelgewebe untersucht. Die Probanden absolvierten ein 8-wochiges Ausdauer- oder
Krafttraining, gefolgt von einer 3-monatigen Pause und einer zweiten Trainingsphase in

der bisher noch nicht trainierten Trainingsmodalitit. Vor Trainingsbeginn, nach erfolgter
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Akutbelastung, nach 3 Wochen Training und am Ende des Trainingsprogrammes wurden
Muskelbiopsien entnommen. In diesen Muskelproben wurde mittels qPCR (quantitative
real-time Polymerasekettenreaktion) die Menge an PGC-1a, LDH-A und LDH-B
bestimmt. Durch die Akutbelastung kam es zu einer Expressionssteigerung von PGC-1a.
Die PGC-1a Ruheexpression wurde, im Gegensatz zum Krafttraining, durch
Ausdauertraining signifikant gesteigert und nahm im weiteren Trainingsverlauf weiter zu.
Die LDH-A Expression wurde durch sdmtliche Trainingsreize bei den untrainierten
Probanden zunichst gesteigert. LDH-B war nicht durch eine akute Belastung beeinflussbar.
Im Trainingsverlauf erhohte sich die LDH-B Expression durch Ausdauer- wie auch
Krafttraining signifikant, ausgeprigter jedoch durch Ausdauertraining. Die von uns vor
Studienbeginn als Zielparameter definierte LDH-A/LDH-B-Ratio war spezifisch fiir die
durch Ausdauertraining ausgeldsten Verdnderungen der LDH Gene im Skelettmuskel. Es
kam zu einer hochsignifikanten Reduktion der Ratio wihrend der Ausdauertrainingsphase.
Durch Krafttraining oder eine akute Belastung wurde die Ratio nicht beeinflusst. Mittels
Western Blot konnten wir auch auf Proteinebene eine Zunahme des LDH-B Proteins nach
Absolvierung des ersten Trainingsblockes nachweisen. Die Proteinratio von LDH-A zu
LDH-B reduzierte sich durch das Ausdauertraining bei der Mehrzahl der Probanden und
war am Ende des Ausdauerblockes meist geringer als zum Ende des Krafttrainingsblockes.
Zusammenfassend konnte durch unsere Untersuchungen gezeigt werden, dass eine akute
korperliche Belastung Einfluss auf die Genexpression von PGC-1a und LDH-A, nicht
jedoch auf LDH-B hat. Im Bereich der Ruheexpression fiihrte lediglich Ausdauertraining
zu einer Expressionssteigerung von PGC-1a. LDH-A steigerte sich durch beide
Trainingsmodalititen zundchst, LDH-B wurde durch Ausdauertraining ausgeprégter
gesteigert als mittels Krafttraining. Am spezifischsten fiir die durch Ausdauertraining
ausgeldsten Verdnderungen im Skelettmuskel war die Ratio der Expression von LDH-A zu
LDH-B. Diese nahm im Trainingsverlauf ab, durch eine akute Belastung wurde sie nicht
beeinflusst. Dieser Zusammenhang zwischen Zunahme der Ausdauerleistungsfahigkeit und
Abnahme der LDH-A/LDH-B-Ratio bildet die Grundvoraussetzung um die Ratio als
Marker fiir die Trainingssteuerung nutzen zu kénnen. Zur Kldrung des genaueren
Zusammenhanges und Evaluation, ob es ab einem bestimmten Leistungsniveau zu einer
Plateaubildung kommt, sind weitere Untersuchungen notwendig. Einen anderen
interessanten Ansatz zur Nutzung der oben beschriebenen Erkenntnisse bilden neue
Forschungsergebnisse, die eine Relevanz der LDH im Tumorstoffwechsel beschreiben und
zukiinftig die Bedeutung der Laktathomdostase in der Medizin auch au3erhalb der

Sportmedizin und Trainingssteuerung erhéhen werden.
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8 Anhang
8.1 Aushang Probanden

Die Abbildung des Plakates:
»BAM up your performance...”

zur Rekrutierung von Probanden wurde aus Datenschutzgriinden entfernt.
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8.2 Bilddateien der eingescannten Rontgenfilme des Western Blot
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8.3 Schematische Darstellung der Ergebnisse

Genexpression
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Schematische Darstellung der Ergebnisse

Ausdauertraining wirken als Reize auf den Skelettmuskel ein und fithren dort auf Ebene der Genexpression zu einer Stei-
gerung von PGC-1a, LDH-A und LDH-B. Daraus resultiert bei stirker ausgepragter Expressionssteigerungen von
LDH-B einer Reduktion der LDH-A/LDH-B-Ratio.

Krafttraining fiihrt im gleichen Zeitraum zu keiner signifikanten Verdnderung der PGC-1a Expression, die LDH-A und
LDH-B Expressionen steigen, die Ratio von LDH-A/LDH-B bleibt konstant.

PGC-1a = Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha; LDH-A = Laktatdehydrogenase-A;

LDH-B = Laktatdehydrogenase-B
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