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Einleitung

1 Einleitung

Die regelméBige korperliche Bewegung und gezielte Muskelanspannung zum Zwecke der
Leistungssteigerung bzw. -erhaltung wird in der Sportmedizin als ,,Training* bezeichnet (Hollmann
und Hettinger 1990). Trainingsformen, die dazu dienen, die Ausdauer zu steigern, werden als

»Ausdauertraining® zusammengefasst. Zu diesen gehort auch das Laufbandtraining.

Der Begriff der Ausdauer beschreibt die motorische Fahigkeit, eine bestimmte Belastungsintensitét
tiber einen moglichst langen Zeitraum und ohne vorzeitige physische oder psychische Ermiidung
aufrechtzuerhalten (Hohmann et al. 2014). Sportarten wie Laufen, Radfahren oder Schwimmen
koénnen die Ausdauerleistung fordern und tragen positiv zum Erhalt der Gesundheit bei. Durch die
korperliche Bewegung werden alle Organsysteme, darunter Atmungs-, Herz-Kreislauf-, Immun-,
muskuloskelettales und auch Verdauungssystem, positiv beeinflusst. Ein aktiver Lebensstil fordert
zudem die seelische Ausgeglichenheit, verhindert Gewichtszunahme und Adipositas und verringert
das Risiko degenerativer Erkrankungen im Alter. Dem Skelettmuskel, der durch seine kontraktilen
Eigenschaften eine physische Aktivitit erst moglich macht, kann in diesem Zusammenhang eine

herausragende Bedeutung zugeschrieben werden (Casuso und Huertas 2020).

Die individuelle Ausdauerleistung ist ein multifaktorielles Merkmal, zu dem sowohl
Umweltfaktoren (Training und Ernéhrung) als auch genetische Faktoren beitragen (Georgiades et
al. 2017). Gene und Genvarianten am Menschen und am Tiermodell zu identifizieren, die mit einer
herausragenden korperlichen Leistung zusammenhéngen, ist bereits seit vielen Jahren
Forschungsgegenstand (Ahmetov et al. 2016; Ahmetov und Rogozkin 2009; Al-Khelaifi et al.
2019; Eynon et al. 2011). Die kleine Stichprobengroflie und die Komplexitdt des menschlichen
Genoms erschweren jedoch genomweite Untersuchungen (Pitsiladis et al. 2016). Dariiber hinaus
werden viele Gene gar nicht exprimiert, d.h. in Proteine libersetzt, die im Korper eine bestimmte
Funktion ausiiben (Tam et al. 2019). Derzeit ist die Untersuchung aller exprimierten Proteine einer
Zelle (Proteom) jedoch technisch zu aufwendig und wird insbesondere durch die Dauer der
Proteomanalyse limitiert (Slavov 2021). Eine Alternative ist die Transkriptomanalyse, d.h. die
Untersuchung der Gesamtheit aller RNA-Molekiile in einer Zelle (Milward et al. 2016).
Umfassende Transkriptomanalysen des menschlichen Skelettmuskels hinsichtlich der Ursachen
verbesserter Ausdauer wurden bis dato jedoch kaum publiziert (Pillon et al. 2020). Auch am
Tiermodell wurden bis jetzt nur wenige Studien diesbeziiglich verdffentlicht (Widmann et al. 2019;

Zhou et al. 2019).



Einleitung

1.1  Physiologie des Skelettmuskels

Das Muskelgewebe ist eines der vier Grundgewebe des menschlichen Korpers und das grofte
Organsystem (Liillmann-Rauch und Asan 2015). Uber aktive Verkiirzung der kontraktilen
Muskelfilamente Aktin und Myosin ist es in der Lage, mechanische Arbeit zu verrichten. Die
Abfolge aus Kontraktion und anschlieBender Relaxation ist nicht nur Voraussetzung fiir die aktive
Fortbewegung eines Organismus, sondern auch wesentlich fiir die Funktion innerer Organe. Uber
die Synthese von Myokinen fungiert der Muskel zusitzlich als endokrines Organ (Laurens et al.
2020). Nach dem mikroskopischen Erscheinungsbild unterscheidet man zwischen glatter und
quergestreifter Muskulatur. Zu letzterer zahlt auch die Skelettmuskulatur. Da der Fokus dieser
Arbeit auf den Besonderheiten des Skelettmuskels liegt, wird sich im weiteren Verlauf auch

spezifisch auf diesen konzentriert werden.

1.1.1  Muskelautbau

Der Skelettmuskel ist iiber seine Sehne am Knochen befestigt und wird auflen meist von einer
Faszie aus straffem Bindegewebe sowie einer darunter gelegenen Schicht aus lockerem
Bindegewebe umhiillt (4bb. I). Diese Schicht wird auch als Epimysium bezeichnet. Uber in den
Muskel einstrahlende Bindegewebssepten wird dieser in groBere Sekundidr- und kleinere
Primérbiindel unterteilt. Ein Primérbiindel besteht aus mehreren Muskelzellen. Bei der einzelnen
Skelettmuskelzelle handelt es sich um ein mehrkerniges Synzytium mit den darin befindlichen
kontraktilen Myofilamenten (Liillmann-Rauch und Asan 2015). Die versorgenden Gefille des

Muskels verlaufen in den abgrenzenden Bindegewebsstral3en.

Muskel mit umgebender Faszie und
Epimysium

Sekundarbiindel

Primérbiindel

Muskelfaser mit

Myofibrillen

Versorgende GefdRe

Abb. 1: Modellhafter Skelettmuskelquerschnitt. Der Skelettmuskel wird von einer Muskelfaszie
umbhiillt und iiber Bindegewebssepten weiter unterteilt
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1.1.2  Muskelfasertypen

Entsprechend den unterschiedlichen Anforderungen an die Skelettmuskulatur findet man
verschiedene Typen der Skelettmuskelfasern: ausdauernde und langsam-zuckende (slow twitch)
Typ-I-Fasern sowie kraftvolle und schnell-zuckende (fast twitch) Typ-l1I-Fasern (Tab. I) (Gekle
2010). Die Faserart wird im Allgemeinen anhand der spezifischen Isoform der schweren Kette des
Myosins bestimmt (Talbot und Maves 2016). Durch gezieltes Training ist es dabei moglich, die

einzelnen Muskelfasertypen ineinander umzuwandeln (Gekle 2010).

Tab. 1: Muskelfasertypen im Vergleich

Muskelfasertyp Typ I Typ IA Typ 1IB
Synonyme Bezeichnung S (slow) FR (fast, fatigue- FF (fast, fast-
resistant) fatigable)
Zuckungsgeschwindigkeit langsam schnell schnell
Ermiidbarkeit resistent resistent schnell
Stoffwechsel oxidativ glykolytisch und | glykolytisch
oxidativ
Mitochondrien viel viel wenig
Myosin MHC-I MHC-IIa MHC-IIb (in
Nagetiermuskel);
MHC-IIx (human)

Es werden Typ I-, Typ IA- und Typ IIB-Muskelfasern unterschieden, die unterschiedliche
morphologische und funktionelle Eigenschaften aufweisen. MHC': myosin heavy chain

1.1.3  Muskelwachstum

Durch Training, insbesondere Kraft- aber auch Ausdauertraining, kommt es zu einer anhaltenden
Erhohung des Muskelfaserquerschnitts. Diese Zunahme des Muskelquerschnitts erfolgt i.d.R. durch
eine Verdickung bereits bestehender Muskelfasern (Muskelfaserhypertrophie) (Liillmann-Rauch
und Asan 2015). Diese Verdickung erfordert einen Zugewinn an Kernen, der durch ruhende
Myoblasten, die sogenannten Satellitenzellen, ermoglicht wird. Die Satellitenzellen werden u.a.
durch trainingsbedingte Mikrotraumata sowie diverse Wachstums- und Transkriptionsfaktoren
aktiviert. Zu diesen Transkriptionsfaktoren gehdren auch die Myogenese regulierenden Faktoren
(Myogenic Regulatory Factors, MRFs) sowie Myocyte Enhancer Factors (MEFs) (Potthoff und
Olson 2007). Die Aktivitidt der MRFs und MEFs unterliegt einer Kontrolle durch den Insulin-like
growth factor 1-Akt- (IGF1-Akt) Signalweg, der als Effektor von Korper- und Organwachstum gilt
(Schiaffino und Mammucari 2011). Ein vereinfachtes Schema des IGF1-Akt-Signalweges ist in
Abb. 2 (S. 4) dargestellt:
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IGF1
X
IGF1-Rezeptor
| Zytoplasma M
| i i
! PI3K l
! v i
i Akt !
: A _i_ \“\/ E
i mTOR GSK3p F0)|<O !
v 4 v
i Protein- Protein- E
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Abb. 2: IGF1-Akt-Signalweg (modifiziert nach Schiaffino und Mammucari 2011). IGF1 kontrolliert
Muskelwachstum und Proteinsynthese via mTOR, GSK3p und FoxO. Ein Pfeil symbolisiert einen
aktivierenden, ein Balken einen hemmenden Effekt. FoxO: Forkhead-Box-Proteine; GSK3p:
Glykogensynthase-Kinase 3 beta; IGFI1: Insulin-like growth factor 1; mTOR: mammalian Target of
Rapamycin; PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase

IGF1 bindet an seinen Rezeptor und bewirkt {iber Insulin Rezeptor Substrat (IRS) und
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) die Bildung von Phosphoinositol-3, 4,5-triphosphat (PIP3). PIP3
seinerseits phosphoryliert und aktiviert Akt. Durch Hemmung von Transkriptionsfaktoren der
Forkhead-Box-Protein (FoxO)-Familie unterdriickt Akt wiederum den Proteinabbau von
Muskelproteinen wie Myosin und stimuliert iiber Aktivierung des mammalian Target of
Rapamycin (mTOR) und Hemmung von Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3B) die Synthese von
Muskelproteinen und Myofibrillogenese (Schiaffino und Mammucari 2011). Nach ihrer
Aktivierung verschmelzen die Satellitenzellen mit der Muskelfaser, stellen die Faserintegritdt

wieder her und steigern gleichzeitig das muskuldare Hypertrophiepotential (Bazgir et al. 2017).

1.2 Muskelkontraktion

Die Synapse zwischen o-Motoneuron und Skelettmuskelfaser, deren Erregung zu einer
Muskelfaser-Einzelzuckung fiihrt, wird als motorische Endplatte bezeichnet. Da ein Motoneuron
mehrere Axonterminale besitzt, kann es dementsprechend mehrere Synapsen zu mehreren

Muskelfasern ausbilden (Pape et al. 2019).

Ein an der motorischen Endplatte ankommendes Aktionspotential bewirkt eine Freisetzung von
Acetylcholin (ACh) in den synaptischen Spalt. Durch Bindung von ACh an nikotinische
Acetylcholin-Rezeptoren (nAChR) entlang der Muskelfaser kommt es zu einer

Muskelfaserdepolarisation und Ausbildung eines muskuléren Aktionspotentials. Transversal(T)-
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Tubuli, Einstiilpungen der muskuldren Zellmembran (Sarkolemm), leiten das Aktionspotential auch
in zelluldr tiefer gelegene Abschnitte weiter. Hier wird der elektrische Impuls letzten Endes in
chemische Signale umgewandelt, die eine Muskelkontraktion bewirken (Pape et al. 2019). Dieser
Prozess wird auch als elektromechanische Kopplung bezeichnet. Die elektromechanische
Kopplung wird ermoglicht iiber eine Interaktion von Membranrezeptoren mit Rezeptoren entlang
des Sarkoplasmatischen Retikulums. Diese hier lokalisierten Rezeptoren werden als
Ryanodinrezeptoren (RyR1) bezeichnet und bewirken eine Freisetzung von Ca’*-Ionen aus dem
Sarkoplasmatischen Retikulum (Pape et al. 2019). Bei Anstieg der intrazelluldren
Calciumkonzentration kommt es unter ATP-Verbrauch zu einem Ineinandergleiten der kontraktilen

Muskelfilamente und so zu einer Muskelkontraktion.

Damit die Muskelkontraktion dabei moglichst 6konomisch mit minimalem Energieverbrauch
ablauft, muss die vom Skelettmuskel erbrachte Kraft an die jeweiligen Erfordernisse angepasst
werden. Die Kontraktionskraft des Muskels hiangt dabei im Wesentlichen von drei Faktoren ab. Zu
diesen drei Faktoren zdhlen die Ausgangslinge der Sarkomere, die Anzahl gleichzeitig aktivierter
motorischer Einheiten (Rekrutierung) sowie die Aktionspotentialfrequenz des a-Motoneurons, auch

Frequenzkodierung genannt (Pape et al. 2019).

1.3 Energiestoffwechsel der Skelettmuskulatur

Voraussetzung fiir Muskelkontraktion ist chemische Energie in Form des Adenosintriphosphates
(ATP). Da der zellulire Vorrat an ATP jedoch begrenzt ist (ca. 6 mmol/kg Muskel (Keul et al.
1969)) und nur fiir begrenzt viele Kontraktionen ausreicht, muss durch kontinuierliche Resynthese
ein gleichbleibender ATP-Spiegel gewihrleistet werden. Diese Resynthese erfolgt durch den
Metabolismus von Kohlenhydraten und Fetten (Gekle 2010). Die zur Energiegewinnung
beitragenden Stoffwechselprozesse in Abhéngigkeit von der Belastungsdauer sind in 4bb. 3 (S. 6)
dargestellt.

Initial, d.h. zu Beginn der Muskelarbeit, wird die Energie fiir die ATP-Resynthese anaerob iiber die
Spaltung von Kreatinphosphat sowie die anaerobe Glykolyse bereitgestellt (Gekle 2010; Raschka
und Ruf 2018). Bei linger andauernden Leistungen, die ein Limit von ca. 20 min {iberschreiten, ist
jedoch zwingend aerobe Energiebereitstellung noétig. Hierbei erfolgt die Energiegewinnung lber
Citratzyklus und Atmungskette, ist also direkt abhingig von der Mitochondriendichte sowie einer
ausreichenden Zufuhr von Nahrstoffen (Fettsduren, Glukose) und O,. Zunéchst wird dabei das
Muskelglykogen abgebaut und im Anschluss wird auf die Blutglukose zuriickgegriffen. Um eine
Hypoglykdmie zu verhindern wird nun das Leberglykogen abgebaut und schlieBlich iiber
hepatische Glukoneogenese Glukose neu synthetisiert. Bei voller Leistung reichen die
Glykogenspeicher in Leber und Muskel fir 60-90 min (Gekle 2010). Mit ldnger andauernder

Belastung erfolgt der Energiegewinn zunehmend auch iiber die Oxidation von Fettséduren.



Einleitung

Insgesamt liefern also vier verschiedene Stoffwechselprozesse, ndmlich die Hydrolyse von
Kreatinphosphat, die anaerobe Glykolyse, die Oxidation von Kohlenhydraten sowie die Oxidation

von Fettsduren, die Energie fiir die ATP-Resynthese.

Energiequellen ATP+KrP } Kohlenhydrate i Fette
Belastungsdauer bis 10 s i bis 2 min 3-90 min i Stunden
J\
] ]
primér anaerob primér aerob

Abb. 3: Energieliefernde Systeme nach Belastungsdauer. Die Ubergiinge zwischen den einzelnen
Systemen sind flieBend (modifiziert nach Raschka und Ruf 2018). ATP: Adenosintriphosphat; KrP:
Kreatinphosphat

1.4 Mitochondrialer Metabolismus

Die wichtigste Funktion der Mitochondrien als ,,Kraftwerke der Zelle” ist die Produktion des
Energietrigers ATP. Die an der ATP-Produktion beteiligten zentralen Stoffwechselwege sind der
Citratzyklus sowie die anschlieBende Atmungskette (Mookerjee et al. 2017). Die entscheidende
Aufgabe des Citratzyklus besteht darin, Acetyl-CoA in einem Kreisprozess zu CO,, NADH/H",
FADH,; und GTP abzubauen. Die Elektronen der entstehenden Reduktionsédquivalente NADH/H*
und FADH, werden anschlieBend iiber eine Abfolge von Redoxsystemen der Atmungskette
weitergeleitet und liefern Energie fiir die Synthese von ATP aus ADP und anorganischem Phosphat
(Oxidative Phosphorylierung). Auch die B-Oxidation als ein Reduktionséquivalente liefernder

Prozess findet in den Mitochondrien statt (Horn 2019).

Da aulBlerhalb der Mitochondrien erzeugte Reduktionsdquivalente nicht in der Lage sind, die innere
Mitochondrienmembran zu iiberwinden, sind spezielle Shuttlesysteme erforderlich. Dazu zdhlen
der Malat-Aspartat- sowie der a-Glycerophophat-Shuttle (Heinrich et al. 2014). Die solchermallen
importierten Reduktionsdquivalente konnen dann ebenfalls im Zuge der Atmungskette
verstoffwechselt werden. Eine Verstoffwechslung von Reduktionsdquivalenten ohne
Energiegewinn wird durch spezifische Protonenkanile in der inneren Mitochondrienmembran
ermOglicht. Hierbei handelt es sich um sogenannte Entkopplungsproteine (UCP1, 2 und 3), die u.a.
der zitterfreien Thermogenese dienen und an zelluldren Redox-regulierten Signalwegen beteiligt
sind (Cadenas 2018; Demine et al. 2019). Neben ihrer zentralen Rolle im Stoffwechsel erfiillen
Mitochondrien weitere Funktionen wie beispielsweise die Speicherung von Calciumionen oder die

Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) (Heinrich et al. 2014).
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1.5  Oxidativer Stress und Muskelaktivitét

Jede sportliche Belastung, insbesondere aber jede intensive und jede ausdauersportliche Belastung,
geht mit einer Erhhung des Energieverbrauchs einher. Nicht nur im Muskel, sondern im gesamten
Korper werden dann vermehrt oxidative Prozesse initiiert, um den gestiegenen Energiebedarf zu
decken (Kap. 1.3). Bei einer vollstindig ablaufenden mitochondrialen Oxidation von
Kohlenhydraten und Fetten entstehen dann die unschéddlichen Abbauprodukte Kohlenstoffdioxid
und Wasser. Diese Reaktionen laufen jedoch zu einem geringen Prozentsatz (1 - 5 %) nicht
vollstindig ab (Wei et al. 2001). Es entstehen aggressive Sauerstoffverbindungen, sogenannte ROS
(Incalza et al. 2018). Dabei handelt es sich um reaktionsfreudige, instabile Sauerstoff- und
Sauerstoff-Wasserstoffverbindungen wie beispielsweise Superoxid (O2) und Hydroxylradikale
(HO") sowie Wasserstoffperoxid (H,O) (Burton und Jauniaux 2011). Neben den Mitochondrien
zdhlen auch die NADPH-Oxidasen (NOXs), Phospholipase A2 (PLA2), Xanthinoxidase (XO) und

Lipoxygenasen zu den ROS-Produzenten (Burton und Jauniaux 2011).

Die Bildung dieser freien Radikale ist grundsétzlich ein normaler biologischer Prozess, der eine
physiologische Funktion im Organismus erfiillt: Makrophagen und aktivierte Neutrophile nutzen
deren zellzerstorendes Potenzial als Abwehrmechanismus, um beispiclsweise Bakterien
unschédlich zu machen oder Immunprozesse zu modulieren (Mix et al. 1999). Dariiber hinaus
stimulieren freie Radikale die Expression verschiedener Gene, wie die des Transkriptionsfaktors
Forkhead-Box-Protein O3 (FoxO3), der fiir die Produktion antioxidativer Schutzmechanismen
zustindig ist (Kops et al. 2002). Zusétzlich konnen freie Radikale nicht mehr funktionierende,
korpereigene Zellen unschadlich machen, bevor diese entarten oder sich unkontrolliert vermehren

(Stangel et al. 2001).

Korpereigene Enzyme und Schutzmechanismen sorgen dafiir, dass freie Radikale dort, wo sie nicht
gebraucht werden, unschidlich gemacht werden. Dazu zéhlen das Glutathionsystem, die
Glutathionperoxidase (GPX), die Katalase (CAT) sowie die Superoxiddismutasen (SODs) 1
(zytosolisch), 2 (mitochondrial) und 3 (extrazelluldr) (Alscher et al. 2002; Benhar 2020). Das
Problem ist, dass diese Schutzmechanismen begrenzt sind und mit dem Alter abnehmen. Auch
kann eine iiberméBige Bildung freier Radikale durch Erkrankungen, einen ungesunden Lebensstil
(Rauchen, tibermiBiger Alkoholkonsum etc.) und Umwelteinfliisse provoziert werden. Von
oxidativem Stress spricht man dann, wenn mehr freie Radikale gebildet werden als der Korper
neutralisieren kann. Als die gegeniiber diesen Radikalen empfindlichsten Ziele gelten Proteine,
Lipide und die DNA (Benhar 2020). Oxidativer Stress wird heute als ein wesentlicher Faktor
vorzeitiger Erkrankungs- und Alterungsprozesse angesehen (Sies 2015; Wang et al. 2021).

Wird im Zuge eines Ausdauertrainings also vermehrt Sauerstoff verbrannt, entstehen unweigerlich

vermehrt freie Radikale. Insbesondere bei ungewohnten, intensiven Belastungen sind die
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antioxidativen Mechanismen einer solchen Belastung nicht gewachsen. Dieser Umstand miindet in
vermehrtem oxidativem Stress fiir den gesamten Organismus. RegelmiBiges Training hingegen
kann die antioxidative Reservekapazitit des Organismus erhohen. Es wurde bereits gezeigt, dass
insbesondere Organe mit einem hohen Energieumsatz, wie Muskel, Herz und Leber, auf ein
regelmifBiges Training mit einer Erhdhung der Aktivitit antioxidativer Enzymsysteme reagieren
(Radak et al. 2001). Damit kann der Organismus die sportbedingt erhohte Radikalbildung nicht nur
wihrend der Belastung kompensieren. Er besitzt dann auBerhalb der akuten Belastungsphasen eine

erhohte Stressresistenz.

1.6  Bedeutung der Genregulation fiir den Organismus

Damit ein Organismus addquat auf externe und interne Stimuli, beispielsweise in Form eines
verdnderten Néhrstoffangebotes, verdnderter Anforderungen oder hormoneller Reize, reagieren
kann, existieren spezifische Adaptionsmechanismen, die eine vermehrte oder verminderte
Expression von Genen und Genprodukten ermoglichen. Dieser Prozess wird Genregulation genannt
und ist Inhalt verschiedener Forschungen. Die Genregulation ermdglicht im eukaryoten
Organismus die Entstehung verschiedener Zelltypen mit unterschiedlichen Genexpressionsmustern.
Es wird so nicht das gesamte Genom exprimiert, sondern nur diejenigen Gene, die fiir den
jeweiligen Zelltyp benétigt werden. Auf diese Weise entstehen Zellen, die, obwohl mit dem
gleichen genetischen Code versehen, unterschiedliche morphologische und funktionelle Merkmale

besitzen (Heinrich et al. 2014).

Eukaryotische Gene unterliegen einer individuellen Regulation. Sie werden entweder konstitutiv,
als sogenannte ,,Haushaltsgene® abgelesen oder aber gezielt reguliert. Die Regulation erfolgt dabei
u.a. iiber spezifische DNA-Abschnitte und DNA-bindende Transkriptionsfaktoren (Heinrich et al.
2014). Grundsitzlich kann jeder Schritt der Genexpression reguliert werden, begonnen bei der
Transkription bis hin zur posttranslationalen Modifikation des Proteins. Die Regulation erfolgt
dabei beispielsweise {iiber Histonmodifikation, DNA-Methylierung, das Binden von als
Repressoren oder Aktivatoren fungierenden Transkriptionsfaktoren, oder alternatives Spleiflen
(Yilmaz und Grotewold 2010). Zusitzlich regulieren nichtkodierende RNA-Molekiile die
Genexpression spezifisch auf post-transkriptionaler Ebene (Fernandes et al. 2019; Thamilarasan et

al. 2012).

1.7  Genexpressionsanalysen

Erstmals ermdglicht wurde die Bestimmung der Nukleotid-Abfolge der DNA, die sogenannte
DNA-Sequenzierung, durch die Bemiihungen Maxam und Gilberts (Maxam und Gilbert 1977)
sowie Sangers im Jahre 1977 (Sanger et al. 1977). Das mit der Zielstellung das menschliche

Genom zu entschliisseln gegriindete Human Genome Project zeigte jedoch rasch die Grenzen der
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Sanger-Methode auf und lieB den Wunsch nach einer schnelleren, giinstigeren und zugleich
genauen Sequenzierungsmethode laut werden: Mit der klassischen Sanger-Methode hitte es bei
einem Umsatz von ca. 115 kb/Tag knapp 60 Jahre gedauert, das komplette humane Genom zu
entschliisseln (Hert et al. 2008; Mardis 2011). Gefordert durch das National Human Genome
Research Institute wurde ab 2004 vermehrt an der Entwicklung neuer und glinstiger
Hochdurchsatz-Verfahren gearbeitet (Mardis 2006). Die ab da entwickelten unterschiedlichen
Sequenzierungsmethoden werden lose unter dem Begriff ,,Next Generation Sequencing (NGS)*

zusammengefasst.

1.7.1  Next Generation Sequencing (NGS)

Dem NGS liegen wie der Sanger-Methode primér die gleichen Mechanismen zugrunde. Durch
Anlagerung fluoreszenzmarkierter Nukleotide an einen zu sequenzierenden DNA-Einzelstrang
wird die Basenabfolge des Matrizenstrangs entschliisselt. Die Anlagerung erfolgt dabei mithilfe
einer DNA-Polymerase. Auch wenn die einzelnen NGS-Methoden sich im Detail voneinander

unterscheiden, ist der grundsétzliche Ablauf dhnlich:

Zunichst muss eine Sequenzierungsbibliothek aus den zu sequenzierenden Matrizen erstellt
werden. Dafiir werden die aus der Probe gewonnenen Nukleinséuren (i.d.R. DNA oder aus RNA
generierte cDNA) fragmentiert, je nach Methode groBenselektiert und mit einem Plattform-
spezifischen Adapter verbunden (Linnarsson 2010). Dabei handelt es sich um synthetisch
generierte DNA-Fragmente, die als Primer fiir die anschlieBenden Amplifikations- und/ oder
Sequenzierungsschritte dienen. Je nach verwendeter NGS-Plattform werden die so gewonnenen
DNA-Fragmente anschlieend entweder direkt sequenziert (,,single-molecule templates*) oder zur
Erhohung der Signalstirke klonal amplifiziert (,,clonally amplified templates*) (Mardis 2011). Ist
eine Amplifikation der aus der Probe gewonnenen Nukleinsduren erforderlich, erfolgt auch diese je
nach Methode auf unterschiedliche Weise: Wihrend bei der Emulsions-PCR (emPCR) die
Vervielféltigung an in einer Fliissigkeit befindlichen ,,microbeads* erfolgt (z.B. bei der Ion-
Torrent-Sequenzierung), erfolgt sie bei der Illumina-Sequenzierung gebunden an eine Tragerplatte
unter Ausbildung von zum Matrizenstrang komplementdren DNA-Briicken (,,solid-phase bridge
amplification®). Die Daten der vorliegenden Arbeit basierten auf den Methoden der Illumina-
Sequenzierung. Je nach Plattform existieren dariiber hinaus noch weitere Amplifikationsmethoden

(Rizzo und Buck 2012).

Der, wenn nétig durchgefiihrten, Amplifikation schlief3t sich die eigentliche Sequenzierung an. Je
nach Plattform wird auch hier erneut zwischen zwei verschiedenen Methoden, dem Prinzip des
Sequencing-by-Synthesis (SBS) und dem des Sequencing-by-Ligation (SBL), unterschieden
(Goodwin et al. 2016). Wéahrend bei SBS fluoreszenzmarkierte Einzelnukleotide DNA-

Polymerase-abhéingig an den Matrizenstrang angelagert werden, erfolgt die Anlagerung der
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Nukleotide bei SBL in Form fluoreszenzmarkierter Oligonukleotide. Je nachdem, welches
Fluoreszenzsignal in Abhdngigkeit von den angelagerten Nukleotiden detektiert wird, kann daraus

auf die Basensequenz der Matrize geschlossen werden.

Mit sinkenden Kosten der NGS-Technologien finden diese nun langsam Zugang zum klinischen
Alltag: Wiahrend bis 2013 zur Abklirung genetisch bedingter Erkrankungen nur die Sanger-
Methode zur Verfligung stand, erfolgt eine humangenetische Diagnostik heute zunehmend iiber
NGS-Methoden (Bolz und Hoischen 2019). Diese erlauben es, gleichzeitig viele hundert Gene
parallel zu lesen, um genetische Verdnderungen zu erkennen. Da fiir viele erbliche Krankheiten,
z.B. neuromuskuldre Erkrankungen, nicht nur ein spezifisches Gen als Ausloser in Frage kommt,
kénnen Diagnosen durch NGS deutlich schneller gestellt werden (Kamps et al. 2017). Mit einer
gezielten und teilweise lebenswichtigen Therapie kann so deutlich schneller begonnen werden.
Zusitzlich geniigt i.d.R. bereits eine Blutprobe von nur 2-3 ml, um die fiir die Analyse bendtigte
DNA zu gewinnen (Kamps et al. 2017). Weitere belastende Untersuchungen wie etwa
Muskelbiopsien sind fiir die DNA-Analytik nicht mehr ndtig. Nichtsdestotrotz sind die Methoden
des NGS weiterhin mit einem erheblichen Zeit- und Geldaufwand verbunden und setzen ein
umfangreiches Know-how hinsichtlich Speicherung, Interpretation und Verarbeitung der

sequenzierten Daten voraus (Bolz und Hoischen 2019).

1.7.2  Transkriptomanalyse mittels RNASeq

Die Transkriptomanalyse dient dazu, die Gesamtheit aller Transkripte einer Zelle oder eines
Organismus zu einem bestimmten Zeitpunkt oder unter bestimmten Bedingungen zu erfassen.
Klassische Methoden wie Northern Blot, Microarrays und quantitative Reverse Transcription PCR
(qQRT-PCR) ermoglichen es, mithilfe spezifischer Primer oder Sonden das Transkriptomprofil
bekannter Gene oder Genabschnitte zu erfassen. Anhand des Vergleiches mehrerer Proben

miteinander konnen Expressionsunterschiede detektiert werden (Segundo-Val und Sanz-Lozano

2016).

Eine Moglichkeit, das Transkriptom ohne genaue Kenntnis der zu betrachtenden Sequenz zu
untersuchen, bietet die in der vorliegenden Arbeit angewandte ,,Gesamt-Transkriptom-Shotgun-
Sequenzierung™ oder RNASeq (Zhao et al. 2014). Diese zwar kostenaufwindige, dafiir jedoch
sensitive Methode, basiert auf den Methoden des NGS und erfordert nur geringe Mengen an RNA
(Giraldez et al. 2018; Morin et al. 2008). Neben der Quantifizierung der Genexpression zum
aktuellen Zeitpunkt dient die RNASeq auch der Entdeckung neuer Transkripte, der Identifikation
alternativer Spleilprodukte und der Untersuchung Allel-spezifischer Genexpression. Je nach
betrachteter RNA-Subfamilie kdnnen Aussagen zur Expression diverser RNA-Spezies getroffen

werden (Kukurba und Montgomery 2015).
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1.8  Das Dummerstorf-Mausmodell

Das Leibniz-Institut fiir Nutztierbiologie entwickelt seit den 1970er Jahren weltweit einzigartige
Mausmodelle. Dabei handelt es sich um nicht-ingeziichtete Langzeitselektionslinien, die durch
selektive Ziichtung, nicht aber durch genetische Manipulation auf verschiedene phinotypische
Merkmale etabliert wurden (Quelle: https://www.fbn-dummerstorf.de/institute/institut-fuer-genetik-
und-biometrie/abteilungen-und-gruppen/servicegruppe-modelltierlaboratorium/). Die eigentliche
Ursprungslinie aller Selektionslinien ist die Auszuchtlinie Fzt:DU, welche durch systematische
Kreuzung von 4 Inzucht- und 4 Auszucht-Mauslinien in den frithen 1970er Jahren entstand
(Falkenberg et al. 2000). Ausgehend von diesem polygenen Griinderpool wurde dann unter
anderem ab 1982 die Linie DUTP (,,Dummerstorf high Treadmill Performance*) entwickelt (Dietl
et al. 2004) (4bb. 4; S. 12). Die auch als ,,Marathonmaus” bekannte Linie wurde iiber 140
Mausgenerationen auf hohe Laufleistung selektiert. Dafiir wurden 70 Tage alte ménnliche Mause
nach der Anpaarung auf einen singuldren Ausdauerlauf auf einem Computer-gestiitzten Laufband
getestet. Die Nachkommen der besten Laufer wurden fir die Zucht der néchsten
Marathonmausgeneration ausgewéhlt (Falkenberg et al. 2000). Da die Tiere der Linie Fzt:DU nie
zuvor trainiert wurden, entspricht die geleistete Laufstrecke primér der genetisch fixierten
Leistung. Fiir die Generierung der Vergleichsgruppe der DUC-Kontrollmduse wurden die Tiere
randomisiert und unter Vermeidung von Inzucht verpaart. Aufgrund der langjdhrigen Selektion auf
Ausdauerleistung unter Vermeidung der Inzucht eignen sich DUhTP-Marathonméuse besonders fiir
die unvoreingenommene Untersuchung der dem Energiestoffwechsel zugrundeliegenden

Genexpression.

11
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DUC bzw. Fzt:DU

. d': singulérer Nachkommen
unselektierte Paarung (3+%9) = sybmaximaler > bester Laufer:
Paarung (J+9) 35 Jahre ,
4G " /Tah Ausdauerlauf néchste
(4 Generationen/Jahr) (Laufband) Generation
unselektierte sMarathonmaus*
Kontrolllinie DUC DURTP

Abb. 4: Selektion auf hohe Laufbandleistung in Dummerstorf. Durch Verpaarung von Individuen der
Ursprungs-Mauslinie Fzt:DU entstanden {iber einen Zeitraum von 35 Jahren hinweg die Mauslinie DUhTP
(=Marathonmaus) sowie die Kontrolllinie DUC. Ménnliche Individuen, die eine herausragende Leistung auf
einem singulidren Ausdauerlauf auf dem Laufband absolvierten, wurden dabei fiir die Zucht der néichsten
Marathonmaus-Generation DUhTP verwendet. DUC: Dummerstorf-Kontrolllinie, DUhKTP: Dummerstorf high
Treadmill Performance

Nach 35 Jahren Selektion legen DUhTP-Marathonméuse im Vergleich zu DUC-Kontrollmiusen
ohne vorangegangenes Training etwa vierfach hohere Entfernungen auf dem Laufband zuriick
(Brenmoehl et al. 2013). Zusétzlich weisen die DUhTP-Marathonméuse bereits in jungen Jahren
eine erhohte Fetteinlagerung sowie erhohte Konzentrationen von Triglyzeriden und Cholesterol in
Blut und Leber in Ruhe auf (Tab. 2; S. 14). Ein einziger submaximaler Lauf bewirkt jedoch bereits
eine Normalisierung der Hyperlipiddmie in DUhTP-Marathonméusen (Brenmoehl et al. 2013).
Gibt man den Marathonmédusen die Moglichkeit, sich freiwillig zu bewegen, so unterscheidet sich
das Laufverhalten bzw. die zuriickgelegte Strecke nicht von dem der Kontrolltiere. Allerdings
lagern die Marathonméuse mit zunehmendem Alter weniger Fettdepots an und verlieren zusétzlich
bereits akkumuliertes Fett. Marathonmause sind somit in der Lage, akkumuliertes Korperfett als
Energielieferant wihrend physischer Aktivitét effizient zu nutzen und bessere Ausdauerleistung auf

dem Laufband abzurufen (Brenmoehl et al. 2015).

Diese effizientere Umschaltung zwischen Fettanlagerung in Ruhe und Fettmobilisierung unter
Belastung ist eine direkte Folge der langen Selektion und stellt eine von vielen Adaptionen im
Bereich des Stoffwechsels in der Marathonmaus dar. Transkriptomanalysen in der Leber von
Marathonméusen belegten etwa eine signifikante Induktion der Glukoneogenese sowie der
Fettsdure- und Cholesterinbiosynthese im Vergleich zur unselektierten Kontrolle (Brenmoehl et al.
2013; Ohde et al. 2016). So konnten in der Leber von DUhTP-Marathonmausen erhéhte mRNA-
Level von Peroxisome proliferator-activated receptor delta (Ppar-8) und Sterol regulatory
element-binding protein 1 (Srebp-1) sowie eine vermehrte Proteinexpression von Sirtuin-1, Acetyl-

CoA-Synthetase, Acetyl-CoA-Carboxylase, Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase und Glutamat-
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Dehydrogenase nachgewiesen werden, die mit einer erhohten Serumkonzentration von Progesteron

korrelierten (Brenmoehl et al. 2013; Ohde et al. 2016).

Brenmoehl et al. wiesen im Subkutanfett selektionsbedingte Anpassungen der metabolischen
Kapazitéit nach (Brenmoehl et al. 2015; Brenmoehl et al. 2017). Ohne Einfluss von Bewegung oder
einem anderen Stressor waren in den Marathonmiusen hdhere Expressionslevel von
Lipidstoffwechsel-relevanten Faktoren zu beobachten (Brenmoehl et al. 2015; Brenmochl et al.
2017). Bei leichter korperlicher Aktivitit im Laufrad fir 3 Wochen wurde eine
Expressionserhohung von Enzymen der Fettsdurehydrolyse (hormonsensitive Lipase) und -
oxidation (Langketten-Acyl-Coenzym A-Dehydrogenase (LCAD)) sowie von Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC-1a) beobachtet (Brenmoehl et al.
2015; Brenmoehl et al. 2017). Korperliche Aktivitdt bewirkte dariiber hinaus bei DUhTP-
Marathonméusen, nicht jedoch bei der Kontrolllinie, eine Expressionserhohung des
mitochondrialen Transkriptionsfaktors A (Tfam) im Subkutanfett (Brenmoehl et al. 2015).
Dementsprechend wurde in der DUhTP-Marathonmaus eine hdhere mitochondriale Masse, selbst
nach leichter korperlicher Arbeit, diskutiert. Diese Hypothese wurde 2017 bestitigt, als gezeigt
wurde, dass DUhTP-Marathonmiuse einen héheren Irisinspiegel und verschiedene Marker fiir die
Braunung der Fettzellen, wie den T-Box-Transkriptionsfaktor (Tbx1), Peroxisome proliferator-
activated receptor alpha (Ppar-o) und das Entkopplungsprotein 1 (Ucpl), aufweisen (Brenmoehl et
al. 2017). Ein moderates Training stimulierte die Ucpl-Expression in der DUTP-
Marathonmauslinie zusétzlich (Brenmoehl et al. 2017). Mit einer vermehrten Expression von Ucpl
in DUhTP-Marathonméusen verbunden war auch eine signifikant erhdhte Oberflaichentemperatur
im Vergleich zu den DUC-Kontrollmdusen (Brenmoehl et al. 2017). Ein niedrigerer
Blutzuckerspiegel nach einem oralen Glukosetoleranztest in der DUhTP-Marathonmauslinie zeigte
zusatzlich, dass die DUhTP-Marathonméiuse eine bessere metabolische Gesundheit als die DUC-
Kontrollméuse aufwiesen (Brenmoehl et al. 2017). Es wurde geschlussfolgert, dass in der DUhTP-
Marathonmauslinie ohne weitere duere Einfliisse, aber als Folge der Selektion, mitochondriale
Biogenese und damit einhergehend auch die Fettzellbrdunung erhoht sind. Die vermehrte

Fettzellbraunung konnte auch auf phinotypischer Ebene bestétigt werden (Brenmoehl et al. 2017).

Das Skelettmuskelgewebe der Marathonmaus hingegen wurde bis dato noch kaum untersucht.
Abgesehen von einer bereits gezeigten Expressionserhohung des Myokins Irisin sowie von PGC-
la-mRNA im Muskel der Marathonmaus gegeniiber DUC-Kontrollméusen (Brenmoehl et al. 2014)
sind spezifische muskuldre Mechanismen, die flir die verbesserte Ausdauer verantwortlich sein
konnten, noch ungeklért. Derzeit wird dariiber hinaus von den gleichen Méusen auch das
Hirngewebe mit NGS analysiert. Der aktuelle Wissensstand beziiglich der DUhTP-Marathonméause

kann Tab. 2 (S. 14) entnommen werden.
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Einleitung

Insbesondere fiir Sport- und Rehabilitationsmedizin, aber auch aus evolutioneller Sicht ist die
Ubertragung der aus dem Mausmodell gewonnen Ergebnisse auf den Menschen von besonderem
Interesse: Das Modell erdffnet so die Moglichkeit, Prozesse, die am Menschen als - im Vergleich
zur Maus - deutlich langlebigerem Organismus nur schwer abzubilden sind, mit verhéltnismaBig
geringem Aufwand darzustellen. Eine Ubertragung der gewonnenen Erkenntnisse auf den
Menschen bietet sowohl fiir die Prdventions- und Rehabilitationsmedizin als auch fiir die
Sportmedizin die Mboglichkeit, die Ursachen verbesserter Ausdauer auf Ebene des
Muskeltranskriptoms ausfindig zu machen und zu kliren, ob die Ausdauerleistung des Menschen
genetisch fixiert ist. Die Moglichkeit, ein Gen zu finden, das mit einer verbesseren Ausdauer
assoziiert ist, ist hierbei von besonderem Interesse. Genau hier bietet sich somit ein Ansatz fiir
weitere Nachforschungen und die Moglichkeit, die Auswirkungen von Ausdauertraining sowie die

Ursachen gesteigerter Ausdauer besser zu verstehen.

Tab. 2: Aktueller Kenntnisstand zu physiologischen und molekularen Besonderheiten der
DUhTP-Marathonmauslinie

- Ausdauer 1

Allgemein - Fetteinlagerung in Ruhe 1

- Fettmobilisierung bei Belastung 1

- PPAR-$ 1, SREBP-1 1, Sirtuin-1 1
Leber - Glukoneogenese 1
- Fettsdurebiosynthese 1

- Cholesterinbiosynthese 1

- PPAR-a 1, PGC-1a 1, Tfam 1, Irisin 7, Tbx1 1,
Ucpl 1

Subkutanfett - Mitochondriale Biogenese 1

- Fettzellbraunung 1

- Fettsdureabbau bei Belastung 1

Skelettmuskel - Irisin 1
- PGC-1o0-mRNA durch Belastung 1

Bereits untersucht wurden Leber- und subkutanes Fettgewebe sowie der Skelettmuskel in Ansdtzen. Die
Ergebnisse sind jeweils im Vergleich zu DUC-Kontrollmiusen angegeben. 1: vermehrte Expression
gegeniiber den DUC-Kontrollmiusen (vgl. Brenmoehl et al. 2013; Brenmoehl et al. 2014; Brenmoehl et
al. 2015; Brenmoehl et al. 2017; Ohde et al. 2016; Abkiirzungen s. Verzeichnis ab S. I)
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2 Ziel- und Fragestellungen

Ziel der Arbeit war es einerseits, Verdnderungen aufzuzeigen, die ein Laufbandtraining auf

transkriptioneller Ebene im Muskel bewirkt. Andererseits sollte geklart werden, welche

Unterschiede im Muskeltranskriptom einen besonders ausdauernden Muskel charakterisieren.

Dazu haben wir folgende Fragenkomplexe generiert:

Wie unterscheiden sich Korpergewicht und Oberschenkelmuskelmasse zwischen den
untersuchten Mausen?

o Gibt es Unterschiede zwischen trainierten und untrainierten Méusen beider Linien?

o Haben DUhTP-Maiuse unabhidngig vom Training eine signifikant verschiedene
Korper- bzw. Muskelmasse als DUC-Méuse?

Sind die RNASeq-Daten der verschiedenen Mause vergleichbar und valide?

o Gibt es AusreiBler in den Muskel-Transkriptomprofilen?

o Lassen sich die mit RNASeq gemessenen Expressionsunterschiede in qPCR-
Analysen fiir eine Auswahl von Genen bestétigen?

Welche Auswirkungen hat ein Ausdauertraining auf die Genexpression des Muskels?

o Wie viele Gene sind je nach Mauslinie signifikant verschieden exprimiert in der
Gruppe der trainierten Méuse im Vergleich zur Gruppe der untrainierten Méuse?

o Wie viele Gene sind sowohl in DUhTP- als auch in DUC-M4iusen in trainierten
Individuen im Vergleich zu untrainierten Individuen signifikant verschieden
exprimiert?

o An welchen Signalwegen und biologischen Prozessen partizipieren die Gene mit
differenticller Expression?

o Ist Laufbandtraining mit Unterschieden in der Expression von Genen, die fiir die
Muskeldifferenzierung, den mitochondrialen Metabolismus und die Abwehr
oxidativen Stresses eine Rolle spielen, assoziiert?

o Spiegeln sich die Genexpressionsunterschiede auf Proteinebene wider?

Welche Eigenschaften des Muskeltranskriptoms machen einen Organismus besonders
ausdauernd?
o Wie viele Gene sind im Vergleich von DUhTP- und DUC-Maéusen unabhéngig
vom Laufbandtraining (konsistent) signifikant differentiell exprimiert?
o An welchen Signalwegen und biologischen Prozesse sind die differentiell

exprimierten Gene beteiligt?
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o Wie unterscheidet sich die muskuldre RNA- bzw. Protein-Expression von Genen,
die Muskeldifferenzierung, mitochondrialen Metabolismus und antioxidative

Mechanismen regulieren, in DUhTP-M4&usen im Vergleich zu DUC-Méausen?
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3 Material & Methoden

Das Studiendesign der vorliegenden Arbeit kann 4bb. 5 entnommen werden. Die fiir die Analysen

bendtigten Materialien und Methoden sind im weiteren Verlauf dieses Kapitels aufgefiihrt.

Untersuchung von...

Mausmodell
;.‘ Trai-
= ning

Genetisch Natiirlich
(DUhTP) (DUC) -

Muskelanatomie

Marker-
Muskel- Validierung
transkriptom e Transkriptom
ebene

* Proteinebene

l '|'1\I," 'T\’ f

Signalweg-
Analyse

Abb. 5: Studiendesign. Die Oberschenkelmuskeln (M.rectus femoris) von auf Ausdauerleistung
selektierten DUhTP-Marathonméusen und unselektierten DUC-Kontrollméusen wurden hinsichlich
anatomischer und transkriptioneller Merkmale untersucht und miteinander verglichen. Differentiell
exprimierte Gene wurden auf Transkriptom- und Proteinebene validiert und einer computerbasierten

Signalweg-Analyse unterzogen.

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Fir die vorliegende Arbeit wurden, aufgefiihrt in alphabetischer Reihenfolge, folgende

Chemikalien verwendet (7ab. 3):

Tab. 3: Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

20X DNA Binding Dye Sample Loading Reagent

Fluidigm® CA, USA

2X Assay Loading Reagent

Fluidigm®, CA, USA

5X Wash Buffer

ProteinSimple, CA, USA

Antibody Diluent 2

ProteinSimple, CA, USA

Anti-Rabbit Secondary Antibody

ProteinSimple, CA, USA

Baseline Zero DNase (1U/pl)

Thermo Fisher Scientific, MA, USA

Baseline Zero Puffer (10x)

Thermo Fisher Scientific, MA, USA
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Cell Lysis Buffer (10X)

Cell Signaling Technology (CST), MA, USA

Complete™, Mini Protease Inhibitor Cocktail

Roche Diagnostics, Basel, Schweiz

Exonuclease I (20 U/ul)

Thermo Fisher Scientific, MA, USA

GoScript™ 5X Reaction Buffer

Promega Corporation, WI, USA

GoScript™ Reverse Transcriptase

Promega Corporation, WI, USA

GoTaq® qPCR Master Mix

Promega Corporation, WI, USA

LP Control Line Fluid 48.48

Fluidigm®, CA, USA

Luminol-S

ProteinSimple, CA, USA

MgClLz (25mM)

Promega Corporation, WI, USA

Nuclease-Free Water

QIAGEN N.V., Venlo, Niederlande

Oligo(dT)15 Primer

Promega Corporation, WI, USA

PCR Nucleotide Mix

Promega Corporation, WI, USA

Peroxide

ProteinSimple, CA, USA

Random Primers

Promega Corporation, WI, USA

Recombinant RNasin ® Ribonuclease Inhibitor

Promega Corporation, WI, USA

RNAsin PLUS

Promega Corporation, WI, USA

Streptavidin-HRP

ProteinSimple, CA, USA

TagMan™ PreAmp Master Mix

Thermo Fisher Scientific, MA, USA

Thermo Scientific™ Molecular BioProducts™ RNase™

AWAY

Thermo Fisher Scientific, MA, USA

Tri-Reagent

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

3.1.2  Kits

Folgende Kits, aufgefiihrt in alphabetischer Reihenfolge, kamen zum Einsatz (7ab. 4):

Tab. 4: Kits

Kits

Hersteller

Anti-Rabbit Detection Module for Jess, Wes, Peggy Sue or
Sally Sue

ProteinSimple, CA, USA

BCA Protein Assay Macro Kit

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

GoScript™ Reverse Transcription System

Promega Corporation, WI, USA

Nucleospin RNA I Kit

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
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RNA Clean & Concentrator-25 Zymo Research, CA, USA

3.1.3  Primer

Die Primer fiir die PCR wurden auf Grundlage von Literaturrecherchen und mittels PrimerBank
(https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) (Wang et al. 2012) ausgewahlt und von Sigma-
Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, bezogen. Alle verwendeten Primer sind in 7ab. 5
aufgefiihrt. Die Oligonukleotid-Pellets wurden in TE (TRIS-EDTA; 10mM TRIS; ImM EDTA; pH
7,75)-Puffer-Losung fiir die Erstellung einer 0,1 mM Stocklosung geldst und iiber Nacht kiihl
gestellt. Fiir die weitere Verwendung wurden die entsprechenden Primersets (reverse (R) und
forward (F)-Primer) mit nukleasefreiem Wasser (Promega, Maddison, WI, USA) zu einer

Arbeitslosung mit je 20 uM verdiinnt.

Tab. 5: Primer

Gensymbol Ensembl Gen-ID Primer-Sequenzen (5'—>3")

Actb ENSMUSG00000029580 F_TGACAGGATGCAGAAGGAGA
R CGCTCAGGAGGAGCAATG

Ankrdl ENSMUSG00000024803 F GCTGGTAACAGGCAAAAAGAAC

R _CCTCTCGCAGTTTCTCGCT

Atf3 ENSMUSG00000026628 F_GAGGATTTTGCTAACCTGACACC
R _TTGACGGTAACTGACTCCAGC

Ceacam?2 ENSMUSG00000054385 F_AGACCGTCAAGCCCACATC
R _CGCCTGAGAGGTTGTCATCTT

Chrnal ENSMUSG00000027107 F_CTCTCGACTGTTCTCCTGCTG
R _GTAGACCCACGGTGACTTGTA

Fndc5 ENSMUSG00000001334 F_TTGCCATCTCTCAGCAGAAGA
R_GGCCTGCACATGGACGATA

Foxo3 ENSMUSG00000048756 F_GCAAGCCGTGTACTGTGGA
R _CGGGAGCGCGATGTTATCC

Gabra3 ENSMUSG00000031343 F_CTCTCTGCTTCGGGGAAGTG
R _CTTGGCTAGTGGTTCCAGGG

Gpx8 ENSMUSG00000021760 F_CCTTTCGCTGCCTACCCATTA
R GAGTAGAAGCTGTTGGTTCTCG

Hifla ENSMUSG00000021109 F_ACCTTCATCGGAAACTCCAAAG
R _ACTGTTAGGCTCAGGTGAACT

Hprtl ENSMUSG00000025630 F_TCCTCCTCAGACCGCTTTT
R CCTGGTTCATCATCGCTAATC

Igf1 ENSMUSG00000020053 F_GTGAGCCAAAGACACACCCA
R _ACCTCTGATTTTCCGAGTTGC

Igf2bp2 ENSMUSG00000033581 F_GCGGGTACCTGTGAAAAGAG
R _CCTCAGAGTGGTCGTCATCA

1l6ra ENSMUSG00000027947 F_CCTGAGACTCAAGCAGAAATGG
R _AGAAGGAAGGTCGGCTTCAGT

Incal ENSMUSG00000057054 F_ATGCCTCAGCCGTATGGAGAT
R _GCCCTCAGAATTGGTGGAATGTA
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Kcnkl ENSMUSG00000033998 F_GGGAAATTGGAATTGGGACTTCA

R_GCCGATGACAGAGTAGATGAT
Lepr ENSMUSG00000057722 F_GTGTCCTACTGCTCAATGACG

R _TGAAATTAACAGTGTTCCGTTTGGA
Mettl21c ENSMUSG00000047343 F_ACTCTCGGGGACTCCACAG

R _GCTCTTGTGTGTAGCTGGCATA
Mmp9 ENSMUSGO00000017737 F_TTGGTTTCTGCCCTAGTGAGAGA

R _AAAGATGAACGGGAACACACAGG
Mstn ENSMUSG00000026100 F_AGTGGATCTAAATGAGGGCAGT

R _GTTTCCAGGCGCAGCTTAC
Mupl ENSMUSG00000089873 F CTCTATGGCCGAGAACCAGA

R GGAAGGGATGATGGTGGAG
Myc ENSMUSG00000022346 F_AGAGCTCCTCGAGCTGTTTG

R _GGCTGTACGGAGTCGTAGTC
Mymk ENSMUSG00000009214 F_TTCCTCCCGACAGTGAGCAT

R_GCACAGCACAGACAAACCAG
Myog ENSMUSG00000026459 F_AGTGAATGCAACTCCCACA

R_CTGGGAAGGCAACAGACATA
Per2 ENSMUSG00000055866 F_CAGAGGAGAAGACTCCGCAC

R _TTGCTGTCGCTGGATGATGT
Pgkl ENSMUSG00000062070 F_CAGTCTAGAGCTCCTGGAAGGT

R AGGAGCACAGGAACCAAAGG
Pkm2 ENSMUSG00000032294 F_TTACCAGCGACCCCACAGAA

R_TCACGGCAATGATAGGAGCC
Plekhhl ENSMUSG00000060716 F_TTGGGAAACTGATGGATGGTG

R_GGCAAGGTGGTAAGGGAGG
Ppara ENSMUSG00000022383 F_AGAGGGCACACGCTAGGAAG

R_CCCAAAACAGCTGCGAACAC
Ppargcla ENSMUSG00000029167 F_CTCGATGAGTGTGTGCTGTG

R_GGAAGATCTGGGCAAAGAGG
Ppargclb ENSMUSG00000033871 F_TCCTGTAAAAGCCCGGAGTAT

R GCTCTGGTAGGGGCAGTGA
Pten ENSMUSG00000013663 F_TGGATTCGACTTAGACTTGACCT

R _GCGGTGTCATAATGTCTCTCAG
Rab27b ENSMUSG00000024511 F_TGGCTGAAAAATATGGCATACCA

R _CCAGAAGCGTTTCCACTGACT
Rabep2 ENSMUSG00000030727 F_CACGGATCTCCTCTCAGAGCA

R _CTGGGACAGCCGTACAAAGTC
Rpl26 ENSMUSG00000060938 F_GAACCGCAAACGGCATTTCA

R TAGTGTCCGCGAACAACCTG
Rplp2 ENSMUSG00000025508 F_GACGATGATCGGCTCAACAAG

R ACCCTGAGCGATGACATCCT
Rps2-ps13 ENSMUSG00000081684 F_GTGCTCCAAGGAGGTTGCT

R GGGCTTGCCAATCTTGTTCC
Sirt2 ENSMUSG00000015149 F_GCCTGGGTTCCCAAAAGGAG

R_GAGCGGAAGTCAGGGATACC
Sirt3 ENSMUSG00000025486 F_ATCCCGGACTTCAGATCCCC

R _CAACATGAAAAAGGGCTTGGG
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Sirt5 ENSMUSG00000054021 F_CTCCGGGCCGATTCATTTCC
R_GCGTTCGCAAAACACTTCCG
Sic2al ENSMUSG00000028645 F_CAGTTCGGCTATAACACTGGTG
R GCCCCCGACAGAGAAGATG
Slc2a4 ENSMUSG00000018566 F_GTGACTGGAACACTGGTCCTA
R _CCAGCCACGTTGCATTGTAG
Tgfvl ENSMUSG00000002603 F_CTCCCGTGGCTTCTAGTGC
R _GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG
Tgfb2 ENSMUSG00000039239 F_TCGACATGGATCAGTTTATGCG
R _CCCTGGTACTGTTGTAGATGGA
Trim5 ENSMUSG00000060441 F_AAGAGGTCACAGAGGCTCAAC
R _CACACTCGTGTATAAGATTACTTGC
Ube2c ENSMUSG00000001403 F_GCAGAGTGCGCTGCTAATC

R _CTGGAAGTCGGATCTCGGT

(F _forward; R_reverse)
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3.1.4  Antikorper

Folgende Antikorper wurden, aufgefiihrt in alphabetischer Reihenfolge, fiir die Validierung

verwendet (Tab. 6):

Tab. 6. Antikorper

Antikorper

Hersteller

Akt Antikorper #9272 (Kaninchen-IgG)

Cell Signaling Technology (CST), MA, USA

AMPKa1/2 Antikorper (H-300): sc-25792 (Kaninchen-IgG)

Santa Cruz Biotechnology, TX, USA

ERp Antikorper (H-150): sc-8974 (Kaninchen-IgG)

Santa Cruz Biotechnology, TX, USA

Glutl Antikorper (H-43): sc-7903

Santa Cruz Biotechnology, TX, USA

Glut4 Antikorper (H-61): sc-7938

Santa Cruz Biotechnology, TX, USA

GSK-3p (27C10) Kaninchen mAb

Cell Signaling Technology (CST), MA, USA

IGF-I Rezeptor  (111A9) Antikdrper #3018 (Kaninchen-
IgG)

Cell Signaling Technology (CST), MA, USA

Mono-biotinyl Human IGF-II (Receptor Grade)

GroPep Bioreagents, Thebarton, Australien

p38 MAPK Antikdrper #9212 (Kaninchen-IgG)

Cell Signaling Technology (CST), MA, USA

p44/42 MAPK (Erk1/2) (137F5) Antikorper #4695

(Kaninchen-IgG)

Cell Signaling Technology (CST), MA, USA

Phospho-Akt (Ser 473) Antikorper #9271 (Kaninchen-IgG)

Cell Signaling Technology (CST), MA, USA

Phospho-AMPKo. (Thr172) (40H9) Antikérper #2535
(Kaninchen-IgG)

Cell Signaling Technology (CST), MA, USA

Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (D3F9) XP® | Cell Signaling Technology (CST), MA, USA
Antikdrper #4511 (Kaninchen-IgG)
Phospho-p44/42 MAPK  (Erk1/2)  (Thr202/Tyr204) | Cell Signaling Technology (CST), MA, USA

(D13.14.4E) XP® Antikdrper #4370 (Kaninchen-IgG)

Phospho-PTEN (Ser380) Antikorper #9551 (Kaninchen-
IgG)

Cell Signaling Technology (CST), MA, USA

PTEN (D4.3) XP® Antikorper #9188 (Kaninchen-IgG)

Cell Signaling Technology (CST), MA, USA

RelA/NFKB p65 Antikorper (NB100-56712SS)

Novus Biologicals, CO, USA

Anti-SREBP1 Antikorper (ab28481)

Abcam, Cambridge, UK
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3.1.5 Gerite

Folgende Geréte kamen zum FEinsatz (7ab. 7):

Tab. 7: Geriite

Geriite

Hersteller

Biomark™ HD

Fluidigm®, CA, USA

Biometra Trio Thermoblock Biotron, Heated Lid

GmbH-
Deutschland

Biometra Analytik Jena AG, Gottingen,

Eppendorf 5417R Refrigerated Centrifuge

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Concentrator plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

LightCycler® 480

F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz

MJ Research PTC-200 Peltier Thermal Cycler

Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA

Molecular Devices Spectramax 250 Microplate Reader

Marshall Scientific, Hampton, NH, USA

NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific, MA, USA

Regelbarer Vortexer RS-VA 10

Phoenix Instrument GmbH, Garbsen, Deutschland

Rotilabo®-Zentrifuge mit Butterfly-Rotor

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

ROTINA 420 Tischzentrifuge

Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

Techne® digital Dri-Block® DB-2A

Techne®, Staffordshire, UK

Veterindr-Laufband / fiir Tierversuche / fiir Méause / fir
Ratten

TSE Systems GmbH, Bad Homburg, Deutschland

Wes™

ProteinSimple, CA, USA

3.1.6  Weitere Verbrauchsmaterialien

Folgende weitere Verbrauchsmaterialien wurden verwendet (7ab. 8):

Tab. 8: Weitere Verbrauchsmaterialien

Materialien

Hersteller

12-230 kDa Jess or Wes Separation Module, 8 x 25
capillary cartridges

ProteinSimple, CA, USA

48x48 Array; LP 48.48 IFC

Fluidigm®, CA, USA

Anti Rabbit Detection Module for Jess, Wes, Peggy Sue
or Sally Sue

ProteinSimple, CA, USA

Fluorescent 5x Master Mix

ProteinSimple, CA, USA

Pierce™ 96-Well Polystyrene Plates, Corner Notch

Thermo Fisher Scientific, MA, USA
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Sterican Kaniile 0,45x25 mm Gr. 18 braun B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Sterican Kaniile 0,90x40 mm Gr. 1 gelb B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

3.2  Methoden

Die Grundlage dieser Arbeit bildeten die Genexpressionsdaten des murinen M. rectus femoris, die
mittels NGS gewonnen wurden. Die verwendeten Gewebeproben stammten von Méiusen der
Instituts-eigenen Zuchtlinien (Leibniz-Institut fiir Nutztierbiologie (FBN) Dummerstorf,
Deutschland). Die NGS-Genexpressionsdaten wurden freundlicherweise von Herrn Dr. N.

Trakooljul, FBN Dummerstorf, in Form von Rohdaten zur Verfiigung gestellt.

Fiir die vorliegende Arbeit wurden diese Genexpressionsdaten mittels eines Analyseprogrammes
Signalweganalysen unterzogen. Im RNASeq-Experiment als differentiell exprimiert identifizierte
Gene wurden zusitzlich auf RNA- und Proteinebene validiert. Mit dem Hintergrund der in Kap. 2
aufgefiihrten Fragen erfolgte eine Interpretation der NGS-Daten sowie der eigenstindig
experimentell gewonnenen Ergebnisse. Eine vereinfachte Darstellung der in dieser Arbeit erfolgten

Arbeitsschritte ist in Abb. 6 dargestellt.

Enzymaktivitidtsmessungen
(Zuarbeit aus dem Institut fiir

Muskelbiologie und
Wachstum, FBN
r ) r ) — rAF\
Muskulare Validierung
Transkriptom P auf RNA- Validierung
. analyse Ebene auf
Tier- Analyse e G .
- Dr. N . (Fluidigm Proteinebene
experiment (Dr.N. mittels : T
Trakooljul, IPA® BioMark (Wes™,
FBN HD- Western Blot)
Dummerstorf) System)
\, J \ J \, J \, J \, J
Zuarbeit eigene Arbeit

Abb. 6: Workflow der vorliegenden Arbeit. Die Genexpressionsdaten des M. rectus femoris wurden
mit Hilfe der Software Ingenuity Pathway Analysis (IPA) einer Signalweganalyse unterzogen und
anschlieBend auf RNA- und Proteinebene validiert. Die gestrichelte Linie dient der Unterscheidung von
mittels Zuarbeit und mittels eigenstindiger Arbeit (in blau dargestellt) gewonnenen Daten. Der zeitliche
Ablauf der Arbeit wird durch die Pfeile verdeutlicht.

3.2.1 Tiere und Haltung

Die Tiere entstammen den Instituts-eigenen Zuchtlinien. Alle in-vivo Versuche und

Haltungsbedingungen im Modelltierlaboratorium des Leibniz-Instituts fiir Nutztierbiologie
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entsprechen den Anforderungen des deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG) und der Tierschutz-
Versuchstierverordnung (TierSchVersV). Die Tiere wurden in einem spezifisch pathogenfreien
(SPF) Haltungssystem mit definiertem Hygienestandard gehalten. Auch das Laufbandtraining
erfolgte unter diesen Bedingungen. Hygienemanagement und Gesundheitsiiberwachung in der SPF-
Haltung erfolgten unter Beriicksichtigung der Empfehlungen der Federation of European
Laboratory Animal Science Associations (FELASA) (Mahler Convenor et al. 2014). Die Tiere
wurden in Polysulfon-Kéfigen Eurostandard Typ II (267 x 207 x 140 mm; Tecniplast, Germany)
gehalten. Die Umweltbedingungen wurden durch einen 12-stiindigen Hell-Dunkel-Zyklus definiert
(Raumtemperatur 22,5 = 0,2 °C) und stindiger Luftwechsel wurde gewéhrleistet. Zuséatzlich
bestand freier Zugang zu Trinkwasser und Futter. Die Kéfigbesatzdichte entsprach den gesetzlichen
Vorgaben der europdischen Versuchstierverordnung (Richtlinie 2010/63/EU). Die minnlichen
Individuen, die fiir den Versuch herangezogen wurden, wurden ab dem 21. Lebenstag in
Einzelkéfigen gehalten (Empfehlung nach GV-Solas). Planung und Durchfithrung des gesamten
Versuches erfolgten nach den Empfehlungen der Tierdrztlichen Vereinigung fiir Tierschutz e. V.

(TVT) durch geschultes Personal.

3.2.2 Laufbandtraining

Fir die vorliegenden Untersuchungen wurden Minnchen beider Mauslinien, DUTP-
Marathonmaus (n=16) und DUC-Kontrollmaus (n=16), in je zwei Gruppen unterteilt. Jeweils eine
Gruppe (n=8) wurde in reguldrer Einzel-Kéifighaltung gehalten (,,sedentary,; sed‘), wihrend die
Tiere der anderen Gruppe (n=8) zusdtzlich zur Einzelhaltung noch drei Wochen lang einen
tdglichen Lauf auf einem computergestiitzten Laufband (,.treadmill; TM*) absolvierten (TSE

Systems GmbH, Bad Homburg). Es entstanden so insgesamt vier Gruppen:

DUhTP_TM: ménnlich; 49.-70. Lebenstag; mit Laufbandtraining (n=8)
DUTP_sed: minnlich; 49.-70. Lebenstag; ohne Laufbandtraining (n=8)
DUC _TM: mannlich; 49.-70. Lebenstag; mit Laufbandtraining (n=8)
DUC sed: mannlich; 49.-70. Lebenstag; ohne Laufbandtraining (n=8)

Das Laufbandtraining begann ab dem 49. Lebenstag und orientierte sich an den individuellen
Laufleistungen beider Mauslinien: Da die durchschnittliche submaximale Laufzeit der DUhTP-
Marathonméuse in der letzten Testung der Laufleistung bei 2 h 13 min lag und damit ein 30-

miniitiger Lauf etwa 22,56 % der submaximalen Leistung entsprach, wurde die Laufdauer der
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DUC-Kontrollmduse bei einer durchschnittlichen submaximalen Leistung von nur 1 h 6 min
entsprechend auf 15 min angepasst. Das Training sah nach einem ersten Trainingstag auf dem
Laufband eine zweitégige Pause vor. Danach erfolgte ein regelméBiges Training (5x/Woche) mit

zunehmender Laufbandgeschwindigkeit (4bb. 7).

.I.

LT ... 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70

LB Pause Téagliches LB- Pause Téagliches LB- Pause Téagliches LB-
Training Training Training

Abb. 7: Ablauf des Trainingsversuches. Sowohl Individuen der DUhTP-Marathonmauslinie als auch
der DUC-Kontrollmduse absolvierten ein dreiwdchiges Laufbandtraining. Das Training wurde den
Leistungen der Tiere angepasst und erfolgte mit steigender Geschwindigkeit.T: Dekapitation; LB:
Laufband; LT: Lebenstag

Jedes Trainingsprogramm begann mit einer Anfangsgeschwindigkeit von 0,2 m/s gefolgt von einer
minimalen Steigerung der Anfangsgeschwindigkeit auf 0,25, 0,33 und 0,36 m/s fiir 160 s in den 3
nachfolgenden Wochen. Die Endgeschwindigkeit fiir 700 s (DUC-Kontrollméuse) bzw. 1600 s
(DUhTP-Marathonmaiuse) steigerte sich ebenfalls wochenweise von 0,25 auf 0,33, 0,42 bzw. 0,5
m/s. Das entsprach nach einem Lauf von 30 min einer Finalstrecke von ca. 830 m. Bei den DUC-
Kontrollméusen konnte die Finalgeschwindigkeit von 0,5 m/s nicht erreicht werden, sodass bei
ihnen in der dritten Trainingswoche die Geschwindigkeit der Vorwoche beibehalten blieb (0,42
m/s).

Nach dem Versuch wurden alle Tiere (mit/ohne Training) an Lebenstag 70 gewogen und
anschliefend ohne visuellen und akustischen Kontakt zu ihren Geschwistern dekapitiert. Den
Korpern wurden beidseits der zu untersuchende M. rectus femoris und M. soleus entnommen,
gewogen, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur anschlieBenden Analyse

gelagert.

3.2.3  Next Generation Sequencing

Die RNA-Sequenzierung wurde von Herrn Dr. Nares Trakooljul, FBN Dummerstorf, durchgefiihrt.
Die fiir die RNA-Sequenzierung benétigten Gewebeproben des M. rectus femoris wurden den
Mausen nach Exitus entnommen, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur RNA-Isolation
bei -80 °C gelagert. Insgesamt wurde das Transkriptom von Muskelproben von 16 DUhTP-
Marathonméusen (8 mit, 8 ohne Training) und 16 DUC-Kontrollméusen (8 mit, 8 ohne Training)

sequenziert und die daraus gewonnenen Daten fiir die vorliegende Arbeit verwendet.
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In den anschlieBenden Analysen identifizierten wir anhand des Vergleichs der RNA-
Expressionsprofile Genexpressionsunterschiede in der untrainierten DUhTP-Marathonmauslinie
und der Linie der untrainierten DUC-Kontrollmduse (DUTP sed vs DUC sed). Spontane
Anpassungsvorginge an korperliche Aktivitit untersuchten wir in den Vergleichen DUhTP_TM vs
sed (fir die DUhTP-Marathonméuse) und DUC_TM vs sed (fiir die DUC-Kontrollméuse).
Zusitzlich erfolgte ein unmittelbarer Vergleich beider trainierter Linien (DUhTP_TM vs
DUC_TM). Expressionsunterschiede, die sowohl im Vergleich DUhTP sed vs DUC _sed als auch
im Vergleich DUhTP_TM vs DUC_TM auftraten, werteten wir als Ergebnis der Ausdauerselektion
(,,selektionsbedingt). In beiden Vergleichen DUC TM vs sed und DUhTP TM vs sed

aufgetretene Expressionsunterschiede wurden als ,.trainingsbedingte Veranderungen® gewertet.

Die Isolation der RNA und die anschlieBende Sequenzierung erfolgte wie bereits von Murani et al.
an hepatischem Gewebe beschrieben (Murani et al. 2019): Die Gesamt-RNA der Muskelproben
wurde mittels der Tri-Reagent-Methode (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) isoliert und
anschlieBend einer DNase-Behandlung sowie einer Sdulen-basierten Aufreinigung unterzogen
(Nucleospin RNA II Kit, Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland). Wir bewertetetn dic RNA-
Qualitit mit dem Agilent RNA 6000 Nano-Kit und dem 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,
CA, USA). Die Konzentration der isolierten RNA lag dabei in einem Bereich von 5-500 ng/pl. Es
wurden ausschlieBlich Proben mit einer RNA-Integrititszahl (RIN) > 8 (Schroeder et al. 2006) zur
Erstellung einer cDNA-Bibliothek gemdBl dem TruSeq Stranded mRNA-Protokoll (Illumina, San
Diego, CA, USA) verwendet. Aus je 2 pg Gesamt-RNA wurden polyadenylierte mRNA-Molekiile
unter Verwendung von oligo (dT)-beschichteten magnetischen beads angereichert und unter
erhohten Temperaturbedingungen chemisch fragmentiert. Die fragmentierte RNA wurde dann
unter Verwendung von Hexameren und Superscript Il Reverse Transkriptase in cDNA transkribiert
und mit TruSeq RNA-Adaptern, die einen einzigartigen DNA-Sequenzierungsindex enthalten,
ligiert, um ein Multiplexing zu ermoglichen. Mit dem 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)
und dem Agilent DNA-1000 Chip-Kit wurden die DNA-Bibliotheken auf die gréBenabhingige

Verteilung der Fragmente tiberpriift.

Die Konzentrationen der DNA-Bibliotheken wurden mit dem KAPA qPCR Library Quantification
Kit (Roche Molecular Systems, Inc.) quantifiziert. Die DNA-Bibliotheken mit 0,5 % eingespikter
PhiX-Kontrolle wurden mit dem cBot-System (Illumina, San Diego, CA, USA) klonal geclustert
und unter Verwendung des high-output-Modus auf dem HiSeq2500 (Illumina, San Diego, CA,
USA) in der Sequenzieranlage des Instituts fiir Genombiologie, Leibniz-Institut fir

Nutztierbiologie (FBN), Dummerstorf, Deutschland, fiir 2 x 101 bp sequenziert.

Eine Vorverarbeitung und Qualitdtsbewertung der Rohdaten der RNA-Sequenzierung erfolgte mit

FastQC (Version 0.11.5) (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), indem
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Lesevorgédnge niedriger Qualitdt mit einem mittleren Q-Score < 30 und einer Leseldnge von
weniger als 30bp herausgefiltert und adapterdhnliche Sequenzen getrimmt wurden. Die paired-end
reads wurden dann mit Hilfe von HISAT2 Version 2.1.0 (Kim et al. 2015; Pertea et al. 2016) dem
Ensembl-Referenzgenom der Maus (GRCm38) zugeordnet. Mit Hilfe von HTSeq Version 0.8.0
wurde die jedem Gen zugehorige Anzahl der reads aus den HISAT2-Kartierungsergebnissen
entnommen. Um signifikant unterschiedlich exprimierte Gene (DEGs) zu identifizieren, erfolgte
anschliefend eine Analyse mit Hilfe von edgeR und R-Abhdngigkeitspaketen (Robinson et al.
2010). Wir filterten Gene mit geringen Lesewerten (counts per million, cpm) heraus, um nur Gene
mit > 0,5 cpm in mindestens 4 Bibliotheken zu erhalten. Die edgeR-Standardparameter wurden mit
der Option trimmed mean of M-values (TMM) unter Beriicksichtigung von Bibliotheksgroe und
composition bias und der drei Funktionen estimateGLMCommonDisp, estimateGLMTrendedDisp
und GLMTagwiseDisp zur Schitzung der interbibliothekarischen Variation angewendet (Marcon et
al. 2019; Robinson et al. 2010). glmFit- und glmLRT-Funktionen, die in edgeR implementiert sind,

wurden fiir statistische Tests von DEGs verwendet.

3.2.4 Signalweganalyse und Auswahl néher zu untersuchender Gene

Die mittels NGS identifizierten DEGs fiir jeden der 4 Vergleiche (von je 2 Mausgruppen zu n=8)
importierten wir anschliefend unter Einbeziehung von Ensembl Gene_ID, Expr Log Ratio, Expr p-
value und Expr False Discovery Rate in die Ingenuity Pathway Analysis (IPA)-Software (Qiagen,
Version 49932394). Die in der Software enthaltene Funktion ,,core analysis" verwendeten wir, um
die unterschiedlich exprimierten Gene funktionell zu interpretieren. Dazu gehorte die
Identifizierung der mit den DEGs assoziierten biologischen Prozesse, Canonical Pathways,
vorgeschalteten Transkriptionsregulatoren und Gen-Netzwerke. Jeder gene identifier wurde zu
seinem korresponierenden Geneintrag in der IPA-knowledge base (IPKB) gemappt. Wir
verwendeten die Standardeinstellungen des Programms, um den Aktivierungszustand von
Canonical Pathways und vorgeschalteten Regulatoren mit Hilfe der in der Software integrierten
IPA-Wissensbasis darzustellen (https://digitalinsights.qiagen.com/). Um zu gering ausgeprigte
Expressionsunterschiede im Vorfeld der IPA-Analysen herauszufiltern, setzten wir FDR < 0,05
sowie FC > 2 als Cutoffs. Fiir die Signalweganalysen mit IPA verwendeten wir nur Gene, die
innerhalb dieses definierten Bereiches lagen. Die grafische Darstellung der Canonical Pathways
erfolgte iiber die Auswahl der Programmfunktion View Pathway. Uber View Report war es
moglich, eine Zusammenfassung des gezeigten Signalweges mit seinen Hauptfunktionen zu
erhalten. Die Signalwege und ihre mit Hilfe der IPA-Wissensbasis erhaltenen Hauptfunktionen
iiberpriiften wir mittels Literaturrecherche auf Assoziationen zu Skelettmuskel und Ausdauer. Dazu
suchten wir in der PubMed-Datenbank (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) mit Hilfe der

Schlagworter ,,muscle®, ,,endurance und ,,exercise in Verbindung mit dem jeweiligen Signalweg
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und seiner Hauptfunktion nach entsprechenden Publikationen. Anhand der so erfolgten
Literatursuche wahlten wir Gene fiir die anschlieBende Validierung mit qPCR sowie die ndhere
Untersuchung mittels NGS-Datensatz einerseits und der IPA-Funktion ,upstream regulators*

andererseits aus.

Das Ziel der IPA-Funktion , upstream regulators™ ist es, Transkriptionsregulatoren zu
identifizieren, die die beobachteten Genexpressionsunterschiede im vorliegenden NGS-Datensatz
erkldren kdnnen. Die Analyse basiert auf dem in der IPKB gespeicherten Vorwissen iiber erwartete
Effekte zwischen Transkriptionsregulatoren und ihren Zielmolekiilen. Um festzustellen, welcher
der Transkriptionsregulatoren der fiir die betrachteten Zielmolekiile relevanteste ist, werden die
Anderungsrichtungen der Zielmolekiile (d.h. die Expression in der untersuchten Probe relativ zur
Kontrolle) untersucht. Stimmen die Anderungsrichtungen der untersuchten Zielmolekiile
grofitenteils mit dem Aktivierungszustand des vermuteten Transkriptionsregulators iiberein, wird
eine Vorhersage tiber alle diesem Transkriptionsregulator zugeordneten Zielmolekiile gemacht. Der
Zusammenhang zwischen dem solchermaflen ermittelten Transkriptionsregulator und seinen
vermuteten Zielmolekiilen wird dann in Form einer Grafik dargestellt. Je nachdem, ob die
Anderungsrichtungen der Zielmolekiile innerhalb des gesetzten Cutoffs (s.0.) liegen oder nicht,

werden diese als ,,messbar* oder ,,vermutet aktiviert/gehemmt™ angegeben.

3.2.5 Herstellung der Proteinlysate

Je 0,65 g der bei -80 °C gelagerten Gewebeproben des M. rectus femoris iiberfithrten wir in mit 1x
CST Cell-Lysis-Puffer (Cell Signalling) sowie Keramikkiigelchen gefiillte Kryordhrchen und
zerkleinerten diese mechanisch in der Precellys (6000 U/min fiir 2x 30 s). Danach lieBen wir das
Zelllysat fiir 20 min auf Eis inkubieren und verdiinnten es anschlieBend 1:1 mit 2x Laemmli-Puffer
(farblos). Im Anschluss wurden die Proben denaturiert (94 °C, 10 min), zentrifugiert (14000 U/min,
2 min) und der gewonnene Uberstand in ein neues Reaktionsgefd iiberfiihrt. Fiir die getrennte
Analyse membrandser und zytosolisch lokalisierter Glukosetransporter unterzogen wir die
Muskelproben nach mechanischer Homogenisierung in der Precellys einer seriellen Zentrifugation.
Diese erlaubte eine Auftrennung der Zellkomponenten auf Grundlage ihrer Gréfe und Dichte:
Durch initiale Zentrifugation bei kleiner Umdrehungszahl (600xg fiir 10 min, 10000xg fiir 5 min)
erfolgte ein Ausfillen schwerer kompakter Zellkerne, Mitochondrien und Gewebereste. Der
verbleibende Uberstand wurde im Anschluss bei Hochstgeschwindigkeit zentrifugiert (21000xg fiir
10 min), um Membranfragmente von zytosolischen Proteinen im Uberstand zu trennen. Den
Uberstand iiberfiihrten wir in ein neues ReaktionsgefdB und 16sten das ausgefillte Pellet erneut in

1x CST. Die Lysate wurden dann im Verhéltnis 1:10 verdiinnt und bei -20 °C gelagert.
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3.2.6  Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinquantifizierung der einzelnen Proteinlysate (jeweils 16 pro Mauslinie & 8 pro Gruppe)
erfolgte mittels Bicinchoninsdure (Bicinchoninic acid, BCA, SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg). Das Assay-Kit beinhaltet Puffer-, BCA- und Kupfersulfat-Losung sowie einen
Proteinstandard BSA mit c=2000 pg/ml (SERVA Albumin bovine fraction V, Protease free). Bei
der Quantifizierung handelt es sich um eine Kombination aus der Biuret- und einer
Komplexbildungsreaktion mit BCA (Smith et al. 1985). Nach Reduktion von Cu(Il) zu Cu(l) in
alkalischer Losung und anschlieBender Chelatbildung mit BCA kann der entstandene Komplex
spektralphotometrisch analysiert werden. Die Menge an reduzierten Cu(l)-lonen ist dabei

proportional zu der in der Probenldsung vorliegenden Proteinmenge X.
BCA-Proteinreaktion (Serva Electrophoresis GmbH):
Protein (Peptidbindungen) + Cu?* - Cu'* — Biuret — Komplex
Cul* + 2 Bicinchoninsiure - BCA — CultKomplex

(Absorptionsmaximum bei 562nm)

Anhand der Erstellung einer Kalibrierungskurve A562 nm = f(cgss) aus unterschiedlichen
Verdiinnungen einer BSA-Stocklosung mit bereits bekannter Proteinkonzentration konnen die
Proteinmengen der Proben (X in pg) ermittelt werden. Zur Konzentrationsbestimmung C wird
anschlieBend durch das eingesetzte Probenvolumen (V in pl) dividiert. Da die Proteinlysate zuvor
im Verhéltnis 1:10 vorverdiinnt wurden, musste zusatzlich der Verdiinnungsfaktor (VF)

berticksichtigt werden:

(X [ug] /V[u]) - VF = Clpg/pl] = C[mg/ml]

Die Erstellung der Kalibrierungskurve sowie die Extrapolation der Konzentration C erfolgte mittels
GraphPad Prism (Version 8.4.1). Um fiir weitere Analyseschritte eine einheitliche
Proteinkonzentration aller Proben aufweisen zu konnen, wurden diese mittels 1x Laemmli-Puffer

auf eine Konzentration von c=1000 pg/ml verdiinnt.

3.2.7 Kapillar-Immunoblot

Zur groBenbasierten Auftrennung und Analyse der Proteinlysate verwendeten wir das 12-230 kDa
Separation Module im Wes™ Simple Western System (ProteinSimple, CA) gemiB den
Herstelleranweisungen.. Die Skelettmuskelproben verdiinnten wir mittels 1x Laemmli-Puffer auf
eine Konzentration von 1 pg/pl bzw. 2 pg/ul, vermischten diese mit dem Fluorescent Master Mix
und erhitzen sie fiir 5 min auf 94 °C. AnschlieBend wurden die Proben, Blockingreagenz (4Antibody

Diluent), Primdrantikorper (in Antibody Diluent; Kap. 3.1), HRP-konjugierter Sekundarantikérper
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(Anti-Rabbit Detection Module) und Chemilumineszenz-Substrat auf eine 25er Well-Platte

aufgetragen. Wir verwendeten folgende Standardeinstellungen des Gerites:

Stacking and Separation: 475 V fiir 30 min
Blocking Reagent: 5 min
Primér-und Sekundirantikérper: jeweils fiir 30 min
Luminol-Peroxid Chemolumineszenzmessung: ca. 15 min

(Belichtungszeiten von 1-2-4-8-16-32-64-
128-512s)

Das aus der Analyse resultierende Chemolumineszenzsignal wurde maschinell detektiert.
Quantitative Ergebnisse wie Molekulargewicht, Signalintensitit und Signal-Rausch-Verhéltnis fiir
jedes immunodetektierte Protein wurden automatisch in der assoziierten Software Compass for
Simple Western (ProteinSimple, CA, USA) angezeigt. Mit den Mittelwerten der Signalintensitdten
aller vier Mausgruppen (Signal-Rausch-Verhéltnis > 10) erfolgte anschlieBend die statistische

Auswertung und grafische Darstellung.

3.2.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

Die Funktion der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese) ist die Auftrennung von Proteingemischen nach ihrem Molekulargewicht im
elektrischen Feld. Im anschlieBenden Blotting-Verfahren werden spezifisch Proteine durch

Bindung an markierte Liganden nachgewiesen.

Das Elektrophorese-Gel besteht aus einem vertikalen Trenngel, auf das eine diinne Schicht
Sammelgel pipettiert wird. Fiir die Durchfiihrung wurden gereinigte Glasplatten mit zwei
Abstandshaltern in die GelgieBapparatur eingespannt und die zwei Gele, das Trenn- und das
Sammelgel, vorbereitet. = Die  Gel-Mischungen = wurden mit dem  Radikalstarter
Ammoniumperoxidsulfat (APS) sowie dem Polymerisationskatalysator Tetramethylethylendiamin
(TEMED) versetzt und blaschenfrei zwischen die Glasplatten gegossen. Bevor das Sammelgel
auspolymerisieren konnte, setzten wir einen Probenkamm zur Ausbildung von insgesamt 24
Auftragstaschen ein. Nach etwa einer Stunde Polymerisation wurden die Gelplatten in die
Elektrophoresekammer eingespannt und an die Kiihlung angeschlossen, die Kammer mit
Laufpuffer befiillt und der Probenkamm entfernt. Jeweils 20 pl der Proteinlysate, mittels 1x
Laemmli-Puffer ohne Mercaptoethanol auf c=1000 pg/ml verdiinnt, wurden auf dem 12 % SDS-
Elektrophoresegel mit einer konstanten Spannung von 200 V aufgetrennt und anschlieBend auf eine

PVDF-Membran (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) mit hoher Proteinbindungskapazitit
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iibertragen (,,Blotting*). Natriumdodecylsulfat (SDS) deckt die Ladungen der Proteine und fiihrt zu
einer negativen Gesamtladung. So kdnnen die negativ geladenen Proteine im elektrischen Feld

ihrer GroBe nach aufgetrennt werden.

Die Membran wurde fir 1 h in TBST 0,1 % Tween und 1 % Fischgelatine geblockt und
anschlieBend fiir 2 h mit dem Primérantikdrper (Kap. 3.1) inkubiert. Im Anschluss erfolgte fiir 1 h
eine Inkubation mit dem Streptavidin-Konjugat. Wir entwickelten die Membranen unter
Verwendung von 10 ml Luminata Forte und belichteten sie anschlieBend fiir 10 min im BioRad
Imager. Die solchermaBlen entstandenen Banden ordneten wir dann mittels eines Markers

spezifischen Molekulargewichten zu.

3.2.9 Bestimmung spezifischer Enzymaktivititen

Die Daten der Enzymaktivitdtsmessungen wurden freundlicherweise zur Verfligung gestellt von
den Mitarbeitern des Institutes fiir Nutztierbiologie und Wachstum, FBN Dummerstorf. Die
gleichen Proben des M. rectus femoris, die auch fiir das RNASeq-basierte Transkriptomprofiling
verwendet wurden, wurden mit einem Morser unter Fliissigstickstoff zermahlen und mit 0,01 M
Kaliumphosphatpuffer (4,2 mM Dikaliumphosphat; 5,8 mM Monokaliumphosphat; 150 mM
Kaliumchlorid; 1 mM EDTA (pH= 6,9)) im Verhiltnis 1:20 verdiinnt. Die Homogenisierung der
Proben erfolgte mit einem Tissue Homogenizer (Potter Elvehjem, Wheaton Science Products,
Millville, NJ, USA). Die so erhaltenen und verdiinnten Muskelhomogenate wurden bei 14.000 x g
(15 min, 4 °C) zentrifugiert und die resultierenden Uberstinde wurden auf Eis aufbewahrt. Alle
Enzymaktivititsuntersuchungen und die Bestimmung des Proteingehalts wurden am selben Tag
durchgefiihrt. Die spezifischen Aktivitdten der Kreatin-Kinase (CK), der Isocitrat-Dehydrogenase
(IDH) und der Laktat-Dehydrogenase (LDH) wurden wie von Losel et al. beschrieben gemessen
(Losel et al. 2013): Die Messung der CK-Aktivitét erfolgte bei 37 °C in den Muskelhomogenaten
(1:400 verdiinnt) mit einem kommerziellen Kit (Biomed, OberschleiBheim, Deutschland). Die
LDH- und IDH-Aktivitdit wurde bei 25 °C nach modifizierten Testprotokollen von Sigma
(http:/twww.sigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/enzyme-explorer/learning-center/assay-
library.html) analysiert. Die LDH-Aktivitdt wurde in verdiinnten (Verdiinnung 1:20), die IDH-
Aktivitdit in  unverdiinnten = Muskelhomogenaten bestimmt. Der Proteingehalt der
Muskelhomogenate (1:10 verdiinnt) wurde nach Peterson analysiert (Peterson 1977). Alle
Enzymaktivititen und der Proteingehalt wurden mit dem Spectramax Plus384-
Spektrophotometer/plate reader (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA, USA) bestimmt.

Pro Tier wurden drei Messungen durchgefiihrt.
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3.2.10 RNA-Extraktion fiir die Polymerasekettenreaktion

Um RNase-Freiheit zu gewihrleisten und eine Kontamination der Proben zu verhindern, wurden
vor jeder RNA-Priparation der Arbeitsplatz und alle bendtigten Gerdte mit RNase™ AWAY
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA) gereinigt. Die RNA wurde aus dem entnommenen
Muskelgewebe des murinen Musculus rectus femoris gewonnen und erfolgte auf Grundlage der

Phenol-Chloroform-Extraktion (Chomczynski und Sacchi 2006).

Dafiir versetzten wir die bei -80 °C gelagerten Gewebeproben mit 1 ml TRI-Reagent (Sigma),
homogenisierten sie in der Precellys (6,0 m/s, 40 s) und lieBen sie fiir 5 min bei RT inkubieren.
Nach Zentrifugation bei 14000 rpm fiir 10 min bei 4 °C wurde der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal iiberfiihrt und 100 pl Chloroform ohne Isoamylalkohol zugegeben. Dann folgte ein
Inkubationsschritt von 15 min bei Raumtemperatur (RT) mit anschlieBender Zentrifugation (14000
rpm, 10 min, 4 °C). Die wissrige Phase gaben wir in ein neues Réhrchen, vermischten sie mit
500 ul Isopropanol und lieBen sie erneut bei RT inkubieren (10 min). Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt (14000 rpm, 8 min, 4 °C) wurde der Uberstand verworfen und das
verbliebene Pellet mit 1 ml Ethanol (EtOH) (75 %) gewaschen. Wir entfernten das EtOH nach
einem weiteren Zentrifugationsschritt (5 min), trockneten das RNA-Pellet im Eppendorf
Concentrator plus (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) und I6sten es abschlieBend in RNAse-

freiem Wasser.

Um eine Verunreinigung der gewonnenen RNA durch DNA zu vermeiden, wurde anschliefend ein
DNase Verdau durchgefiihrt. Wir verwendeten das RNA Clean & Concentrator Kit (Zymo
Research, CA, USA) zur weiteren Aufreinigung.

Die Extraktionsmethode basiert auf der Verwendung eines einzigartigen Single-Buffer-Systems und
der Zymo-Spin-Sdulentechnologie, die eine selektive Gewinnung von RNA ermoglicht. Durch
Zugabe von Bindungspuffer und Ethanol mit anschlieBendem Waschen und Elution in den Zymo-
Spin IIC Sédulen wurde die RNA zusitzlich aufgereinigt und konzentriert. Die Quantifizierung der
erhaltenen RNA erfolgte mit dem Spectrophotometer (NanoDrop) mittels Absorptionsmessung der
Proben bei 260 und 280 nm im Messduplikat. Der Quotient der Extinktionen bei 260 und 280 nm
galt dabei zusdtzlich als Mal} fiir die Probenreinheit. Um die erforderliche Qualitdt zu
gewihrleisten, sollte dieser zwischen 1,8 und 2,1 liegen. Die RNA-Proben lagerten wir bis zur

weiteren Verwendung bei -80 °C.

3.2.11 Reverse Transkription (c(DNA-Synthese)
Bei der reversen Transkription wurde mit einer RNA-abhidngigen DNA-Polymerase (reverse

Transkriptase) die RNA in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben. Fiir diese Reaktion
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verwendeten wir das GoScript™ Reverse Transcription System Kit (Promega Corporation, WI,

USA).

Dafiir wurden die RNA-Proben, deren RNA-Konzentrationen zuvor iiber das Spectrophotometer
ermittelt wurden, mittels Nuklease-freiem Wasser auf eine gemeinsame Konzentration von jeweils
¢=800 ng/ul RNA pro Probe verdiinnt. Zu je 4 pl der verdiinnten Probe wurden je 0,5 pl Oligo-dT-
Primer und Random Primer hinzugegeben, alles fiir 5 min bei 70 °C im Thermocycler erwidrmt und
danach sofort wieder fiir 5 min auf Eis gelagert. Nach anschlieBender kurzer Zentrifugation und
erneuter Lagerung auf Eis pipettierten wir zu jeder Probe (& 5 pl) 15 pul des reverse-Transkription-

Mixes, bestehend aus folgenden Substanzen:

Reverse-Transkription-Mix (je Probe 15 ul):

GoScript™ 5x Reaction Buffer 4 ul
MgCl,. 2 ul
PCR Nucleotide Mix 1ul

(finale c=0,5 mM je ANTP)

Recombinant

RNasin® Ribonuclease Inhibitor 0,5 ul
GoScript™ Reverse Transcriptase 1 ul
Nuklease-freies Wasser 6,5 ul

Wir stellten die Proben anschlieend in den Thermocycler und lieen sie 5 min bei 25 °C, 60 min
bei 42 °C und 15 min bei 72 °C inkubieren. Bei einem Gesamtvolumen von 20 pl fiir jeden Ansatz
entsprach die cDNA-Konzentration ¢=40 ng/ul (RNA-Aquivalent). Die gewonnene cDNA wurde

bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.2.12 Generierung spezifischer Primer und Primeretablierung

Die Primer wurden mit einer cDNA-Verdiinnungsreihe auf ihre Funktionsfdhigkeit in der qRT-
PCR getestet. Dazu stellten wir aus den cDNA-Proben (Kap. 3.2.11) eine Poolprobe her. Aus dem
so generierten cDNA-Pool wurde mittels Nuklease-freiem Wasser eine Verdiinnungsreihe (¢c=40;
25; 12,5; 2,5; 1,25; 0,25; 0,125; 0 ng/ul) erstellt. Diese Proben analysierten wir im LightCycler®
480 unter Verwendung des Promega qRT-PCR Mixes in Doppelbestimmung. Fiir den PCR-Ansatz

wurde folgendes Protokoll verwendet:
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PCR-Ansatz (je 10 pl): cDNA (c=25 ng/ul) 1 ul
H>O (ad 4,5 pl) 3,5ul
Primer-Mix (20 uM) 0,5 ul

2x SYBR® Green Mastermix, Promega 5 pl

Folgendes PCR-Programm wurde verwendet:

PCR-Programm:

a) 1 Zyklus Denaturierung und Enzymaktivierung: 95 °C 5 min

b) 45 Zyklen Denaturierung: 95 °C 15s
Amplifikation: 60 °C 10s
Elongation und Quantifizierung: 72 °C 10s

¢) Schmelzkurvenanalyse

Die Auswertung erfolgte mit der Software LightCycler®480 SW1.5. Die Ermittlung des Cp-Wertes
der Verdiinnungsreihe ermoglichte die Erstellung einer Standardkurve. Die sich daraus ergebende
Effizienz sollte bei etwa 2 liegen. Primerpaare, fiir die keine Amplifikation, Cp-Werte >29 oder
eine Effizienz auBerhalb 1,7 < E< 2,2 festgestellt wurden, konnten nicht fiir die anschlieBende
PCR-Analyse im Fluidigm® BioMark HD-Systems verwendet werden. Die Betrachtung der
Schmelzkurve der Amplifikate ermoéglichte dariiber hinaus eine Abschdtzung, ob es zu
unspezifischen Amplifikationen gekommen war. Solche Primer wurden ebenfalls von der

folgenden Analyse ausgeschlossen.

3.2.13 Vergleich der Ergebnisse von Next Generation Squencing und quantitativer real-time
Polymerasekettenreaktion
Fiir die gezielte Amplifikation spezifischer cDNA-Abschnitte jeder einzelnen Probe verdiinnten wir
die zuvor erstellten cDNA-Proben von der Initialkonzentration c=40 ng/ul mittels Nuklease-freien
Wassers auf ¢=25 ng/ul. Fiir die Vorbereitung des Fluidigm® BioMark HD - Laufes beriteten wir
zunidchst den Primermix vor. Dafiir wurden Forward- und Reverse-Primer aller zu
amplifizierenden Gene in gleichem Verhiltnis gemischt und mit TE-Suspensions-Puffer (10mM
Tris; 1mM EDTA) auf eine Endkonzentration von ¢=500 nM gebracht. Fiir die Specific Target
Amplification (STA) erstellten wir anschlieend ein STA-Mastermix, der zu den auf 25 ng/ul
verdiinnten Proben sowie zur cDNA-Verdiinnungsreihe hinzugegeben wurde. Der Mastermix

bestand aus folgenden Substanzen:
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STA-Mastermix (pro Reaktion 4 pl): 2x TagMan PreAmp Mastermix 2,5 ul
500 nM Primermix 0,5 ul
Nuklease-freies Wasser 1 ul

Zusammen mit jeweils 1 pl cDNA-Probe betrug das Gesamtvolumen pro Reaktion folglich 5 pl.
Nach Vorlage des STA-Mastermixes und anschlieBender Zugabe der cDNA wurde die Mischung

einer Heizzyklus-Abfolge bestehend aus insgesamt 14 Zyklen unterzogen:

STA-Temperaturprofil: 95 °C 10 min
95 °C 155 14x
60 °C 4 min
4°C hold

Nach der STA versetzten wir jede Probe anschlieBend mit Exonuklease (Endkonzentration 4 U/ul)

und unterzogen sie erneut einem Heizzyklus, um ungebundene Primer zu entfernen.

Exonuklease-Zugabe (je 2 ul pro Probe): Nuklease-freies Wasser 1,4 ul
Exonuclease I Reaction Buffer 0,2 pl
Exonuclease I (20 U/ul) 0,4 ul
Temperaturprofil: 37°C 30 min
80 °C 15 min
4°C hold

Die Proben wurden anschlieSend mit TE-Puffer 1:5 verdiinnt und bei -20 °C gelagert.

Fiir die Durchfiihrung der RT-PCR mittels des Fluidigm® BioMark HD-Systems bereiteten wir
zundchst der Primermix vor. Dafiir wurden je 10 pl Forward und Reverse Primer (c=100 pM)
paarweise gemischt. Zu je 0,5 ul des Primermixes gaben wir anschliefend jeweils 4,5 ul des

Assay-Mixes hinzu. Der Assay-Mix setzte sich folgendermaflen zusammen:

Assay-Mix (je 4,5 ul pro Probe): 2x Assay Loading Reagent 2,5 ul
1x DNA-Suspension Buffer 2,0 pul
(TE mit 0,1 mM EDTA)
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Anschlielend erfolgte die Vorbereitung des Sample-Mixes.

Sample Mix (je 2,25 pl pro Probe): 2x Promega GoTaq® Green Master Mix 2,5 pl

20x DNA Binding Dye Sample Loading Reagent
0,25 ul

Zu je 2,25 pl der STA-amplifizierten, Exonuklease-behandelten und verdiinnten cDNA-Proben
wurde je 2,75 pl Sample-Mix gegeben und bis zum Beladen der Analyseplatte bei 4 °C gelagert.
Die Analyse der Proben erfolgte in einem 48.48 IFC (Fluidigm®). Auf diesen wurde zundchst
Kontrollfliissigkeit nach Vorgabe gegeben und dann im /FC Controller MX das Prime (113x)
Script durchgefiihrt. AnschlieBend brachten wir die vorbereiteten Assays (Primerpaare) sowie den
Sample-Mix (cDNA - Proben und Standardreihe) auf den Chip und starteten das
Beladungsprogramm Load Mix (113x) Script. Nach erfolgreicher Vorbereitung des Chips erfolgte
die eigentliche RT-PCR im BioMark HD-System. Dazu wurde der Chip in das Gerét geladen und

die folgenden Einstellungen vorgenommen:

Einstellungen des BioMark™ HD-Systems: Application Type: Gene Expression

Passive Reference: ROX

Probe: Single Probe
Probe type: EvaGreen
Temperaturprofil: GE Fast 48x48 PCR+Melt
v2.pcl
RT-PCR-Heizprotokoll:
1. Initiale Denaturierung (,,Hot Start®) 95 °C 60 s
2. PCR-Zyklus (30x) 96 °C 5s
60 °C 20s
3. Schmelzkurve 60 °C 3s
60-95 °C 1°C/3's

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software Fluidigm® Real-Time PCR Analysis. Dort
dokumentierten wir zundchst die Positionen und Bezeichnung von Primern und Proben auf dem

Analyse-Chip.

Wahrend des gesamten Temperaturprogramms wurde die Fluoreszenz gemessen. Wenn das

Fluoreszenzsignal einen spezifischen Schwellenwert bei einer bestimmten Zyklenzahl
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iiberschreitet, ergibt sich daraus der Ct-Wert (Cycle Threshold, Schwellenwertzyklus). Der Ct-Wert
ist folglich der Schnittpunkt der Amplifikationskurve mit der Schwellenwertlinie. Er ist ein
relatives Mal3 fiir die Konzentration des Ziels in der PCR-Reaktion. Aufgrund der Fluoreszenz

bestimmten wir so fiir jede Primer/Sample-Kombination die Ct-Werte.

Als MaB fiir die Qualitdt jeder Amplifikation gilt der Quality Threshold. Dabei wird jede
Amplifikationskurve mit einem idealen, exponentiellen Verlauf verglichen und mit einem
Qualitiitsscore von 0 (keine Ubereinstimmung) bis 1 (idealer sigmoidaler Verlauf) bewertet. Von
dem Programm als Standard festgelegt ist ein Wert von 0,65. Jede Amplifikationskurve mit einem
kleineren Wert galt als ungiiltig. Aufgrund der unterschiedlichen Primer und damit
Amplifikationsprodukte wurde der Ct-Wert von ,,Auto global* auf ,,Auto detector gedndert und
damit fiir jedes Amplifikat/Primerpaar ein individueller Threshold festgelegt.

Ebenfalls kontrolliert wurden die Schmelzkurven der Amplifikationsprodukte, welche innerhalb
eines Primers liber alle Proben vergleichbar sein sollten. AnschlieBend wurden die ermittelten Ct-

Werte in eine CSV-Datei exportiert.

Die Berechnung der relativen Expression der 41 ausgewahlten Gene (Kap. 3.1.3) und
Normalisierung liber die 5 Haushaltsgene Actb, Hprtl, Pgkl, Rpl/26 und Rplp2 erfolgte mit dem
Programm DAG (Data Analysis Gene Expression) Version 1.0.5.6 (Ballester et al. 2013). Nach
Import der entsprechenden CSV-Dateien wurde festgelegt, ob es sich bei den Genen um Kontroll-
oder Zielgene handelte und bei welchen Proben es sich um Standard mit welcher relativen
Konzentration handelte. Proben der Standardreihe mit der Konzentration 25 ng/pl entsprachen den
eingesetzten Proben, daher wurde fiir diese die ,,Quantity* 1 festgelegt und daraus die ,,Quantity*

fiir die weiteren Proben der Standardreihe entsprechend berechnet.

Die Qualitit der vorgesehenen Haushaltsgene (Acth, Hprtl, Pgkl, Rpl26 und Rplp?2) iiberpriiften
wir mit dem in der Software Fluidigm® Real-Time PCR Analysis enthaltenen Software-Tool ,,Find
Control Gene-Stability™. Das M-value gibt dabei Auskunft iiber die GleichméBigkeit der
Expression iiber alle Proben hinweg. Das Gen Hprtl wurde aufgrund des hohen M-values als

Haushaltsgen ausgeschlossen und die Analyse mit den verbleibenden fortgesetzt.

Die relative Quantifizierung wurde anhand der Standardkurve extrapoliert. Daher erfolgte eine
Kontrolle der PCR Effizienz (Optimum: E=1) und der Qualitét der linearen Regression (Optimum:
R?=1) fiir jedes Template. Die aufgrund der Standardreihe extrapolierte relative Expression (Mean
Quantity) wurde mit Hilfe der ausgewihlten Haushaltsgene normalisiert. Die so erhaltene
normalisierte relative Expression (Normalized Quantity) wurde fiir die Berechnung der Mittelwerte
der vier untersuchten Gruppen (DUhTP TM; DUhTP sed; DUC TM; DUC sed) herangezogen.

Auf Basis dieser Expressionsdaten wurden fiir jeden paarweisen Gruppenvergleich analog zu den
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NGS-Daten log, Fold Change (FC) und p-Wert ermittelt. Die Berechnung von Signifikanzwerten
erfolgte anhand des Student’s t-Testes. Wir verglichen die p-Werte (p-values) der
Expressionsunterschiede der ausgewdhlten Gene mit den Ergebnissen der NGS-Analyse und lieBen
ihren log, FC zusitzlich in einer Punktwolke darstellen. Mittels des Webservers VassarStats
(http.://vassarstats.net/) wurden der Pearson-Korrelationskoeffizient r sowie der dazugehorige p-

Wert (zweiseitiger unabhéngiger t-Test) berechnet.

3.2.14 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen und grafischen Darstellungen in Form von Barplots und Boxplots
fiihrten wir mit dem Programm GraphPad Prism, Version 8.4.1 (Graphpad Software, San Diego,
USA) durch. Die grafische Darstellung in Form von Barplots erfolgte unter Einbeziehung von
Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean; SEM). Unter
Einbeziehung der mit edgeR berechneten rohen p-Werte (Robinson et al. 2010), wobei als Cutoff
p<0,05 gesetzt wurde, wurden differentiell exprimierte Gene (DEGs) in den vier Vergleichen
DUhTPvsDUC _sed; DUhTPvsDUC_TM; DUhTP_TM vs sed; DUC_TM vs sed ermittelt. Die
Darstellung der DEGs in Form von Venn-Diagrammen erfolgte unter zusétzlicher
Beriicksichtigung des [logoFC| > 1 als Mal fiir die Stirke des Expressionsunterschiedes. Zur
grafischen Veranschaulichung nutzten wir die Software jvenn® (http.//jvenn.toulouse.inra.fi,
Bardou et al. 2014). Der Vergleich der mittels des Fluidigm® BioMark HD-Systems ermittelten
Expressionslevel, der Muskel- und Koérpermassen sowie der Enzymaktivititen erfolgte mittels des
Student’s t-Testes. Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt. Die Signifikanzen der
vorliegenden IPA-Analysen kalkulierten wir anhand des einseitigen exakten Fisher-Testes
verwendeten sie nach Korrektur fiir multiples Testen fiir die Signalwegsanalysen (Cutoff

FDR<0,05, Benjamini und Hochberg 1995).
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4 Ergebnisse

Nachfolgend werden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dargestellt. Zundchst werden wir
Muskelmasse und Korpergewicht der untersuchten Mausgruppen betrachten, um anschlieend

detaillierter auf trainings- und linienspezifische Unterschiede des Muskeltranskriptoms einzugehen.

4.1 Phinotypische Verdnderungen der Skelettmuskulatur

Die Phénotyp-Analyse ergab zwar sowohl im Vergleich der trainierten DUhTP-Marathonmause
mit untrainierten DUhTP-Marathonméusen als auch im Vergleich der trainierten DUC-
Kontrollmduse mit untrainierten DUC-Kontrollméusen tendenziell, nicht jedoch signifikant
geringere Korpermassen der trainierten Individuen (7ab. 9a, b). Im Vergleich zu DUC-
Kontrollméusen hingegen waren die DUhTP-Marathonméuse bereits augenscheinlich kleiner, was
sich bei den gewogenen Korpermassen widerspiegelte. Im Vergleich zu den 8 untrainierten DUC-
Kontrollméusen zeigten die ebenfalls untrainierten 8 DUhTP-Marathonméuse im Mittel eine um
19,5 % niedrigere Korpermasse (p<0,001). Nach Laufbandtraining wiesen die 8 betrachteten
Individuen der DUhTP-Marathonmauslinie im Mittel sogar eine um 22,0 % geringere Kérpermasse

als die Kontrolltiere auf (p<0,001).

Tab. 9: Phanotypische Kenngrofien der untersuchten Mausgruppen

a) n Korpergewicht [g] Musculus rectus femoris [g]
DUWTP

sed 8 32,37 + 1,60 0,422 + 0,035

™ 8 30,27 + 1,79 0,387 + 0,030
DUC

_sed 8 40,21 £2,04 0,498 + 0,043

™ 8 38,78 £2,43 0,463 + 0,074

a) Korpergewicht sowie Gewicht der Oberschenkelmuskulatur (M. rectus femoris) pro Gruppe. Die
Werte sind als Mittelwert £ Standardabweichung angegeben. DUC: Dummerstorf-Kontrolllinie;
DURTP: Dummerstorf high Treadmill Performance/ ,, Marathonmaus”; _sed: ohne Laufbandtraining;
_TM: mit Laufbandtraining.

b) Kérpergewicht Musculus rectus femoris
Vergleiche p-Wert p-Wert
DUWTPvsDUC_sed <0,001 0,032

DUhTPvsDUC TM <0,001 0,030

DUhTP_TMvssed 0,219 0,535

DUC TMvssed 0,541 0,552

DUWTPvsDUC <0,001 <0,001

b) Darstellung der Signifikanzwerte. Als signifikant galt p<0,05 (Student’s t-Test).
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Bei Betrachtung des Oberschenkels (M. rectus femoris) ergaben sich sowohl innerhalb der DUhTP-
Marathonmauslinie als auch innerhalb der DUC-Kontrolllinie ebenfalls keine signifikanten
trainingsbedingten Verdnderungen der mittleren Masse. Im Vergleich zu untrainierten DUC-
Kontrollméusen hingegen wiesen untrainierte DUhTP-Marathonméuse eine um 15,3 % (p<0,05)
verminderte mittlere Masse des Oberschenkels auf. Im Vergleich der trainierten Individuen beider
Linien miteinander ergab sich fiir die trainierten DUhTP-Marathonméiuse eine um 16,4 %

signifikant verminderte (p<0,05) mittlere Oberschenkelmasse.

Sowohl mit als auch ohne Laufbandtraining wiesen die betrachteten Maiuse der DUhTP-
Marathonmauslinie im Vergleich zu denen der Kontrolllinie DUC im Mittel eine verminderte
Korpermasse mit gleichzeitig verringerter Masse der Oberschenkelmuskulatur auf. Signifikante
Unterschiede der Korper- und Oberschenkelmasse im Vergleich von trainierten mit untrainierten
Mausen einer der beiden Mauslinien (DUhTP-Marathonmaus oder DUC-Kontrollmaus) zeigten

sich im Zuge des Laufbandtrainings jedoch nicht.

4.2 Qualititskontrolle und Validierung der Genexpressionsdaten

Die NGS-Analysen durch Herrn Dr. N. Trakooljul wurden an den Mm. recti femoris von insgesamt
32 Mausen durchgefiihrt (Kap. 3.2.3). Eine Qualitédtskontrolle der erhaltenen Transkriptomdaten
durch Herrn Dr. N. Trakooljul erfolgte mittels des R-Paketes edgeR. Der Datensatz wurde in einer

zweidimensionalen Darstellung visualisiert (4bb. 8; S. 42).
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Abb. 8: Dimensionsreduktions-Darstellung des gesamten NGS-Datensatzes (32 Méuse, 13982
Gene). Dargestellt sind die ersten beiden Dimensionen des biological coefficient of variation (BCV), die
mittels des R-Paketes edgeR berechnet wurden. Jeder in Form einer Nummer kodierter Datenpunkt
entspricht dem Transkriptomprofil (M. rectus femoris) einer Maus. Die betrachteten Gruppen werden
farblich voneinander unterschieden (griin: DUC sed; blau: DUC_TM; rot: DUhTP_sed; schwarz:
DUIhTP_TM). Proben, deren Transkriptomprofil sich unterscheidet, liegen weit auseinander. DUC:
Dummerstorf-Kontrolllinie, DUATP: Dummerstorf high Treadmill Performance; sed: ohne
Laufbandtraining; TM: mit Laufbandtraining

Die Validierung der NGS-Daten aller 32 Muskelproben erfolgte wie in Kap. 3.2.13 beschrieben
mittels des Fluidigm® BioMark HD-Systems. Es wurden 41 Transkriptlevel mit PCR gemessen und
die erhobenen Daten iiber die Daten der vier Haushaltsgene Actb, Pgkl, Rpl26 und Rplp2
normalisiert. Wie anhand 4bb. 9 (S. 43) ersichtlich, zeigte die Mehrheit der ausgewihlten Gene
einen niedrigen logoFC in den Daten von beiden Messmethoden. Es zeigte sich eine mittlere
(0,50<r<0,70) bis hohe (r=0,89) Korrelation fiir die (fiir die paarweisen Gruppenvergleiche
berechneten) logFC auf Basis der Daten (Expressionslevel) der beiden verwendeten

Messmethoden (p<0,05).
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Abb. 9: Validierung der RNASeq-Ergebnisse mittels PCR. Die Validierung erfolgte mittels
Fluidigm® BioMark HD - System. Die Punktwolken zeigen die Korrelation zwischen den durch
RNASeq und den durch PCR ermittelten logoFC (LFC). Jeder Punkt entspricht dem LFC-Wertepaar
eines spezifischen Gens. Es wurden jeweils 41 Gene fiir die Ermittlung des Pearson-
Korrelationskoeffizienten r hinzugezogen. Die gestrichelte Linie entspricht der linearen
Regressionsgeraden. Alle zur Validierung verwendeten Primer sind in Tab. 5 (S. 19) aufgefiihrt. DUC:
Dummerstorf-Kontrolllinie, DUhTP: Dummerstorf high Treadmill Performance; p: p-Wert, sed. ohne
Laufbandtraining; TM: mit Laufbandtraining
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4.3  Transkriptionelle Verdnderungen im Oberschenkelmuskel (M. rectus femoris)

Die muskuldre Genexpression wurde in trainierten und untrainierten DUhTP-Marathonméusen und
DUC-Kontrollmdusen mittels NGS untersucht und in 4 Vergleichen betrachtet, um sowohl
selektions- als auch trainingsbedingte Anpassungen in den Mausmodellen zu identifizieren. Zum
einen wurden die differentiell exprimierten Transkripte zwischen untrainierten DUhTP-
Marathonméusen und untrainierten DUC-Kontrollmdusen (DUhTP_sed vs DUC sed) ermittelt.
Zum anderen wurde der Einfluss des dreiwdchigen Trainings auf die muskuldre Genexpression
sowohl innerhalb der DUC-Kontrollméduse (DUC_TM vs sed) als auch innerhalb der DUhTP-
Marathonméause (DUhTP _TM vs sed) betrachtet. Zudem erfolgte ein Direktvergleich von
trainierten DUhTP-Marathonmausen mit trainierten DUC-Kontrollmédusen im vierten Vergleich
(DUKTP_TM vs DUC_TM). Mittels NGS wurden insgesamt 13982 exprimierte Gene im M. rectus
femoris identifiziert. Auf Basis der cpm-Werte wurden die 4 paarweisen Vergleiche durchgefiihrt.
Unter Beriicksichtigung der Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 wurden in den vier Vergleichen die
Gene identifiziert, die in den betrachteten Mausgruppen signifikant unterschiedlich exprimiert

waren (Tab. 10; S. 45).

Im Vergleich der 8 trainierten DUC-Kontrollméuse mit den 8 untrainierten DUC-Kontrollméusen
(Tab. 10, D) zeigten sich insgesamt 1491 differentiell exprimierte Gene (DEGs; p<0,05, Kap.
3.2.14), wovon 188 DEGs deutlich (Jlog2FC| > 1) veréndert exprimiert waren. Davon war der

iiberwiegende Anteil (82,4 %) in den trainierten DUC-Kontrollmé&usen vermehrt exprimiert.

Im Vergleich der 8 trainierten DUhTP-Marathonmduse mit den 8 wuntrainierten DUTP-
Marathonméusen ergaben die NGS-Analysen insgesamt 3507 DEGs (7ab. 10, C). Davon waren
199 DEGs deutlich veréndert exprimiert. Das Verhiltnis von Genen, die in den trainierten Mausen
vermehrt (45,2 %) exprimiert waren, zu den Genen, die vermindert exprimiert waren (54,8 %), war

dabei annéhernd ausgeglichen.

Die grofiten Verdnderungen auf Transkriptebene lieBen sich im Vergleich beider Mauslinien
miteinander feststellen (7ab. 10, A und B). Hierbei zeigten sich im Vergleich der 8 trainierten
DUC-Kontrollméduse mit den 8 trainierten DUhTP-Marathonméausen insgesamt 7775 signifikant
(p<0,05) unterschiedlich exprimierte Gene (7ab. 10, B). Die meisten DEGs (76,1 % der deutlich
verdandert exprimierten DEGs) zeigten deutlich niedrigere Transkript-Abundanz in den trainierten

DUTP-Marathonméusen (im Vergleich zu den trainierten DUC-Kontrollmé&usen).

Im Vergleich der 8 untrainierten DUhTP-Marathonmiuse mit den 8 untrainierten DUC-
Kontrollmdusen zeigten sich insgesamt 6857 DEGs. Davon waren 695 DEGs deutlich verdndert
exprimiert (7ab. 10, A). Der iiberwiegende Anteil davon (64,2 %) wies eine verminderte

Expression in den untrainierten DUhTP-Marathonméausen auf.
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Zusammenfassend wurden im Vergleich der trainierten mit untrainierten Individuen einer Linie
(trainingsbedingt) insgesamt weniger Unterschiede auf Transkriptebene als selektionsbedingt
gesehen. Zusitzlich zeigten sich im Vergleich zu den DUC-Kontrollmdusen in den DUhTP-

Marathonméusen iiberwiegend herunterregulierte Gene.

Tab. 10: Anzahl unterschiedlich exprimierter Transkriptionsprodukte im Gruppenvergleich.

DEGsS [n]
<0,05
Vergleiche (P
Vermehrte Expression Verminderte Expression
(p<0,05; log2FC > 1) (p<0,05; log2FC <-1)
A) DUIhTP_sed vs DUC _sed 6857 249 446
B) DUhTP_TM A DUC_TM 77675 278 887
C) DUhTP_TM vs sed 3507 90 109
D) DUC _TM vs sed 1491 155 33

DEGs: differentiell exprimierte Gene; DUC: Dummerstorf-Kontrolllinie; DUhTP: Dummerstorf high
Treadmill Performance; FC: Fold Change; n: Anzahl; sed: ohne Laufbandtraining; TM: mit
Laufbandtraining

Ein Kreuzvergleich der Gene, die in untrainierten DUhTP- versus untrainierten DUC-Mausen (A)
und trainierten DUhTP- versus trainierten DUC-Mausen (B) differentiell exprimiert waren (p<0,05;
| log2FC | >1), ergab 463 Gene, die den beiden Listen von DEGs gemeinsam waren (4bb. 10; S.
46). Die Schnittmenge der beiden Vergleiche beinhaltete u.a. die Gene Mstn und Nox4, die in
DUhTP-Marathonméusen im  Vergleich zu DUC-Kontrollmdusen unabhdngig vom

Laufbandtraining vermindert exprimiert waren.

Der Kreuzvergleich der Gene, die in trainierten DUhTP- versus untrainierten DUhTP-Mausen und
trainierten DUC- versus untrainierten DUC-Méusen differentiell exprimiert wurden, ergab mit 29
Genen eine gering ausgepragte Schnittmenge (4bb. 11, S. 46). Unter den 159 DEGs, die spezifisch
fiir die trainierten DUC-Kontrollméuse waren, befanden sich Chrnal, Chrng, Myh3, Myl4, Myog
und Mymk. Spezifische DEGs fiir die trainierten DUhTP-Marathonméusen waren z.B. Hif3a,
Hspala, Hspalb und Ppargcla.
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DUhTP_sed vs
DUC_sed

237

Abb. 10: Venn-Diagramm der detektierten DEGs des Linienvergleiches. Es erfolgte ein
Kreuzvergleich der DEG-Listen untrainierte DUhTP-Marathonméuse vs untrainierte DUC-
Kontrollmiuse und trainierten DUhTP-Marathonméuse vs trainierte DUC-Kontrollméuse. Dargestellt
ist die Anzahl der differentiell exprimierten Gene (FDR<0,05; [logoFC| > 1). Im Vergleich untrainierte
DUTP- mit untrainierten DUC-Maéusen vs trainierte DUhTP- mit trainierten DUC-Méusen waren 463
Gene konsistent im Muskel differentiell exprimiert. DUC: Dummerstorf-Kontrolllinie, DUATP:
Dummerstorf high Treadmill Performance; FC: Fold Change; sed: ohne Laufbandtraining; TM: mit
Laufbandtraining

DUhTP_TM vs
sed

173

Abb. 11: Venn-Diagramm der detektierten DEGs des Trainingsvergleiches. Es erfolgte ein
Kreuzvergleich der DEG-Listen trainierte DUhTP-Marathonmiuse vs untrainierte DUTP-
Marathonmause und trainierten DUC-Kontrollméduse vs untrainierte DUC-Kontrollméiuse. Im Vergleich
trainierte vs untrainierte Méuse der beiden unterschiedlichen Mauslinien waren 29 Gene konsistent im
Muskel differentiell exprimiert. Fiir zusétzliche Erkldrungen vgl. Abb. 10.

Unter Beriicksichtigung des logoFC als MaB fiir die Stirke der Verdnderung in der Genexpression
wurde fiir alle vier Vergleiche eine Hitliste von DEGs generiert (Tab. 11-14; S. 47-50). Die grofiten
Unterschiede konnten dabei im Linienvergleich gesehen werden (7ab. 11; 12): Im Vergleich der
trainierten DUhTP-Marathonméuse mit den trainierten DUC-Kontrollmédusen war das
vorhergesagte Gen Gmo6472 am stirksten verdndert exprimiert (log,FC =-7,962). Auch im
Vergleich der untrainierten Tiere beider Linien zeigte sich fiir dieses Gentranskript im Mittel eine
deutliche Herunterregulation in den DUhTP-Marathonméusen (7ab. 11). Die (im Vergleich der
beiden Gruppen DUC sed und DUATP_sed) in der Gruppe DUhTP_sed am deutlichsten vermehrt
exprimierten Molekiile waren das ribosomal protein S2, pseudogene 13 und das ribosomal protein

S26, pseudogene 1 (Tab. 11).
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Generell zeigte sich, dass das Training in den Mausen beider Linien unterschiedliche Effekte
hervorrief: Wie bereits in der Betrachtung der Anzahl aller unterschiedlich exprimierten Gene
bemerkt (7ab. 10; S. 45), waren innerhalb des Vergleiches DUC TM vs sed die
Expressionsunterschiede weniger stark ausgepragt (7ab. 14, S. 50). Im Vergleich der trainierten
DUC-M4iuse mit den untrainierten DUC-Mausen wurden Genprodukte wie Mymk (log,FC=5,158),
Myh3 (log:FC=3,937) und Chrng (logo:FC=3,865) (Tab. 14) in den trainierten Individuen vermehrt
exprimiert. In der DUhTP-Marathonmauslinie hingegen waren trainingsassoziiert RIKEN c¢DNA
B230311B06 gene (logo:FC=3,435) und expressed sequence AI506816 (log,FC=3,102) sowie
Genprodukte wie Atf3 (logxFC=2,577) und Hspalb (log,FC=2,299) stiarker exprimiert (7ab. 13; S.
49).

Tab. 11: DUhTP vs DUC_sed, Top 10 der differentiell exprimierten RNA-Transkripte (p<0,05).

DUITP_sed vs DUC_sed

Hochregulierte Molekiile Herunterregulierte Molekiile
Ensembl Gen-ID  Gensymbol  Genname! Ratio Ensembl Gen-ID  Gensymbol ~ Genname' Ratio
(log2FC) (log2FC)
ribosomal 6,497 serine/
ENSMUSG000000 Rps2-ps13 protein S2, ’ ENSMUSG000000 Stk33 threonine 7,891
81684 pseudo-gene 31027 .
13 kinase 33
ribosomal
ENSMUSG000000 protein S26, ENSMUSG000000 predicted
59775 Rps26-psl pseudo-gene 6,359 95597 Gm6472 gene 6472 7,604
1
ENSMUSG000000 predicted ENSMUSG000000 predicted
91580 Gm6467 gene 6467 +7%7 62353 Gml5772 gene 15772 A7
transmem- histone
o USG90 ey brane 4482 oragy SO0 pisnoal  cluster1, 7053
protein 232 H2al
ENSMUSG000000 predicted ENSMUSG000000 predicted
97906 Gm9625 gene 9625 363 82474 Gm3213 gene 58213 6920
RIKEN
ENSMUSG000000 predicted ENSMUSG000001  B230311B0  ¢DNA
69962 Gm3336 gene 5356 4,251 09284 6Rik B230311B0 6,796
6 gene
ENSMUSG000000 predicted ENSMUSG000000 predicted
51255 Gm6563 gene 6563 P20 50936 Gm42743 gene 42743 609
. transmem-
ribosomal brane
ENSMUSG000000 Rpl15-ps2 protein L15, 3.943 ENSMUSG000000  TmemlI81c- protein 6376
98915 pseudo-gene 93880 ps 181C
2 pseudo-gene
hromobox
ENSMUSG000000 predicted ENSMUSG000000 ¢
33708 Gm13123 gene 13123 3,891 50647 Cbx3-ps7 3, pseudo- -5,975
gene 7
. predicted
ENSMUSG000000 Gm3636 predicted 3.697 ENSMUSG000000 Gm10039 pseudo-gene  -5,722
91754 gene 3636 91478 70039
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(vorherige Seite) Verglichen wurden untrainierte DUhTP-Marathonméuse mit untrainierten Kontrollen
der Linie DUC. Der logx(Fold Change) als MalBzahl fiir die differentielle RNA-Transkriptmenge in
beiden Gruppen (Ratio) bildete das Auswahlkriterium zur Erstellung der Hitliste. DUC: Dummerstorf-
Kontrolllinie; DUhTP: Dummerstorf high Treadmill Performance; _sed: ohne Laufbandtraining; ' von
https://'www.uniprot.org

Tab. 12: DUhTP vs DUC_TM, Top 10 der differentiell exprimierten RNA-Transkripte (p<0,05)

DULTP_TM vs DUC_TM

Hochregulierte Molekiile Herunterregulierte Molekiile
Ratio Ratio
; 1 ; 1
Ensembl Gen-ID  Gensymbol Genname (log:FC) Ensembl Gen-ID  Gensymbol  Genname (log:FC)
ribosomal
ENSMUSG000000 protein S26, ENSMUSG000000 predicted
59775 Rps26-psl pseudo-gene 128 95597 Gm6472 gene 6472 002
1
ribosomal
ENSMUSG000000 protein S2, ENSMUSG000000 predicted
81684 Rps2ps3 ceudo-gene 407 50936 Gm42743 gene 42743 730
13
ribosomal
ENSMUSG000000 protein L15, ENSMUSG000000 predicted
98915 Rpl15-ps2 pseudo-gene 144 62353 Gm15772 gene 15772 "6:9%6
2
immunoglob
ENSMUSG000000 predicted ENSMUSG000000 ulin heavy
91580 Gmo6467 gene 6467 4,941 76612 Ighg2e constant -6.878
gamma 2C
. serine/
ENSMUSG000000 Gm10020 predicted 4742 ENSMUSG000000 Sik33 hreonine 6,825
57262 gene 10020 31027 .
kinase 33
Complement histone
ENSMUSG000000 Clrb Clr-f 4,666 ENSMUSG000000 Histlh2al cluster 1, -6,823
98470 Subcom- 91383
H2al
ponent
predicted .
ENSMUSG000000 ENSMUSG000001 predicted
51255 Gm6563 [;izzgdogene 4,396 12163 GmS8188 gene 8188 -6,577
predicted chromobox
g;‘%dUSGOOOOOO Gm9816 pseudo-gene 4330 15556?‘1;4”5(}000000 Cbx3-ps7 3 pseudo- 6,293
9816 gene 7
predicted HEAT
ENSMUSGO00000" G842 pseudogene 4,171 ENSMUSGO0000T s 1611141 7ePeat- -6,159
72324 420 12064 containing
protein 54
vibosomal carcinoembr
. yonic
ENSMUSG000000 oo Rl 4148 ENSMUSG000000 (. antigen- 6138
84403 psioa-p ; ’ 54385 related cell :
pseudo-gene ;
S adhesion
molecule 2

Verglichen wurden die auf dem Laufband trainierten DUhTP-Marathonméuse mit ihren ebenfalls
trainierten Kontrollen DUC. DUC: Dummerstorf-Kontrolllinie; DUhTP: Dummerstorf high Treadmill
Performance; FC: Fold Change; TM: mit Laufbandtraining; ! von https://www.uniprot.org
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Tab. 13: DURTP_TM vs sed, Top 10 der differentiell exprimierten RNA-Transkripte (p<0,05)

DURTP_TM vs sed

Hochregulierte Molekiile

Herunterregulierte Molekiile

Ensembl Gen-ID  Gensymbol  Genname! Ratio Ensembl Gen-ID  Gensymbol  Genname! Ratio
(log2FC) (log2FC)
RIKEN
ENSMUSG000001  B230311B06  ¢DNA ENSMUSG000000 predicted
09284 Rik B230311B0 3,435 82844 Gm13537 gene 13537 -5.433
6 gene
expressed ribosomal
OE;\;%;/IUSGOOOOOI AIS506816 sequence 3,102 E%SJZIUSGOOOOOO Rpsa-ps10 p ZEZZZ_Sg};e -4,027
AI506816 pes
expressed o
?;S;;/IUSGOOOOOI BB123696  sequence 2,736 g;s;;wsc&oooooo Gm15190 pr ed’;geldg ) 3931
BBI23696 gene
activating HEAT
ENSMUSG000000 A3 transcrip- 2,577 ENSMUSG000001 ACI611141 Tepeat- 3,128
26628 . 12064 containing
tion factor 3 .
protein 54
ENSMUSG000000 period ENSMUSG000000 Iroquois
Per2 circadian 2,524 Irx5 -3,074
55866 31737 homeobox 5
clock 2
circadian mitochon-
associated drially
ENSMUSG000000 Ciart repressor of 2,524 ENSMUSG000000 mt-Ti encoded -2,926
38550 . 64342
transcrip- tRNA
tion isoleucine
carcinoembr
expressed yonic
ENSMUSG000000 C78197 sequence 2.508 ENSMUSG000000 Ceacam? antigen- 2.810
87242 54385 related cell
C78197 ;
adhesion
molecule 2
F-box and
ENSMUSG000000 leucine-rich ENSMUSG000000 predicted
48520 FoxlI3 repeat 2,428 83019 Gm6222 gene 6222 277
protein 13
ribosomal
ENSMUSG000000 heat shock ENSMUSG000000 protein S2,
90877 Hspalb protein 1B 2,299 91957 Rps2-ps10 pseudo-gene -2,310
10
Serine/Thre .
ENSMUSG000000 Stk33 onine 2287 ENSMUSG000001 Gm8188 predicted 2,492
31027 . 12163 gene 8188
Kinase 33
Verglichen wurden die trainierten mit den untrainierten DUhTP-Marathonméusen. DUTP:

Dummerstorf high Treadmill Performance; FC: Fold Change; sed: ohne Laufbandtraining; TM: mit
Laufbandtraining; ' von https://www.uniprot.org
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Tab. 14: DUC_TM vs sed, Top 10 der differentiell exprimierten RNA-Transkripte (p<0,05)

DUC_TM vs sed

Hochregulierte Molekiile

Herunterregulierte Molekiile

Ensembl Gen-ID  Gensymbol ~ Genname! Ratio Ensembl Gen-ID  Gensymbol ~ Genname' Ratio
(log2FC) (log2FC)
high-
mobility
group high
ENSMUS(G000000 Mymk myomaker 5,158 ENSMUSG000000 Hmgb1-ps7 mobility -3,224
09214 92281
group box 1,
pseudo-gene
7
myosin, .
heavy flnlgl};ility
ENSMUSG000000 polypep-tide ENSMUSG000000
20908 Myh3 3. skeletal 3,937 31455 Hmgb1-ps3 group box 1, -3,088
pseudo-gene
muscle,
. 3
embryonic
cholinergic
receptor, tripartite
ENSMUSG000000 Chrng nicotinic, 3,865 ENSMUSG000000 Trim5 motif- -2,031
26253 60441 -
gamma containing 5
polypep-tide
. inhibitor of
myosin, CDK, cyclin
ENSMUSG000000 light ENSMUSG000000 >
Myl4 _ 3,265 Incal Al -1,761
61086 polypep-tide 57054 . .
4 interacting
protein 1
F-box and ;irlz)(;ilg:zal
ENSMUSG000000 leucine-rich ENSMUSG000000
48520 Fbxl113 repeat 2,715 84403 Rpsl5a-ps8 S154, -1,593
. pseudo-gene
protein 13 3
triggering
receptor
ENSMUSG000000 Trem2 expressed 2,713 ENSMUSG000000 Capnl1 Calpain 11 -1,589
23992 . 58626
on myeloid
cells 2
H-2 class 1
histocom-
ENSMUSG000000 Predicted ENSMUSG000000 -
69962 Gm5356 gene 5356 2,572 60550 H2-Q7 pan‘blllty -1,573
antigen, Q7
alpha chain
Choliner-
macrophage gic Receptor
ENSMUSG000000 Mpegl expressed 2,397 ENSMUSG000000 Chrna2 Nicotinic -1,566
46805 22041
gene | Alpha 2
Subunit
. Acyl-CoA
ENSMUSG000000 troponin T2, ENSMUSG000000 .
26414 Tnnt2 cardiac 2,390 79949 Acotl Z"h]westeras -1,373
C-type
ankyrin lectin
ENSMUSG000000 4141 repeat 2,81 ENSMUSG000000 (09 domain 41,369
24803 . 30155 .
domain 1 Sfamily 2
member E

Verglichen wurden die trainierten mit den untrainierten Kontrollmidusen DUC. DUC: Dummerstorf-
Kontrolllinie; FC: Fold Change; sed: ohne Laufbandtraining; TM: mit Laufbandtraining; ' von
https://www.uniprot.org
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4.4  Beteiligung differentiell exprimierter Gene an muskuldren Signalwegen

Um funktionelle Aussagen zu ermoglichen, wurden weiterfiihrende Analysen mit IPA
durchgefiihrt. Dabei wurden die Expressionsdaten anhand der IPKB mit Ergebnissen der aktuellen
Literatur (Stand Dezember 2019) abgeglichen und spezifischen Signalwegen zugeordnet. Es
entstand so fiir jeden Vergleich eine Rangliste der Signalwege, in denen die DEGs in besonderem
Malle iberreprisentiert waren. In allen vier Vergleichen war der EIF2 (eukaryotischer
Initiationsfaktor 2) -Signalweg mit darin enthaltenen RNA-Transkripten wie Gsk3b, Igflr, PI3K,
Extracellular-signal Regulated Kinase 1 (Mapk3) und 3-phosphoinositide-dependent protein
kinase-1 (Pdpkl) unter der Liste der Top 15-Signalwege vertreten (4bb. 12, 13; S. 52-53). Bei der
Betrachtung der Signalwege, in denen die DEGs sowohl aus dem Vergleich trainierter DUhTP-
Marathonméuse mit trainierten DUC-Kontrollmiusen (DUhTPvsDUC TM) als auch aus dem
Vergleich untrainierter Individuen beider Linien (DUhTPvsDUC sed) iiberreprisentiert waren,
wurden unter den Top 15 Signalwegen 11 weitere (neben dem EIF2-Signalweg) Signalwege
identifiziert, denen iiberproportional mehr DEGs angehdrten (Abb. 12, dunkelgrau markiert). Dies
waren die Signalwege FEstrogen Receptor Signaling, Huntington’s Disease Signaling,
Mitochondrial Dysfunction, Molecular Mechanisms of Cancer, mTOR Signaling, NGF Signaling,
NRF2-mediated Oxidative Stress Response, Oxidative Phosphorylation, Regulation of elF4 and
p70S6K Signaling, Protein Ubiquitination Pathway und Sirtuin Signaling Pathway.

In der Liste der Top 15-Signalwege waren sowohl im Vergleich trainierter DUhTP-Marathonmaéuse
mit untrainierten DUhTP-Marathonmdusen (DUhTP_TM vs sed) als auch im Vergleich trainierter
DUC-Kontrollméuse mit untrainierten DUC-Kontrollmdusen (DUC TM vs sed) die Integrin
Linked Kinase (ILK)-, Pancreatic Adenocarcinoma- und Epithelial Adherens Junction- Signalwege
vertreten (Abb. 13, gelb hinterlegt). Die Analyse der jeweils nur in einer Linie nach korperlicher
Aktivitit verdnderten DEGs ergab jedoch fiir beide Vergleiche (DUC_TM vs sed und DUhTP_ TM
vs sed) unterschiedliche damit assoziierte Signalwege: So waren im Vergleich DUC TM vs sed
neben mit dem zirkadianen Rhythmus assoziierten Genen insbesondere Gene des
Calciumsignalweges (Chrng und Chrnal, beide hochreguliert) in den DEGs {iberreprésentiert.
Dahingegen konnten im Vergleich DUhTP_ TM vs sed die identifizierten DEGs dem Integrin-
Signalweg sowie dem Signalweg Virus Entry via Endocytic Pathways zugeordnet werden (Abb.
13).
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DUATP vs DUC_sed (FDR<0,05) Prozent [%] DUATP vs DUC_TM (FDR<0,05) Prozent [%)]
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Abb. 12: Auf RNA-Ebene im Muskel modulierte Signalwege im Vergleich von DUTP-
Marathonmiusen zu DUC-Kontrollméusen. Dargestellt sind die Top 15 der Signalwege, deren Gene
unter den DEGs im Vergleich von Méusen beider Mauslinien mit und ohne Laufbandtraining im M.
rectus femoris mit einer Falscherkennungsrate von FDR<0,05 signifikant {iberreprisentiert waren
(Qiagen, IPA; https://digitalinsights.qiagen.com). Sowohl im Vergleich der untrainierten DUhTP-
Marathonméuse mit untrainierten DUC-Kontrollmdusen als auch im Vergleich der trainierten
Individuen beider Linien miteinander gab es deutliche Uberschneidungen beziiglich der Top 15
Signalwege (grau hinterlegt). Der EIF2-Signalweg war in allen vier Vergleichen unter den Top 15
Signalwegen vertreten (rot hinterlegt).

Die Gesamtanzahl der mit dem jeweiligen Signalweg assoziierten Gene ist rechts der Séulen dargestellt.
Die Féarbung der Saulen repridsentiert den prozentualen Anteil aller am betrachteten Signalweg
beteiligten Gene, wobei gilt: rot= Hochregulation in den DUhTP-Marathonmiusen,
griim=Herunterregulation in den DUhTP-Marathonmiusen gegeniiber den DUC-Kontrollméusen. Der
weiB gefirbte Anteil der Siulen reprisentiert den Anteil ohne Uberschneidung mit den zur Verfiigung
gestellten Daten. Die orangefarbene Linie représentiert den —log(p-value) jedes Signalweges. DUC:
Dummerstorf-Kontrolllinie; DURTP: Dummerstorf high Treadmill Performance; EIF: eukaryotischer
Initiationsfaktor; eNOS: endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase; FDR: False Discovery Rate; GM-
CSF': Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IGF-1: Insulin-like growth factor 1; ILK:
Integrin-linked kinase; IL-8: Interleukin 8; IPA: Ingenuity Pathway Analysis;, mTOR: mammalian
Target of Rapamycin;, NGF: Nervenwachstumsfaktor; NRF2: Nuclear factor erythroid 2-related factor
2; PPAR: Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor;, PTEN: Phosphatase and Tensin homolog; RXR:
Retinoid X receptor; SPINKI: serine protease inhibitor Kazal-type I; VEGF: Vascular endothelial
growth factor. Die Genehmigung zur Verwendung der Abbildung liegt vor (Kap. 9.4). Es gilt die CC-
BY-Lizenz 4.0 (https.//creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode.de).
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DUhTP_TM vs sed (FDR<0,05) Prozent [%] DUC_TM vs sed (FDR<0,05) Prozent [%]
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Abb. 13: Auf RNA-Ebene im Muskel modulierte Signalwege in den Trainingsvergleichen.
Dargestellt sind die Top 15 der Signalwege, deren Gene unter den DEGs im Vergleich der trainierten
DUWTP-Marathonméuse mit untrainierten DUhTP-Marathonmédusen (DUhTP_TM vs sed) sowie im
Vergleich trainierter DUC-Kontrollméuse mit untrainierten DUC-Kontrollméusen (DUC_TM vs sed)
im M. rectus femoris mit einer Falscherkennungsrate von FDR<0,05 signifikant {iberreprasentiert waren
(IPA-Abbildung). Drei Signalwege waren in beiden Vergleichen mit den entsprechenden DEGs
assoziiert (gelb hinterlegt). Der EIF2-Signalweg war in allen vier Vergleichen unter den Top 15
Signalwegen vertreten (rot hinterlegt). Die Farbung der Siulen représentiert den prozentualen Anteil
aller am betrachteten Signalweg beteiligten DEGs, wobei gilt: rot= Hochregulation in den trainierten
Individuen, griin=Herunterregulation in den trainierten Individuen gegeniiber den untrainierten
Individuen der gleichen Mauslinie. Zur Erklarung der verwendeten Abkiirzungen und Farben vgl. Abb.
12.

4.5 Regulation der Muskeldifferenzierung

Die mit Muskeldifferenzierung assoziierten Signalwege wurden hinsichtlich ihrer involvierten
Gene und Interaktionen mittels IPA untersucht und die differentielle Expression fiir alle vier
Vergleiche dargestellt. Eine Auswahl dieser Gene und ihrer Expressionsdaten fiir die jeweiligen
Vergleiche ist in Tab. 15 (S. 62) dargestellt. Die Auswahl erfolgte anhand der in IPA dargestellten
Signalwege, Netzwerke und unter Zuhilfenahme der IPKB.

4.5.1 Trainingsbedingte Verdnderungen im Muskel beider Mauslinien
Die Signalwegsanalysen mit [PA zeigten fiir die Linie der DUC-Kontrollmé&use eine in Folge des
Trainings aktivierte Signalkaskade ausgehend vom MRF Myogener Faktor 3 (Myodl) (4bb. 14a;

S. 55). Damit verbunden waren signifikant hohere Level von Genen nikotinischer
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Acetylcholinrezeptoren (nAChR) (Chrnal: logFC=1,1, p<0,001; Chrng: log,FC=3,9, p<0,001;
Chrnbl: 1ogoFC=0,5, p<0,001) sowie des fiir das Protein Myosin Light Chain codierenden Gens
Myl4 (logoFC=3,3, p<0,001) (4bb. 14a, S. 55; Tab. 15, S. 62). Durch die IPA-Funktion ,,upstream
regulators® vorhergesagt hohere muskuldre Expressionslevel im Vergleich trainierter mit
untrainierter DUC-Kontrollmduse zeigten sich ebenfalls beziiglich des MEFs Mef2c (4bb. 14a).
Zudem zeigten sich in trainierten DUC-Kontrollmausen zusétzlich héhere Expressionslevel des
MRFs Myogenin (Myog: log:FC=1,3; p<0,001) sowie des die Myoblastenfusion koordinierenden
Proteins Myomaker (Mymk: log,FC=5,2; p<0,001) (Tab. 15; DUC TM vs sed). Laut IPKB
beeinflusst der Transkriptionsfaktor Myod1 zusitzlich die MAP-Kinase p38, sodass IPA auch hier
eine Hochregulation annahm. Ein der Kontrolle entgegengesetztes Bild zeigte die Genexpression in
trainierten DUhTP-Marathonmiusen: Trainierte DUhTP-Marathonmiuse wiesen hier verglichen
mit untrainierten DUhTP-Marathonméusen signifikant niedrigere Level von Mef2c, sowie relativ

dhnliche bis tendenziell verminderte Level von nAChR- und MRF-Genen auf (4bb. 14b).

Muskelwachstum und Proteinsynthese werden wesentlich durch den IGF1-Akt-Signalweg reguliert
(Kap. 1.2). Der NGS-Datensatz zeigte keine signifikanten muskuldren Expressionsunterschiede von
fiir Proteine kodierenden Genen dieses Signalweges im Vergleich von DUC-Kontrollmiusen mit
und ohne Laufbandtraining (7ab. 15; S. 62). Im Vergleich von DUhTP-Marathonméusen mit und
ohne Laufbandtraining zeigte sich trainingsbedingt eine im Mittel signifikant vermehrte Expression
von Genen fiir Forkhead-Box-Proteine (Foxol, Foxo3; p<0,001) sowie eine signifikant verminderte
Expression von fiir IGF1 (Igfl; log:FC= -0,7; p<0,001) und mammalian target of rapamycin
complex 2 (Rictor; logaFC= -0,5; p=0,005) kodierenden Genen. Der NGS-Datensatz ergab keinen
Hinweis darauf, dass das Laufbandtraining die Expression weiterer Molekiile des IGF1-Akt-
Signalweges in der Linie der DUhTP-Marathonméuse wesentlich beeinflusst (|log2FC|<0,5; Tab.
15).
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Abb. 14: Analyse der Regulator-Effekte des Upstream-Regulators Myod1l und seiner Verbindungen zu den (trainingsassoziierten) DEGs im Datensatz
modifiziert nach IPKB (Qiagen, IPA; https://digitalinsights.qiagen.com). a) Vergleich von DUC-Kontrollmdusen mit und ohne Belastung und b) Vergleich von
DUKTP-Marathonméusen mit und ohne Belastung (IPA-Abbildung). Im Vergleich der trainierten mit den untrainierten Individuen beider Linien zeigte sich eine vermehrte
Expression von Myodl und nachgeschalteter Molekiile in der Linie der DUC-Kontrollméuse, nicht aber in der DUhTP-Marathonmaus. Die Farben symbolisieren die
Expressionsrichtung. Rot/griin: messbar verstirkte/verringerte Expression in der Trainingsgruppe (FDR<0,05); orange/blau: vorhergesagte Aktivierung/Hemmung. Die
Pfeile stellen die Verkniipfung der Molekiile miteinander her, wobei ein gestrichelter Pfeil einen indirekten Effekt auf das nachgeschaltete Molekiil symbolisiert. Blau:
fiihrt zur Hemmung; gelb: Messergebnisse nicht mit Zustand des nachgeschalteten Molekiils iibereinstimmend; grau: kein Effekt vorhergesagt; orange: flihrt zur
Aktivierung. CHRN: cholinergic receptor nicotinic subunit;, DUC: Dummerstorf-Kontrollinie, DUhTP: Dummerstorf high Treadmill Performance; ETSI: ETS Proto-
Oncogene 1, Transcription Factor, IPKB: Ingenuity Pathway Analysis Knowledge Base; MEF2C: Myocyte-specific Enhancer Factor 2C; MYODI1: Myogener Faktor 3;
MYOG: Myogenin;, MYL4: Myosin Light Chain 4, NFkB: Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancers of activated B-cells; p38MAPK: p38 Mitogen-Aktivierte
Proteinkinase; TP53: Tumor Protein P53; sed: ohne Laufbandtraining; TM: mit Laufbandtraining, O©: Gruppe oder Komplex; O: Trankriptionsregulator, 0
Transmembranrezeptor, O: Andere. Die Genehmigung zur Verwendung der Abbildung liegt vor (Kap. 9.4). Es gilt die CC-BY-Lizenz 4.0
(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode.de)
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4.5.2  Unterschiede im Vergleich der Méuse beider Mauslinien

Im Vergleich zu DUC-Kontrollméusen zeigten DUhTP-Marathonmduse in den
Signalwegsanalysen mit IPA ohne Training tendenziell (4bb. 15a; S. 57), mit Training signifikant
(Abb. 15b) niedrigere Level von MRF- und nAChR- Genen sowie von Mef2c und Myl4: Im
Vergleich der trainierten DUhTP-Marathonméuse mit trainierten DUC-Kontrollmédusen zeigten
Chrng (logFC= -3,6; p<0,001), Mef2c (logoFC= -1,2; p<0,001) und Myl4 (logoFC= -2,2; p<0,001)
eine deutliche Expressionsverminderung in den DUhTP-Marathonméusen. Die Expression von
Mymk war im Vergleich der trainierten DUhTP-Marathonméuse mit trainierten DUC-
Kontrollm&usen im Mittel signifikant niedriger (log,FC= -3,9; p<0,001).

Der NGS-Datensatz ergab dariiber hinaus eine im Vergleich zu trainierten DUC-Kontrollmausen
signifikant verminderte RNA-Expression der skelettmuskelspezifischen Methyltransferase
Mettl2lc (logFC= -1,3; p<0,001) sowie eine im Mittel tendenziell eher verminderte RNA-
Expression von Myosin heavy chain 6 und 7 in trainierten DUhTP-Marathonmaéusen (7ab. 15, S.
62). Die Expression des a-Aktinin 3-Gens (Actn3) war in DUhTP-Marathonmédusen im Vergleich
zu DUC-Kontrollmdusen tendenziell (_sed) bis signifikant ( TM) vermehrt (7ab. 15).

Verglichen mit DUC-Kontrollméusen zeigten DUhTP-Marathonméuse im Mittel signifikant
niedrigere Level von mit dem IGF1-Akt-Signalweg assoziierten IGF1-, PI3K- und IRS-Genen
(Tab. 15): In besonderem Malle in trainierten DUhTP-Marathonmiusen vermindert waren die
Expression von Igf1 (log:FC=-1,7; p<0,001) und Irs/ (log2FC= -1,2; p<0,001) sowie fiir Myostatin
(Mstn: logoFC= -1,2; p<0,001) und fiir Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 2
(Igf2bp2: logoFC= -1,2; p<0,001) kodierende Gene ([logoFC[>1; Tab. 15).
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Abb. 15: Analyse der Regulator-Effekte des Upstream-Regulators Myod1 und seiner Verbindungen zu den im Linienvergleich differentiell exprimierten
Genen im Datensatz nach IPKB (Qiagen, IPA; https://digitalinsights.qiagen.com) a) ohne Laufbandtraining und b) mit Laufbandtraining (IPA-Abbildung). Sowohl mit
als auch ohne Laufbandtraining war die Expression der Myod1 nachgeschalteten genregulatorischen Kaskade in den DUhTP-Marathonméusen im Vergleich zu den DUC-
Kontrollmiusen tiberwiegend geringer. Zur Erkldrung der verwendeten Farben und Symbole vgl. Abb. 14. Die Genehmigung zur Verwendung der Abbildung liegt vor

(Kap. 9.4). Es gilt die CC-BY-Lizenz 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode.de).
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Zusitzlich ergaben die NGS-Analysen eine gegeniiber den DUC-Kontrollmiusen signifikant
verminderte Expression von fiir die 3-Phosphoinositid-abhingigen Proteinkinase 1 (Pdpkl) sowie
den IGFIR kodierenden Genen in den DUhTP-Marathonméusen (7ab. 15; S. 62). Die IGF1R-
Proteinexpression hingegen war in DUhTP-Miusen im Vergleich zu DUC-Kontrollmiusen

signifikant hoher (4bb. 16b).

a) b)
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Abb. 16: Expression des Insulin-like growth factor 1 (IGF1) -Rezeptors. Es wurde die
Proteinexpression im M. rectus femoris von DUhTP- Marathonméusen und DUC-Kontrollméusen mit
(TM) und ohne (sed) Training gemessen (a) Betrachtung aller vier Gruppen. (b) Zusammenfassung der
trainierten und untrainierten Individuen beider Gruppen. Die Daten wurden mittels
Kapillarelektrophorese (Wes) gewonnen (c) und im Verhéltnis zu DUC sed (100 %) abgebildet.
Dargestellt sind Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM). (*p<0,05, Student’s t-Test). _sed:
ohne Laufbandtraining (-); _TM: mit Laufbandtraining (+)

Der Vergleich der untersuchten Méuse beider Linien ohne Training zeigte ein relativ dhnliches
Level der fiir Akt kodierenden Gene AktI und Akz2. In trainierten DUhTP-Marathonméusen war
die Expression dieser Gene tendenziell (A4kzl) bis signifikant (4kz2) hoher als in DUC-
Kontrollmdusen. Auf Proteinebene konnte die im Vergleich zu DUC-Kontrollmdusen vermehrte
Proteinexpression des gesamten Akt in DUhTP-Marathonméusen bestétigt werden (4bb. 17a; S.
59). Die Ratio aus Phospho-Akt zu gesamtem Akt hingegen war im Linienvergleich in DUhTP-

Mausen signifikant niedriger (4bb. 17c). Zusétzlich ergaben die Proteinanalysen im Vergleich der
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trainierten mit den untrainierten Individuen beider Linien signifikant hohere Level an Phospho-Akt

nach dem Laufbandtraining (4bb. 17b).
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Abb. 17: Die Gesamtexpression (a), Phosphorylierung (b) und spezifische Aktivitiit (c) von Akt.
Es wurde die Proteinexpression im M. rectus femoris von DUhTP-Marathonméusen und DUC-
Kontrollmiusen mit und ohne Training gemessen. Die Daten wurden mittels Kapillarelektrophorese
(Wes) ermittelt (d) und im Verhéltnis zu DUC sed (100 %) abgebildet. Dargestellt sind Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwertes (SEM). (*p<0,05, Student’s t-Test). sed: ohne Laufbandtraining (-);
_TM: mit Laufbandtraining (+)

Bei Betrachtung des NGS-Datensatzes ergab sich im Linienvergleich eine im Mittel signifikant
verminderte Expression von GSK3f-, FoxO3- und mTOR-Genen in den untrainierten DUhTP-
Marathonméusen (7ab. 15; S. 62). Der NGS-Datensatz zeigte im Vergleich trainierter DUhTP-
Marathonméuse zu trainierten DUC-Kontrollmiusen in den DUhTP-Marathonméusen im Mittel
signifikant niedrigere Level an PTEN-mRNA (log,FC= -1,1; p<0,001; Tab. 15). Auf Proteinebene
konnte das gegeniiber den DUC-Kontrollmidusen verringerte PTEN-Level in den DUhTP-
Marathonméusen nicht bestétigt werden: Signifikant erhohte Proteinlevel an gesamtem PTEN
(Abb. 18a; S. 60) sowie ein tendenziell vermindertes Level der Ratio Phospho-PTEN/PTEN (A4bb.
18¢) wurden im Muskel von DUhTP-Marathonméusen gemessen. Der Anteil von phosphoryliertem

PTEN war in keiner der untersuchten Gruppen signifikant verschieden (A4bb. 18b).
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Abb. 18: Die Gesamtexpression (a), Phosphorylierung (b) und spezifische Aktivitit (c) von
phosphatase and tensin homolog (PTEN). Es wurde die Proteinexpression im M. rectus femoris von
DUWTP-Marathonméusen und DUC-Kontrollméusen mit und ohne Training gemessen. Die Daten
wurden mittels Kapillarelektrophorese (Wes) gewonnen (d) und im Verhéltnis zu DUC _sed (100 %)
abgebildet. Dargestellt sind Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM). (*p<0,05, Student’s t-
Test). _sed: ohne Laufbandtraining (-); TM: mit Laufbandtraining (+)

Der NGS-Datensatz lieferte ein uneinheitliches Bild hinsichtlich der Expression der fiir die 5°‘-
AMP-aktivierte Proteinkinase AMPK kodierenden Gene im Vergleich der Muskelproben beider
Mauslinien (Prkaal, -a2, -bl, -gl, -g2, -g3; Tab. 15; S. 62). Auf Proteinebene zeigten sich
zwischen beiden Linien keine Expressionsunterschiede hinsichtlich des gesamten AMPK-
Komplexes (4bb. 19a; S. 61), Phospho-AMPK (4bb. 19b) oder der Ratio Phospho-AMPK/Gesamt-
AMPK (4bb. 19c). Trainierte DUC-Kontrollmiuse jedoch wiesen signifikant niedrigere Level von
Phospho-AMPK als untrainierte DUC-Kontrollméuse auf (4bb. 19b).
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Abb. 19: Die Gesamtexpression (a), Phosphorylierung (b) und spezifische Aktivitit (c) von
Adenosinmonophosphat-Kinase (AMPK). Es wurde die Proteinexpression im M. rectus femoris von
DUhTP-Marathonméusen und DUC-Kontrollmdusen mit und ohne Training gemessen. Die Daten
wurden mittels Kapillarelektrophorese (Wes) gewonnen (d) und im Verhéltnis zu DUC _sed (100 %)
abgebildet. Dargestellt sind Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM). (*p<0,05, Student’s t-
Test). _sed: ohne Laufbandtraining (-); TM: mit Laufbandtraining (+)

Im Vergleich zu DUC-Kontrollmiusen zeigte der NGS-Datensatz sowohl mit als auch ohne
Training eine im Muskel der DUhTP-Marathonméuse vermehrte RNA-Expression von Genen der

IGF-Bindungsproteine (Igfbp3, 4, 6, 7; Tab. 15; S. 62).
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Tab. 15: Vergleich der Expression mit Muskeldifferenzierung und IGF1-Akt-Signalweg assoziierter Gene

Funktion?

Bestandteile des IGF1-Akt-
Signalweges

Modulatoren des IGF1-Akt -
Signalweges

Muskelfaserspezifische
Proteine

Regulation der Myog

DUhTPvsDUC_sed DUhTPvsDUC_TM DUhTP_TM vs sed DUC_TM vs sed
log,FC p-Wert log,FC p-Wert log,FC p-Wert log,FC

Akt2 0,1 0,370 0,3 0,004 0,1 0,096 0,0
Foxo3 -0,4 <0,001 0,2 0,052 0,6 <0,001 0,0

Igfl -0,9 <0,001 -1,7 <0,001 -0,7 <0,001

Irs1 -0,8 <0,001 -1,2 <0,001 -0,4 0,014

Mtor -0,3 0,001 0,0 0,921 0,2 0,053

Pik3ca -0,5 <0,001 -0,6 <0,001 <0,001 0,002

Rictor 0,001 <0,001 0,005
Igf2bp2 0,166 <0,001 0,019
Igfbp4 0,045 <0,001 0,003
Igfbp7 0,074 0,3 0,002 0,1 0,157
Prkaal <0,001 -0,8 <0,001 -0,3 0,016
Prkab1 0,003 -0,1 0,517
Prkag? 0,080

Pten <0,001 <0,001 <0,001

Mettl21c <0,001 -0,7 0,003

Myh7 -0,3 0,746 -0,6 0,480
Chrnal 04 0,175 -0,5 0,078
Chrne o3 o031 o1 o040 |0l 069 |
Mef2c -0,6 <0,001 -1,2 <0,001 -0,6 <0,001

Myod1 0,0 0,965 -0,6 0,004 0,1 0,717

logz Fold Change und p-Werte in fett, falls p<0,05; ! von https://www.uniprot.org
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4.6  Mitochondrialer Metabolismus

Die Muskelkontraktion ist ein energieverbrauchender Prozess und von der Produktion von ATP
und anderen Energiedquivalenten abhingig. Zur Bereitstellung von Energie werden zunichst
Glukose und dann Lipide genutzt (Kap. 1.3). Mit Hilfe der vergleichenden NGS-Analyse von
Muskeln aus DUhTP-Marathonméusen und DUC-Kontrollmiusen konnten differentiell exprimierte

Transkripte verschiedener Stoffwechselwege identifiziert werden (7ab. 17, S. 69).

4.6.1 Trainingsbedingte Verinderungen im Muskel beider Mauslinien

In beiden Mauslinien, DUhTP-Marathonmaus und DUC-Kontrollmaus, ergab sich im NGS-
Datensatz kein Hinweis darauf, dass Laufbandtraining die Expression von mit dem
mitochondrialen Stoffwechsel assoziierten Genen wesentlich beeinflusst (|logo.FC|<0,5; Tab. 17).
Einzig das Entkopplungsprotein 2 (UCP2) wurde auf mRNA-Ebene im Vergleich der trainierten zu

untrainierten Individuen in beiden Mauslinien signifikant vermehrt exprimiert.

Auf Proteinebene zeigten sich im Mittel signifikant verminderte Level von membrandsen
Glukosetransportern 4 (GLUT4) in trainierten DUC-Kontrollmadusen im Vergleich zu untrainierten
DUC-Kontrollmdusen (4bb. 20; S. 64). Auf RNA-Ebene konnten diese jedoch nicht gesehen
werden (Tab. 17). Im Vergleich trainierter DUhTP-Marathonmause mit untrainierten DUhTP-
Marathonméusen zeigte sich in den DUhTP-Marathonméusen ein im Mittel signifikant erhdhtes

Level an PGC-1a im NGS-Datensatz (log,FC= 1,3; p<0,001).

4.6.2  Unterschiede im Vergleich beider Mauslinien

Die Aufnahme von Glukose in den Muskel erfolgt unter anderem durch die Glukosetransporter
GLUT1 (Slc2al, konstitutiv) und GLUT4 (Slc2a4, insulinabhingig). Im Vergleich zu DUC-
Kontrollméusen zeigten DUhTP-Marathonméuse im Mittel sowohl mit als auch ohne Training
signifikant hohere Level von GLUT4- und dhnliche Level von GLUT1-Transkripten (7ab. 17). Auf
Proteinebene konnte der in den NGS-Daten gesehene Expressionsunterschied zwischen beiden
Linien nicht bestdtigt werden (4bb. 20a, b), jedoch zeigten trainierte DUC-Kontrollmause
gegeniiber untrainierten DUC-Kontrollméusen signifikant niedrigere Level von membrandsem

GLUT4 (4bb. 20b).
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Abb. 20: Proteinkonzentration von zytosolischem (a) und membrandésem (b) Glukosetransporter
GLUT4. Es wurde die Proteinexpression im M. rectus femoris von DUhTP-Marathonméusen und
DUC-Kontrollmdusen mit und ohne Training gemessen. Die Daten wurden mittels Western Blot
gewonnen (c¢) und im Verhiltnis zu DUC _sed (100 %) abgebildet. Dargestellt sind Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwertes (SEM). (*p<0,05, Student’s t-Test). sed: ohne Laufbandtraining (-);
_TM: mit Laufbandtraining (+); DUC (nges=16;, TM= 8; sed= 8), DUhTP (nges=14; TM= 7; sed=
7)

Die Glykolyse wird in ihrer Geschwindigkeit durch das Enzym Phosphofruktokinase 1 (PFKM)
bestimmt. Im Vergleich beider Mauslinien ohne Training ergaben sich bei Betrachtung des NGS-
Datensatzes relativ dhnliche Level, mit Training jedoch signifikant hohere Level von PFKM in der
DUWTP-Marathonmaus (7ab. 17; S. 69). Der NGS-Datensatz zeigte dariiber hinaus gegeniiber den
DUC-Kontrollméusen signifikant erhohte Expressionslevel von Pyruvat-Kinase-, Pyruvat-
Dehydrogenase- sowie Laktat-Dehydrogenase (LDH)-Genen in der DUhTP-Linie (7ab. 7). Die
Enzymaktivititsmessung der muskuldren LDH zeigte keine Unterschiede im Vergleich der
untrainierten Individuen beider Linien, wohl aber im Vergleich der trainierten Individuen
miteinander: Trainierte DUC-Kontrollméuse wiesen gegeniiber DUhTP-Marathonméusen eine

erhohte LDH-Aktivitdt auf (4bb. 21, S. 65).
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Abb. 21: Spezifische Enzymaktivitit der Laktat-Dehydrogenase. Es wurde die Enzymaktivitit im
M. rectus femoris von DUhTP-Marathonméusen und DUC-Kontrollmdusen mit und ohne Training
gemessen und zur Gesamtproteinmenge im M. rectus femoris normiert (*p<0,05, Student’s t-Test).
_sed: ohne Laufbandtraining; TM: mit Laufbandtraining. n= 7 (je Gruppe)

Um eine schnelle Energiebereitstellung zu gewéhrleisten, erfolgt bei Belastung die initiale ATP-
Regeneration iiber die Kreatinphosphatspeicher (Kap. 1.3). Erforderlich dafiir ist das Enzym
Kreatin-Kinase (CK), das im Muskel durch das Gen Ckm kodiert wird. Im Vergleich zu DUC-
Kontrollméusen zeigten DUhTP-Marathonméuse sowohl mit als auch ohne Training im Mittel
signifikant hohere Level von Ckm (Tab. 17; S. 69). Auf Ebene der Enzymaktivitit konnte ein
Linienunterschied nicht bestitigt werden (4bb. 22).
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Abb. 22: Spezifische Enzymaktivitit der Kreatin-Kinase. Es wurde die Enzymaktivitdt im M. rectus
femoris von DUhTP-Marathonméausen und DUC-Kontrollmidusen mit und ohne Training gemessen und
zur Gesamtproteinmenge im M. rectus femoris normiert. sed: ohne Laufbandtraining; TM: mit
Laufbandtraining. Abgebildet sind Minimum und Maximum, Median sowie oberes und unteres Quartil.
n= 7 (je Gruppe)
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Um eine ldngerfristige Muskelaktivitdt zu ermoglichen, miissen weitere energieliefernde Prozesse
wie z.B. die aerobe Glykolyse oder der Fettsdureabbau induziert werden (Kap. 1.4). Der Abbau von
Fettsduren erfolgt im Rahmen der B-Oxidation in den Mitochondrien (Kap. 1.6). Der NGS-
Datensatz ergab im Vergleich beider Linien miteinander eine signifikant erhdhte Expression von
Genen des Fettsdureabbaus in der DUhTP-Mauslinie (Acyl-CoA-Dehydrogenase: Acadl, Acadvl;
Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase: Hadh; Tab. 17; S. 69).

Mittels der NGS-Analysen konnten zusitzlich differentiell exprimierte Transkripte von
Citratzyklus, Glukoneogenese, Malat-Aspartat- sowie Glycerophosphatshuttle im Linienvergleich
detektiert werden (7Tab. 17). Im Vergleich zu DUC-Kontrollmiusen zeigten DUITP-
Marathonméause im Mittel signifikant hohere Level dieser Transkripte (7ab. 17). Dazu gehorte auch
eine gegeniiber den DUC-Kontrollmdusen vermehrte Expression der Isocitrat-Dehydrogenase
(IDH) in der DUhTP-Marathonmauslinie. Die Aktivitditsmessungen der IDH im Muskel spiegelten
die Ergebnisse der NGS-Analysen wider (4bb. 23): Sowohl im Vergleich der trainierten als auch
der untrainierten Individuen beider Linien miteinander war die Aktivitdt der muskuldren IDH in der

DUKTP-Marathonmauslinie signifikant erhdht.
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Abb. 23: Spezifische Enzymaktivitit der Isocitrat-Dehydrogenase. Es wurde die Enzymaktivitit im
M. rectus femoris von DUhTP-Marathonméusen und DUC-Kontrollmiusen mit und ohne Training
gemessen und zur Gesamtproteinmenge im M. rectus femoris normiert. (*p<0,05, Student’s t-Test).
_sed: ohne Laufbandtraining; TM: mit Laufbandtraining. n= 7 (je Gruppe)

Die Atmungskette stellt die Endstrecke des gesamten oxidativen Stoffwechsels dar. Hier werden
die Elektronen der im gesamten Stoffwechsel entstandenen reduzierten Reduktionsdquivalente
abgegeben und fiir die Energieerzeugung in Form von ATP genutzt (Kap. 1.6). Bereits in der
Signalweganalyse mit IPA fiel im Vergleich der DUhTP-Marathonméuse mit den DUC-
Kontrollméusen eine Uberreprisentation von DEGs der oxidativen Phosphorylierung auf (4bb. 12;

S. 52). Wie in Abb. 24 (S. 68) am Beispiel des Vergleiches der trainierten DUhTP-Marathonméause
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mit den trainierten DUC-Kontrollmdusen dargestellt, waren im Mittel alle Komplexe der
Atmungskette in den untersuchten DUhTP-Marathonmausen hoher exprimiert (in Rot dargestellt).
Um die Regulation der Atmungskette auf RNA-Ebene besser beurteilen zu kénnen, wurden alle
Gene der Atmungskette, die im NGS-Datensatz enthalten waren, ausgewahlt, gezéhlt und den
einzelnen Komplexen zugeordnet (7ab. 16). Fiir Komplex I konnten so insgesamt 40 sequenzierte
Gene nachgewiesen werden, von denen 23 Gene in den untrainierten DUhTP-Marathonmause
verglichen mit den untrainierten DUC-Kontrollméusen hoéher (log.FC>0,5), 2 Gene niedriger
(logFC< -0,5) und 15 Gene in den Maiusen beider Linien tendenziell gleich ([logFC|<0,5)
exprimiert waren (7ab. 16a). Im Vergleich der Mause beider Linien unter Trainingseinfluss (7ab.
16b) zeigte sich eine #hnliche Verteilung in den Abundanzen der mRNA-Transkripte des
Komplexes I. Auch die anderen Komplexe der Atmungskette sowie die ATP-Synthase waren in der
DUhTP-Marathonmauslinie im Vergleich zur Kontrolle sowohl mit als auch ohne Training
vermehrt exprimiert (7ab. 16a, b). Im Vergleich von trainierten mit untrainierten DUhTP-
Marathonméusen sowie im Vergleich von trainierten mit untrainierten DUC-Kontrollméusen

zeigten sich im Mittel kaum Unterschiede (Tab. 16¢, d)

Tab. 16: Expressionsunterschiede von Gentranskripten, die fiir Proteine der Atmungskette
kodieren

Atmunesketten. Anzahl [n] a) DUhTP vs b) DUhTP vs ¢) DUhTP_ d) DUC_
g sequenzierter DUC_sed DUC_TM TM vs sed TM vs sed
Komplex Gene

T U = T ! = T i = i ! =

I 40 23 2 15 26 3 11 0 3 37 0 0 40

I 5 3 0 2 3 0 2 0 0 5 0 0 5

I 7 5 0 2 5 0 2 0 0 7 0 0 7

v 13 10 2 1 10 2 1 0 2 11 0 0 13

ATP-Synthase 13 8 0 5 10 0 3 0 0 13 0 0 13

Anzahl aller im Muskel fiir Proteine der Atmungskette kodierender (mittels RNASeq ermittelter)
Gentranskripte sowie die anhand des logx(Fold Change) ermittelte Richtung der Verdnderung. Sowohl
ohne (a) als auch mit (b) Training war die Mehrheit aller sequenzierten Transkripte in den DUhTP-
Marathonméausen verglichen mit den DUC-Kontrollméusen tendenziell hoher exprimiert. Im Vergleich
der trainierten mit den untrainierten Individuen ergaben sich in den Gruppen beider Mauslinien
iiberwiegend keine Verdnderung (c, d). DUC: Dummerstorf-Kontrolllinie;, DURTP: Dummerstorf high
Treadmill Performance; FC: Fold Change; sed: ohne Laufbandtraining; TM: mit Laufbandtraining;
1: hoher exprimiert (log:bC>0,5); |: vermindert exprimiert (log:FC< -0,5); =: kein deutlicher
Unterschied (|log:FC|<0,5)

Verglichen mit untrainierten DUC-Kontrollmiusen wiesen untrainierte DUhTP-Marathonmaéuse
signifikant niedrigere Level von fiir den Leptinrezeptor (Lepr: log,FC=-1,0, p<0,001) und PGC-1a
(Ppargcla: log,FC= -1,4, p<0,001) kodierenden Genen auf (7ab. 17; S. 69).
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Abb. 24: Schematische Darstellung der mit der Oxidativen Phosphorylierung/Atmungskette ermittelten DEGs im Vergleich trainierter DUhTP- und
trainierter DUC-Miiuse (Qiagen, IPA; https://digitalinsights.qiagen.com). Verglichen wurden trainierte ( TM) DUhTP-Marathonméiuse mit trainierten DUC-
Kontrollmdusen. (DUhTP vs DUC TM). Die Grofie der einzelnen Komplexe ist vom Analyseprogramm vorgegeben. rot: verstirkte Expression in der DUhTP-
Linie; griin: verringerte Expression in der DUhTP-Linie. DUC: Dummerstorf-Kontrolllinie; DUhTP: Dummerstorf high Treadmill Performance; 1: weitere
Verkniipfungen verfiigbar
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Tab. 17: Vergleich der Expression von Komponenten des mitochondrialen Metabolismus

DUhTPvsDUC _sed

DUhTPvsDUC_TM

DUhTP_TMyvssed

DUC_TMyvssed

Funktion' log,FC p-Wert log,FC p-Wert log,FC p-Wert log,FC p-Wert
Glukosetransporter Slc2al 0,0 0,825 0,1 0,559 0,4 0,035 0,2 0,197
Slc2a4 0,2 0,013 0,4 <0,001 0,3 0,003 0,1 0,141
Glykolyse Pfkm 0,2 0,143 0,3 0,004 0,2 0,036 0,1 0,493
Ldha 0,4 <0,001 0,4 <0,001 0,1 0,400 0,1 0,296
Ldhb 0,5 0,115 0,9 0,008 -0,1 0,803 -0,5 0,175
Pdhb 0,4 <0,001 0,4 <0,001 0,0 0,880 0,0 0,987
Pkm 0,3 0,003 0,4 <0,001 0,2 0,089 0,1 0,402
Fettsiureabbau Acadl 0,3 0,067 0,8 <0,001 0,1 0,702 -0,4 0,018
Acadvl 0,6 <0,001 0,8 <0,001 0,1 0,366 -0,2 0,273
Hadh 0,5 <0,001 0,7 <0,001 0,0 0,891 -0,2 0,082
ATP-Speicherung/Bereitstellung Ckm 0,5 <0,001 0,7 <0,001 0,2 0,081 0,0 0,921
Malat-Aspartat-Shuttle Mdh1 0,4 0,004 0,5 <0,001 0,1 0,352 0,0 0,998
Mdh2 0,5 <0,001 0,8 <0,001 0,2 0,034 -0,1 0,255
Glycerophosphatshuttle Gpdl 0,4 0,006 0,5 0,001 0,1 0,518 0,0 0,849
Gpd2 -0,2 0,149 -0,1 0,380 -0,1 0,626 -0,2 0,294
Citratzyklus Cs 0,3 <0,001 0,5 <0,001 0,1 0,154 0,0 0,635
DId 0,0 0,955 -0,3 <0,001 -0,3 0,001 -0,1 0,496
Dlst 0,3 0,008 0,4 <0,001 0,2 0,066 0,0 0,857
Idh3b 0,4 <0,001 0,5 <0,001 0,0 0,947 -0,1 0,200
Idh3g 0,5 <0,001 0,6 <0,001 0,0 0,674 -0,1 0,251
Ogdh 0,1 0,460 0,4 <0,001 0,2 0,008 -0,1 0,184
Atmungskette/OXPHOS Atp5al 0,3 0,002 0,5 <0,001 0,1 0,260 -0,1 0,480
Cox5a 0,5 <0,001 0,5 <0,001 0,0 0,974 0,0 0,602
Ndufa9 0,5 <0,001 0,6 <0,001 0,1 0,548 0,0 0,699
Sdhc 0,6 <0,001 0,5 <0,001 0,0 0,963 0,1 0,273
Ugqcerel 0,6 <0,001 0,8 <0,001 0,1 0,198 -0,1 0,491
Ucp2 0,2 0,383 0,4 0,073 0,8 <0,001 0,6 0,010
Ucp3 0,1 0,731 0,3 0,083 0,3 0,103 0,0 0,807
Glukoneogenese Fpb2 0,6 0,007 0,5 0,030 0,3 0,205 0,4 0,070
Go6pc3 0,5 <0,001 0,4 <0,001 0,0 0,671 0,1 0,326
Pckl 0,3 0,730 0,0 0,988 -1,3 0,096 -1,0 0,188
Pck2 0,6 0,001 0,6 <0,001 0,1 0,702 0,1 0,644
Pcx 0,2 0,409 0,0 0,958 -0,1 0,509 0,0 0,910
Transkriptionsfaktoren Ppargcla -1,4 <0,001 -0,5 0,060 1,3 <0,001 0,4 0,111
Rezeptoren Lepr -1,0 <0,001 -1,1 <0,001 0,0 0,979 0,1 0,509

loga Fold Change und p-Werte in fett, falls p<0,05; ! von https://www.uniprot.org
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4.7 Komponenten der Abwehr oxidativen Stresses

Korperliche Aktivitdt resultiert in der Bildung freier Radikale (Kap. 1.5). Die Bildung dieser
Radikale erfolgt sowohl endogen als auch exogen induziert und erfordert umfangreiche
antioxidative Mechanismen zur Einschriankung ihrer negativen Auswirkungen. Mit Hilfe der
vergleichenden NGS-Analyse der Muskeln von DUhTP-Marathonméusen und DUC-
Kontrollmdusen konnten mit oxidativem Stress assoziierte differentiell exprimierte Gene

identifiziert werden (7ab. 18, S. 76).

4.7.1 Trainingsbedingte Verdnderungen im Muskel beider Mauslinien

Im Vergleich trainierter mit untrainierten Individuen der DUhTP-Marathonmauslinie ergaben sich
im Mittel in der Gruppe mit Training signifikant hohere Level des Transkriptionsfaktors Forkhead-
Box-Protein O3 (FoxO3) (7ab. 18). Verglichen mit den untrainierte DUhTP-Marathonmausen
konnten im Muskel der trainierten DUhTP-Marathonméuse durch FoxO3 regulierte Gene ebenfalls
vermehrt nachgewiesen werden (4bb. 25b; S. 71, rot markiert). Es zeigte sich aulerdem eine
deutlich vermehrte Expression von fiir HSP70 kodierenden Genen (Hspala: logoFC=2,3; p=0,003;
Hspalb: log,FC=2,3; p=0,017) sowie Genen fiir die Transkriptionsfaktoren Hypoxie-induzierter
Faktor und Ankyrin Repeat Domain 1 (Hif3a: logoFC=1,1; p<0,001; Ankrdl: log,FC=1,4; p=0,002;
Tab. 18) bei trainierten DUhTP-Marathonméusen.

In trainierten DUC-Kontrollméusen bot sich ein dhnliches Bild beziiglich der FoxO3-regulierten
Gene. Die FoxO3-Expression war jedoch gegeniiber den untrainierten Individuen vermindert (A4bb.
25a). Das Ausmal} der in IPA iiber die Farbintensitit kodierten Expressionsunterschiede war im
Vergleich der trainierten mit untrainierten DUC-Kontrollmiuse weniger ausgeprégt als innerhalb
der Linie DUhTP (4bb. 25a, b). Unter Beriicksichtigung des NGS-Datensatzes ergab sich kein
Hinweis darauf, dass Laufbandtraining die Expression Stress-assoziierter Gene in der Linie der
DUC-Kontrollmduse wesentlich beeinflusst ([logFC|<0,5; Tab. 18). Eine Ausnahme diesbeziiglich
stellten Hif3a (log,FC=0,6; p=0,025) und Ankrdl (log,FC=2,3; p=<0,001) dar (7ab. 18).

70



71

a) DUC_TM vs sed b) DURTP_TM vs sed

& &
E2F1 STAT3

IL6R ﬂ.]

¢ = g o

Ergebnisse

Abb. 25: Analyse der Regulator-Effekte des Upstream-Regulators FoxO3 und seiner Verbindungen zu den (trainingsassoziierten) DEGs im Datensatz
modifiziert nach IPKB (Qiagen, IPA; https://digitalinsights.qiagen.com) a) Vergleich von DUC-Kontrollmiusen mit und ohne Belastung und b) Vergleich von DUhTP-
Marathonmausen mit und ohne Belastung (IPA-Abbildung). In beiden Linien war die Expression der FoxO3-abhéngigen Signalmolekiile in den jeweils trainierten
Individuen gegeniiber den untrainierten Méusen in der Mehrzahl erhoht. Das Ausmal3 der Expressionserhhung (symbolisiert durch die Farbintensitit) war im Vergleich
der trainierten DUhTP-Individuen gegeniiber den untrainierten DUhTP-Maiusen ausgeprigter als im Vergleich der DUC-Kontrollméuse. ANKRDI: Ankyrin Repeat
Domain 1; E2F1: E2F Transcription Factor 1; FOXO3: Forkhead Box O3; HIF.: Hypoxia Inducible Factor; Hspalb: Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member IB;
IL6R: Interleukin 6 Rezeptor; NFKB: Nuclear Factor Kappa B; NOTCHI: Notch Receptor 1; PPARGCIA: Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma
Coactivator 1 Alpha; SP1: Spl Transcription Factor; STAT3: Signal Transducer And Activator Of Transcription 3; TNF: Tumor Necrosis Factor, Vegf: Vascular
Endothelial Growth Factor; XDH: Xanthin-Dehydrogenase; O: Enzym; 0. Zytokin. Zur Erklarung der verbleibenden Farben und Symbole vgl. Abb. 14 (S. 55). Die
Genehmigung zur Verwendung der Abbildung liegt vor (Kap. 9.4). Es gilt die CC-BY-Lizenz 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode.de).
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Ausgehend von den Signalwegsanalysen mit IPA (4bb. 12, 13; S. 52-53) wurde sich gezielt die
Expression von MAPK- und NF-kB-Genen angesehen. Im NGS-Datensatz ergab sich kein Hinweis
darauf, dass Laufbandtraining die Expression dieser Gene wesentlich beeinflusst (|log,FC|<0,5;
Tab. 18; S. 76). Die Proteinanalysen ergaben jedoch fiir die trainierten Méause signifikant hohere
Level von p38 MAPK bei den DUhTP-Marathonméausen bzw. Phospho-p38 MAPK/p38 MAPK bei
den DUC-Kontrollméusen (4bb. 27; S. 74).

4.7.2  Unterschiede im Vergleich beider Mauslinien

Die vergleichende Untersuchung von FoxO3-koregulierten Signalkaskaden zeigte deutliche
Unterschiede zwischen den betrachteten Miausen beider Linien sowohl mit (DUhTP_TM vs
DUC_TM) als auch ohne Training (DUhTP_sed vs DUC _sed) (4bb. 26, S. 73). Im Vergleich der
Mause beider Linien ohne Training (4bb. 26a) war eine signifikant verminderte Expression von
FoxO3-mRNA sowie nachgeschalteter Gene (Stat3, Sp1, Notchl, Akt, Hifla, Il6r, Ppargcla und
Hspalb) im Muskel der betrachteten DUhTP-Marathonméuse zu beobachten.
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Abb. 26: Analyse der Regulator-Effekte des Upstream-Regulators FoxO3 und seiner Verbindungen zu den im Linienvergleich differentiell exrimierten
Genen im Datensatz nach IPKB (Qiagen, [PA; https://digitalinsights.qiagen.com) a) ohne Laufbandtraining und b) mit Laufbandtraining (IPA-Abbildung). Die
Mehrheit der dargestellten FoxO3-abhingigen Signalmolekiile war sowohl ohne als auch mit Training in den DUhTP-Marathonméusen im Vergleich zu DUC-
Kontrollmiusen tendenziell vermindert exprimiert. Zur Erkldrung der verwendeten Farben und Symbole vgl. Abb. 25 (S. 71). Die Genehmigung zur Verwendung

der Abbildung liegt vor (Kap. 9.4). Es gilt die CC-BY-Lizenz 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode.de).
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Die endogene Produktion freier Radikale erfolgt zum einen iiber eine vermehrte oxidative
Stoffwechselaktivitit in den Mitochondrien und zum anderen {iber verschiedene Enzymsysteme
(Kap. 1.5). Aus diesem Grund wurde sich wegen der im Muskel der betrachteten DUITP-
Marathonméuse beobachteten erhohten mitochondrialen Aktivitidt (4bb. 24, S. 68) gezielt die
Expression enzymatischer ROS-Produzenten angesehen (7ab. 18, S. 76). Im Vergleich zu
untrainierten DUC-Kontrollmdusen zeigten untrainierte DUhTP-Marathonméiuse signifikant
niedrigere Level von PLA2 (Pla2g4a: logFC= -0,7; p=0,012; Pla2g4b: log;FC= -0,6; p=0,035)
und NOX (Nox4: log,FC= -1,1; p=<0,001) (Tab. 18).

Es konnten im Muskel der Mause alle drei Isoformen der SOD detektiert werden (7ab. 18). Im
Vergleich der Miuse beider Mauslinien (DUhTP-Marathonmaus und DUC-Kontrollmaus) war nur
die Expression der zytosolischen SOD1 in der Gruppe der DUhTP-Marathonméuse unabhingig
von einem Training erhoht. Zusétzlich zeigten sich in der Gruppe der DUhTP-Marathonmiuse
gegeniiber der der DUC-Kontrollméuse signifikant hohere Level von Genen fiir die Glutathion-

Reduktase (Gsr, mit Training) sowie die GPX (Gpx1, 3, 4, 7; mit und ohne Training) (7ab. 18).
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Abb. 27: Die Gesamtexpression (a), Phosphorylierung (b) und spezifische Aktivitit (c) von p38
mitogen-aktivierter Proteinkinase (MAPK). Es wurde die Proteinexpression im M. rectus femoris
von DUhTP-Marathonméusen und DUC-Kontrollmdusen mit und ohne Training gemessen. Die Daten
wurden mittels Kapillarelektrophorese (Wes) gewonnen (d) und im Verhéltnis zu DUC _sed (100 %)
abgebildet. Dargestellt sind Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM). (*p<0,05, Student’s t-
Test). _sed: ohne Laufbandtraining (-); TM: mit Laufbandtraining (+)
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Hspala und Hspalb gehorten zu den besonders deutlich differentiell exprimierten Genen in der
betrachteten Gruppe der DUhTP-Marathonmauslinie nach drei Wochen Training (7ab. 13; S. 49).
Interessanterweise wiesen die untrainierten DUhTP-Marathonmiuse ein signifikant verringertes
Expressionslevel von Hspala (logoFC= -2,4; p=<0,001) und Hspalb (log,FC= -3,6; p=<0,001) im
Vergleich zu untrainierten DUC-Kontrollméusen auf (7ab. 18, S. 76).

Beziiglich der Expression von MAPK- und NF-kB-Genen zeigten DUhTP-Marathonméuse im
Vergleich zu DUC-Kontrollméusen signifikant hdhere Genexpressionslevel von p38 MAPK und
ERK1 sowie signifikant niedrigere Level vo n JNK und relativ dhnliche Level von NF-xB (7ab.
18). Der in den NGS-Daten gesehene Expressionsunterschied konnte auf Proteinebene nicht
bestdtigt werden (4bb. 27; S. 74). Die NF-kB-Proteinlevel waren zwischen den Vergleichen
ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich (4bb. 2§).
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Abb. 28: Die Expression von NF-kB im Muskel von DUhTP-Marathonmiusen und DUC-
Kontrollmidusen mit und ohne Training. Die Daten wurden mittels Kapillarelektrophorese (Wes)
gewonnen (b) und im Verhéltnis zu DUC sed (100 %) abgebildet (a). Dargestellt sind Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwertes (SEM). sed: ohne Laufbandtraining (-); TM: mit Laufbandtraining
H)
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Tab. 18: Vergleich der Expression von Stress-induzierten Molekiilen und Komponenten der Abwehr oxidativen Stresses

DUhTPvsDUC_sed

DUhTPvsDUC_TM

DUhTP_TM vs sed

DUC_TM vs sed

Funktion' log,FC p-Wert log,FC p-Wert log,FC p-Wert log,FC p-Wert
ROS-Produzenten Nox4 -1,1 <0,001 -1,2 <0,001 0,2 0,440 0,3 0,296
Pla2gda -0,7 0,012 -0,3 0,263 0,7 0,006 0,3 0,198
Pla2g4b -0,6 0,035 -0,3 0,260 0,1 0,720 -0,2 0,535
Xdh 0,2 0,346 0,6 0,004 0,8 <0,001 0,0 0,991
Antioxidative Mechanismen/ Gpx1 0,6 <0,001 0,5 <0,001 0,2 0,439 0,3 0,412
Schutz vor Zellschidigung Gpx3 0,9 <0,001 0,8 <0,001 -0,2 0,498 -0,1 0,936
Gpx4 0,5 <0,001 0,5 <0,001 0,1 0,762 0,1 0,748
Gpx7 0,3 0,046 0,3 0,023 0,2 0,247 0,2 0,629
Gsr 0,1 0,529 0,3 0,012 0,1 0,749 -0,1 0,696
Hspala -2,4 <0,001 -0,7 0,317 2,3 0,003 0,6 0,803
Hspalb -3,6 <0,001 -1,8 0,025 2,3 0,017 0,5 0,889
Nfe2l2 -0,4 0,001 -0,0 0,872 0,5 0,002 0,1 0,914
Sodl 0,4 <0,001 0,4 <0,001 0,0 0,980 -0,0 0,992
Sod2 -0,1 0,213 0,1 0,479 0,0 0,611 -0,1 0,148
Sod3 0,1 0,590 0,5 0,015 0,2 0,452 -0,1 0,879
MAP-Kinase Signalweg Jun -0,6 0,014 -0,2 0,305 0,5 0,033 0,2 0,487
Mapkl1 -0,1 0,344 -0,1 0,221 -0,0 0,963 0,0 0,986
Mapk3 0,3 0,007 0,5 <0,001 0,1 0,473 0,0 0,936
Mapk8 -0,2 0,004 -0,4 <0,001 -0,2 0,003 -0,1 0,410
Mapk9 -0,3 0,012 -0,3 0,009 -0,1 0,532 -0,1 0,612
Mapkl11 0,2 0,453 0,6 0,002 0,4 0,072 0,0 0,987
Mapk12 0,5 <0,001 0,7 <0,001 0,3 0,013 0,1 0,807
Mapk14 0,1 0,523 0,1 0,231 0,1 0,749 0,0 0,995
Nfkbl -0,2 0,070 -0,1 0,203 0,0 0,645 0,0 0,937
Nfkb2 0,0 0,861 0,0 0,874 0,2 0,113 0,3 0,057
Rel -0,9 <0,001 -1,1 <0,001 -0,2 0,525 -0,1 0,956
Rela 0,2 0,038 0,4 0,001 0,2 0,158 0,1 0,824
Relb 0,2 0,249 -0,1 0,636 0,0 0,964 0,2 0,115
Weitere Transkriptionsfaktoren Ankrd1 0,0 0,992 -0,9 0,047 1,4 0,002 2,3 <0,001
Foxo3 -0,4 0,002 0,2 0,093 0,6 <0,001 0,0 0,987
Hifla -0,8 <0,001 -0,8 <0,001 -0,1 0,784 -0,1 0,921
Hif3a 0,4 0,199 0,8 0,003 1,1 <0,001 0,6 0,025

Ergebnisse

logz Fold Change und p-Werte in fett, falls p<0,05; ! unter https://www.uniprot.org
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschéftigte sich mit den Auswirkungen eines Ausdauertrainings einerseits
sowie einer Ausdauerselektion andererseits auf das Skelettmuskeltranskriptom. Hierfiir wurden
Transkriptomdaten des M. rectus femoris von auf Ausdauer selektierten Mausen (DUTP-
Marathonméuse) sowie von nicht-selektierten Kontrollen (DUC-Kontrollmiuse) analysiert und
miteinander verglichen. Die genetisch fixierte hohe Ausdauerkapazitit der DUhTP-Marathonmaéuse
ist nicht Resultat eines Trainings und das freiwillige Aktivitétslevel der DUhTP-Marathonméuse
unterscheidet sich nicht von dem der unselektierten DUC-Kontrollmiuse (Brenmoehl et al. 2013).
Die Etablierung des Mausmodells erfolgte inzucht- und genmanipulationsfrei iiber 140
Mausgenerationen hinweg und stellt damit das aktuell am langfristigsten angelegte Modell einer
natiirlichen Ausdauerselektion dar (Swallow et al. 1998; Thompson et al. 2017). Fiir die
Beurteilung der Transkriptomverdnderungen in Folge des Ausdauertrainings wurden
ausdauerselektierte  DUhTP-Marathonméuse und nicht-selektierte DUC-Kontrollmduse fiir 3
Wochen auf einem Laufband trainiert. Die Untersuchung von trainingsbedingten
Transkriptomverdnderungen in bereits auf Ausdauer selektierten Organismen stellt einen bis dato

noch nicht publizierten neuen Studienansatz dar.

Sowohl an menschlichen Probanden als auch am Tiermodell wurden die Auswirkungen
korperlicher Aktivitdt auf den Organismus bereits mehrfach untersucht: Ein Bewegungsmangel gilt
als einer der wichtigsten Risikofaktoren fiir degenerative Vaskulopathien wie die Koronare
Herzkrankheit oder den Schlaganfall und damit fiir die deutschland- und weltweit haufigste
Todesursache (Weltgesundheitsorganisation WHO, Stand 2020). Bewegung hat aber nicht nur
Einfluss auf das Herz-Kreislauf-System, sondern auf den gesamten menschlichen Organismus: So
haben vielseitige, insbesondere kraftbetonte Belastungen knochenanabole Effekte und minimieren
dadurch das Risiko, an Osteoporose zu erkranken (MacKnight 2017; Wilson 2019).
Trainingsbedingt gestdrkte Muskeln, Sehnen und Bénder schiitzen aulerdem den Knochen und
verringern so das Frakturrisiko. Dariiber hinaus werden der altersbedingte Muskelabbau vermindert
und koordinativen Féahigkeiten verbessert (Dunsky 2019; Yoo et al. 2018). Neben einer vermehrten
Durchblutung der aktiven Muskulatur kommt es auch zu einer vermehrten Durchblutung des
Gehirns. Durch die bessere Sauerstoffversorgung erhoht sich die geistige Leistungstihigkeit und
Konzentrations- und Denkvorgénge fallen leichter und werden beschleunigt (Northey et al. 2018).
AuBlerdem wurde gezeigt, dass sowohl die Lebenserwartung als auch der Alterungsprozess selbst
durch korperliche Aktivitit in positiver Weise beeinflusst werden (Brandts und van den Brandt
2019; Werner et al. 2019). Bekannt ist dariiber hinaus, dass korperliche Aktivitit die Symptome
einer Depression mindern und dieser sogar vorbeugen kann (Belvederi Murri et al. 2018; Harvey et

al. 2018). Hinsichtlich der Pridvention von Neoplasien wird der korperlichen Aktivitét eine

77



Diskussion

zunehmend gréBere Bedeutung beigemessen. So soll durch regelméfBige moderate Aktivitit u.a.
das Risiko, an Kolorektal-, Bronchial-, Mamma- und Prostatakarzinom zu erkranken, deutlich
minimiert werden (Campos et al. 2018; Emaus und Thune 2011; Graf und Wessely 2010; Oruc und
Kaplan 2019). Es wird sogar vermutet, dass moderates Ausdauertraining die Ansprechbarkeit eines
Tumors auf Chemotherapie verbessert und somit den Therapieerfolg erhoht (Florez Bedoya et al.

2019; Schadler et al. 2016).

Bis dato veroffentlichte Publikationen hinsichtlich der auf Transkriptomebene fixierten
Eigenschaften eines ausdauernden Skelettmuskels beschrinken sich iiberwiegend auf das
Tiermodell (Fliick 2013; Yaghoob Nezhad et al. 2019). Eine genomweite Transkriptomanalyse des
Skelettmuskels mit und ohne Trainingseinfluss sowie im Vergleich von auf Ausdauer- und nicht

auf Ausdauer selektierten Méusen ist bislang noch nicht publiziert worden.

5.1  Daten von phéanotypischen Verdnderungen der Skelettmuskulatur

Im Falle der hier vorliegenden Studie zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Oberschenkelmasse (M. rectus femoris) im Vergleich der betrachteten Individuen einer Linie mit
und ohne Laufbandtraining. Diese Beobachtung entsprach der Erwartung, da auch bei
menschlichen Probanden und bei Ratten gezeigt werden konnte, dass Ausdauertraining keinen

Muskelzuwachs hervorruft (Lai et al. 2018; Tsai et al. 2013; Vargas et al. 2019).

Interessant war, dass in der vorliegenden Studie die DUhTP-Marathonméuse sowohl mit als auch
ohne Training eine signifikant geringere Masse des Oberschenkels und auch eine signifikant
geringere Korpermasse als die DUC-Kontrollméause aufwiesen. Die bessere Ausdauer der DUhTP-
Marathonméuse im Vergleich zu den DUC-Kontrollmdusen war also nicht durch eine erhdhte
muskuldre Masse bedingt und steht damit im Gegensatz zu den Befunden von Mujika et al., die an
Radsportlern einen Zusammenhang zwischen einer erhohten Muskelmasse und einer verbesserten
Ausdauer vermuteten (Mujika et al. 2016). Es kann vermutet werden, dass bei Méusen nicht die
Muskelmasse, sondern intrazellulire Mechanismen mitverantwortlich fiir eine verbesserte
Ausdauer sind. Wie genau es sich diesbeziiglich jedoch bei Menschen verhilt, gilt es noch néher zu

untersuchen.

5.2 Transkriptionelle Verinderungen im Oberschenkelmuskel (M. rectus femoris)

Die vorliegende Untersuchung zeigte, dass trainingsbedingt (im Vergleich von trainierten mit
untrainierten Méusen) weniger Verdnderungen auf Transkriptebene als selektionsbedingt (im
Vergleich von DUhTP-Marathonméusen mit DUC-Kontrollmausen) erfolgten. Zusétzlich zeigten
sich im Vergleich zu den DUC-Kontrollmdusen in den DUhTP-Marathonméusen iiberwiegend
herunterregulierte Gene. Diesbeziiglich existieren bis dato keine vergleichbaren Studien.

Womdglich wurde durch die Selektion der Marathonmause auf verbesserte Ausdauerleistung die
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Expression von fiir die Ausdauer forderlichen Genen stimuliert und andere Gene, die nicht fiir eine

verbesserte Ausdauer notwendig sind, herunterreguliert.

Bei Betrachtung der DEGs der Vergleiche DUhNTP_TM vs sed und DUC _TM vs sed in einem
Venn-Diagramm (4bb. 11, S. 46) zeigten sich 29 DEGs, die den beiden Trainingsgruppen
gemeinsam waren. Die Mehrheit der DEGs hingegen erfiillte die Filterkriterien nur in einem der
beiden Vergleiche (n= 173 fiir DUhTP_TM vs sed, n= 159 fiir DUC_TM vs sed). Daraus kann
abgeleitet werden, dass trainingsbedingte Verdnderungen der Genexpression in den betrachteten
Mauslinien, DUhTP-Marathonmaus und DUC-Kontrollmaus, auf unterschiedliche Weise erfolgten.
Moglich ist jedoch auch, dass aufgrund der geringen Fallzahl oder aufgrund von
Messungenauigkeiten scheinbare DEGs detektiert wurden, deren Signifikanz sich aus Zufallsdaten

oder Hintergrundrauschen ergab. Eine Erhéhung der Fallzahl konnte hier Abhilfe schaffen.

Im Gegensatz dazu ergab der Kreuzvergleich DUhTP sed vs DUC sed und DUhTP TM vs
DUC TM deutliche Uberschneidungen (n=463). Dies spricht dafiir, dass es sich bei den in den
DUTP-Marathonméusen im Vergleich zu DUC-Kontrollmiusen differentiell exprimierten Genen
um DUhTP-Marathonmaus-spezifische Expressionsverdnderungen handelt, die sowohl mit als auch

ohne Laufbandtraining bestehen.

Die im Vergleich der beiden Gruppen DUC sed und DUhTP sed am deutlichsten vermehrt
exprimierten Molekiile waren das ribosomal protein S2, pseudogene 10 und das ribosomal protein
S$26, pseudogene I. Bei diesen handelt es sich um Transkripte von nicht proteinkodierenden
Pseudogenen. Xiao-Jie et al. konnten zwar zeigen, dass Pseudogene nicht, wie lange vermutet, per

se funktionslos sind, ihre genaue Funktion gilt es jedoch noch zu untersuchen (Xiao-Jie et al.

2015).

Generell zeigte sich, dass im Vergleich der trainierten mit den untrainierten DUTP-
Marathonméusen andere DEGs imponierten als im Vergleich der trainierten mit den untrainierten
DUC-Kontrollméusen. Bei der Betrachtung der Anzahl aller unterschiedlich exprimierten Gene
konnten innerhalb des Vergleiches von trainierten mit untrainierten DUC-Kontrollmiusen die
wenigsten DEGs festgestellt werden: Das definierte Laufbandtraining bewirkte in der Linie der
DUC-Kontrollméduse eine vermehrte Expression der Genprodukte Mymk, Myh3 und Chrng. Bereits
zuvor konnte gezeigt werden, dass eine vermehrte Expression dieser Molekiile auf eine stimulierte
Myoblastenfusion im Zuge der Muskelregeneration hinweist (Chen et al. 2020; Ganassi et al. 2018;
Kalamida et al. 2007). Das spricht dafiir, dass Laufbandtraining in den DUC-Kontrollmédusen die
Muskelregeneration  stimuliert. In der DUhTP-Marathonmauslinie hingegen wurden
trainingsassoziiert u.a. RIKEN c¢cDNA B230311B06 gene und expressed sequence AI506816
vermehrt exprimiert. Hierbei handelt es sich um nicht proteinkodierende Pseudogene. Aullerdem

wurden fiir das Hitzschockprotein HSP70 sowie den Aktivierenden Transkriptionsfaktor 3
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kodierende Gene vermehrt exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression dieser Gene
bei oxidativem Stress induziert wird und die zelluldre Stressresistenz erhoht (Nyunt et al. 2019;
Sable et al. 2018). Es lésst sich vermuten, dass Laufbandtraining in der DUhTP-Marathonmauslinie

eine verbesserte Stresstoleranz bewirkt.

5.3  Beteiligung differentiell exprimierter Gene an muskuldren Signalwegen

Die in der vorliegenden Untersuchung erfolgten Signalwegsanalysen mit IPA zeigten
interessanterweise, dass in allen vier Vergleichen der EIF2 (eukaryotischer Initiationsfaktor 2)-
Signalweg unter der Liste der Top 15-Signalwege vertreten war. Es konnte gezeigt werden, dass
dieser Signalweg an der Regulierung der mRNA-Translation beteiligt ist (Shrestha et al. 2012). Da
Gene dieses Signalweges als DEGs in allen vier Vergleichen auftraten, kann davon ausgegangen
werden, dass er zwar eine Vielzahl von Genen beinhaltet, die unter den identifizierten DEGs
vertreten waren, sich aber auch mit anderen Signalwegen iiberschneidet, in welchen diese DEGs
womoglich ebenfalls auftreten. Damit kann die Beobachtung von Blaustein et al. bestétigt werden,
die zeigten, dass der EIF2-Signalweg Uberschneidungen mit dem Akt-Signalweg aufweist
(Blaustein et al. 2013).

Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass sowohl im Vergleich der trainierten DUTP-
Marathonméuse mit trainierten DUC-Kontrollmdusen als auch im Vergleich der untrainierten
Individuen beider Linien miteinander die identifizierten DEGs in 11 der 15 Top-Signalwege
iibereinstimmten. Auf Grundlage der IPKB (Qiagen) konnten diese Signalwege den drei
Unterkategorien Muskeldifferenzierung und Zellwachstum (mit den Signalwegen Regulation of
elF4 and p70S6K Signaling, Molecular Mechanisms of Cancer, Estrogen Receptor Signaling,
mTOR Signaling und NGF Signaling), Mitochondrien-assoziierter Metabolismus (mit Oxidative
Phosphorylation, Sirtuin Signaling Pathway und Estrogen Receptor Signaling) sowie oxidativer
Stress (mit NRF2-mediated Oxidative Stress Response, Huntington’s Diesease Signaling,
Mitochondrial Dysfunction und Protein Ubiquitination Pathway) zugeordnet werden. Da diese
Signalwege nicht im Vergleich DUhTP_ TM vs sed oder im Vergleich DUC_TM vs sed in der
Liste der Top 15 Signalwege auftraten, kann vermutet werden, dass es sich um Signalwege handelt,
deren DEGs spezifisch durch die Ausdauerselektion verdndert exprimiert wurden. Womoglich
erfolgten selektionsbedingte Verdnderungen der Genexpression in besonderem Maf3e auf Ebene der
Muskeldifferenzierung, des Metabolismus und der Reaktion auf oxidativen Stress. Bedacht werden
muss diesbeziiglich jedoch, dass die unter den Top 15 Signalwegen aufgefiihrten Wege womoglich
auch in den anderen beiden Vergleichen (DUhTP TM vs sed; DUC TM vs sed) auftraten, die

DEGs aber mit groBerer statistischer Signifikanz mit anderen Signalwegen assoziiert waren.

Nur im Vergleich trainierter DUhTP-Marathonméuse mit untrainierten DUhTP-Marathonméausen

(DUKTP_TM vs sed) sowie im Vergleich trainierter DUC-Kontrollmiuse mit untrainierten DUC-
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Kontrollmédusen (DUC_TM vs sed) unter der Liste der Top 15-Signalwege vertreten waren die
Integrin Linked Kinase (ILK)-, Pancreatic Adenocarcinoma- und Epithelial Adherens Junction-
Signalwege. Daraus kann geschlossen werden, dass einige der an diesen Signalwegen beteiligten
Gene trainingsbedingt verdndert exprimiert werden. Ob diese Signalwege eine besondere Rolle bei
einem Laufbandtraining erfiillen, gilt es noch zu untersuchen, ist jedoch nicht Thema dieser Arbeit.
Insgesamt jedoch waren die Uberschneidungen in diesen beiden Vergleichen zahlenmiBig deutlich
geringer als in den Vergleichen der Mauslinien miteinander (DUhTPvsDUC TM;
DUKTPvsDUC sed). Es kann dementsprechend davon ausgegangen werden, dass trainingsbedingte
transkriptionelle Verdnderungen innerhalb beider Mauslinien (DUhTP und DUC) auf
unterschiedliche Weise erfolgen. Es muss jedoch beriicksichtigt werden, dass, wie Tab. 10 (S. 45)

zeigte, trainingsbedingt weniger Verdnderungen als selektionsbedingt erfolgen.
5.4  Regulation der Muskeldifferenzierung

5.4.1 Trainingsbedingte Verdnderungen im Muskel beider Mauslinien

Im Zuge des dreiwdchigen Laufbandtrainings zeigten die DUC-Kontrollmiuse eine signifikant
erhohte Expression der Myogenese Regulierenden Faktoren (MRFs) Myogenin (Myog) und
Myogener Faktor 3 (Myodl). Da die DUC-Kontrollmiuse primér nicht auf hohe Laufleistung
selektiert worden waren, handelt es sich bei der vermehrten Myog- und Myodl-Expression
vermutlich um eine physiologische Reaktion auf Ausdauertraining. Eine solche trainingsbedingte
Induktion der Myodl- und Myog- Expression konnte durch Quinn und Hydock bei auf dem
Laufband trainierten Ratten (Quinn und Hydock 2017) und durch Psilander et al. bei menschlichen
Probanden nach singuldrem Krafttraining beobachtet werden (Psilander et al. 1985). In der Gruppe
der DUhTP-Marathonméuse konnten keine signifikanten trainingsbedingten Erh6hungen der MRF-

Expression beobachtet werden.

AuBerdem trainingsbedingt signifikant und deutlich erhoht zeigte sich bei den DUC-
Kontrollmdusen das Protein Myomaker (Mymk). Ebenfalls eine, jedoch nicht signifikante,
Erhéhung der Mymk-Expression zeigte sich inder Gruppe der DUhTP-Marathonmause. Ganassi et
al. konnten zeigen, dass die Expression des mit einer vermehrten Myoblastenfusion assoziierten
Proteins Mymk durch MRFs stimuliert wird (Ganassi et al. 2018). In mehreren Studien wurde
dariiber hinaus gezeigt, dass MRFs die Funktion der Satellitenzellen und eine damit einhergehende
Muskelregeneration regulieren und insbesondere das MRF Myodl als Biomarker fiir aktive
Satellitenzellen dient (Hernandez-Hernandez et al. 2017; Koishi et al. 1995): So findet man in
ruhenden Zellen eine kaum nachweisbare Myod1-Expression, jedoch nach Muskelaktivitit bzw.
Muskelschiddigung eine vermehrte Myod1-Expression und damit eine erhdhte Satellitenzellaktivitit

als Ausdruck einer stimulierten Muskelregeneration (Bazgir et al. 2017). Ein gegeniiber den
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trainierten DUhTP-Marathonméusen erhohtes Level an MRFs in der Linie der trainierten DUC-
Kontrollméuse spricht daher am ehesten fiir einen erhéhten muskuldren Regenerationsbedarf der
DUC-Kontrollmduse und eine damit verbundene geringere Ausdauer im Vergleich zu den DUhTP-
Marathonméusen. Demzufolge kann vermutet werden, dass eine verbesserte Ausdauer durch einen

verminderten muskuldren Regenerationsaufwand erklért werden kann.

Die vorliegende Studie zeigte zusétzlich eine trainingsbedingt vermehrte Expression von Myl4 im
Muskel der DUC-Kontrollmiuse. Dieses Gen ist mit dem Herz- sowie dem Skelettmuskel
assoziiert; seine Funktion ist noch ungeklért (Lindqvist et al. 2016; Schiaffino et al. 2015). Es wird
vermutet, dass es an der Interaktion von Aktin- und Myosinfilamenten beteiligt ist. Lindqvist et al.
gehen davon aus, dass Myl4 fiir eine normale muskuldre Kraftentwicklung erforderlich ist
(Lindgvist et al. 2016). Die Myl4-Expression in den DUhTP-Marathonméusen ohne Training war
hoher als in den untrainierten DUC-Kontrollméusen, war aber (anders als im Vergleich der
trainierten mit den untrainierten DUC-Kontrollméusen) nicht signifikant niedriger im Vergleich zu
den trainierten DUhTP-Marathonmidusen. Man kann vermuten, dass die trainingsbedingte
Erhéhung der Myl4-Expression in der Linie der DUC-Kontrollmiduse einen

Anpassungsmechanismus an erhdhte muskulére Anforderungen darstellt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigten eine trainingsbedingt signifikant vermehrte
Expression von Untereinheiten der nikotinischen Acetylcholinrezeptoren (nAChR) im Muskel der
DUC-Kontrollméuse. Dabei handelte es sich um die Untereinheiten al, f und vy, die als
muskelspezifisch beschrieben wurden (Rahman et al. 2020). Da die Linie der DUC-Kontrollméuse
nicht auf hohe Ausdauerleistung selektiert wurde, handelt es sich bei der vermehrten Expression
von nAChR vermutlich um eine physiologische Reaktion auf das Ausdauertraining. Eine
trainingsbedingt vermehrte Expression von ZNS-spezifischen nAChR konnten bereits Zhou et al.
an Ratten zeigen (Zhou et al. 2018). Die Ratten absolvierten ein Laufbandtraining, die
Expressionsmessungen erfolgten jedoch im prifrontalen Kortex. Eine trainingsbedingte Erhéhung
der Dichte von nAChR konnten Desaulniers et al. am Skelettmuskel von Ratten zeigen
(Desaulniers et al. 1998). Bereits Kalamida et al. zeigten 2007, dass eine vermehrte Expression
muskuldrer nAChR mit einer erhdhten Myoblastenfusion im Zuge der Myogenese und
Muskelregeneration verbunden ist (Kalamida et al. 2007). Es ldsst sich vermuten, dass auch die
vermehrte Expression von nAChR in der vorliegenden Untersuchung fiir einen trainingsbedingt

erhohten muskuldren Regenerationsbedarf der DUC-Kontrollméause spricht.

5.4.2  Unterschiede im Vergleich beider Mauslinien
Der Skelettmuskel ist charakterisiert durch drei Muskelfasertypen (Typ I, IIA, 1IB) (Staron et al.
2000), wobei die iiberwiegende Faserart des Muskels durch die an ihn gestellten Anforderungen

bedingt ist (Kap. 1.1.2). Mit ausdauernden Typ I-Fasern assoziierte Molekiile sind Myosin Heavy
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Chain 6 und 7 (Myh6, Myh7) sowie die skelettmuskelspezifische Methyltransferase Mettl21c
(Stuart et al. 2016; Wiederstein et al. 2018). Im Vergleich zu DUC-Kontrollméusen wiesen die
untersuchten DUhTP-Marathonmaiuse eine dhnliche bzw. tendenziell sogar eine eher verminderte
Expression dieser Typ I-Faser-assoziierten Molekiile im M. rectus femoris auf. Auch die
Expression des Myocyte Enhancer Factors Mef2c war im Linienvergleich in den DUhTP-
Marathonméusen vermindert. Bereits zuvor wurde am Mausmuskel gezeigt, dass das durch dieses
Gen kodierte Protein mit einer Muskelfaserumwandlung in Richtung Typ I-Fasern beteiligt sein
soll (Potthoff et al. 2007). In trainierten DUhTP-Marathonmausen im Vergleich zu trainierten
DUC-Kontrollmdusen als signifikant vermehrt exprimiert gefunden wurde das Gentranskript fiir
Actn3. Dieses wurde als liberwiegend mit einer erhdhten Muskelkraft assoziiertes Typ II-Faser-

Molekiil beschrieben (Houweling et al. 2017; Mills et al. 2001).

Anders als vermutet sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Studie also tendenziell gegen eine
Dominanz ausdauernder Typ I-Fasern im M. rectus femoris der DUhTP-Marathonmauslinie.
Daraus kann abgeleitet werden, dass Typ I-Fasern nicht maligeblich mit der besseren
Ausdauerleistung der DUhTP-Marathonmiuse im Vergleich zu DUC-Kontrollmiusen assoziiert

sind.

Innerhalb der DUC-Kontrollméduse énderte sich die Expression sowohl Typ I- als auch Typ II-
spezifischer Molekiile trainingsbedingt nicht signifikant. Es kann vermutet werden, dass in der
vorliegenden Untersuchung durch das Laufbandtraining keine Faserumwandlung im M. rectus
femoris erfolgte. Jedoch wurde sowohl bei menschlichen Probanden als auch bei Ratten bereits
gezeigt, dass Ausdauertraining durchaus die muskuldre Zusammensetzung verdndert und einen
Anstieg von Typ I-Fasern bewirkt (Howald et al. 1985; Zheng et al. 2020). Bei Zheng et al. erfolgte
die Analyse der Faserzusammensetzung auf Proteinebene mittels immunhistochemischer
Messungen und ist somit aussagekriftiger als die Ergebnisse der vorliegenden Studie. Deswegen
miissten in der vorliegenden Arbeit ebenfalls noch histologische Analysen des Muskelgewebes

angeschlossen werden, um den vorliegenden Fasertyp in vivo zu ermitteln.

Damit eine Muskelhypertrophie und damit ein Muskelwachstum mdglich sind, muss die im Muskel
erfolgende Proteinsynthese die gleichzeitig ablaufenden Protein-katabolen Mechanismen
iibertreffen (Tipton und Wolfe 2001). Diese Muskelhypertrophie kann dabei durch eine Vielzahl
anaboler Stimuli induziert werden. Einer dieser Stimuli ist IGF1 und der damit assoziierte IGF1-

Akt-Signalweg (Schiaffino und Mammucari 2011).

Die hier erfolgten Untersuchungen zeigten in den Vergleichen ,.trainierte vs. untrainierte DUhTP-
Marathonmaus® bzw. ,trainierte vs. untrainierte DUC-Kontrollmaus®“ keine (DUC) bis
iiberwiegend keine (DUhTP) trainingsbedingten Verdnderungen von Molekiilen des IGF1-Akt-

Signalweges auf mRNA-Ebene. Daraus kann vermutet werden, dass ein Laufbandtraining den
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IGF1-Akt-Signalweg nur in geringem Male beeinflusst. Da Dickinson et al. bei menschlichen
Probanden eine Beeinflussung des IGF1-AKT-Signalweges durch Krafttraining sahen, kann
vermutet werden, dass die Aktivierung dieses Signalweges von der Trainingsart abhidngig ist

(Dickinson et al. 2018).

Interessant ist, dass die Expressionslevel von mit diesem Signalweg assoziierten Genen in DUhTP-
Marathonméusen verglichen mit den DUC-Kontrollmdusen vorwiegend niedrigere Werte
aufwiesen (4bb. 29). Daraus kann vermutet werden, dass dieser Signalweg in DUTP-
Marathonméusen weniger aktiv als in den DUC-Kontrollmiusen ist. Die kleinere Korpergrof3e und
geringere Muskelmasse der DUhTP-Marathonméuse verglichen mit DUC-Kontrollméusen

unterstiitzt die mutmaBlich verringerte IGF1-Aktivierung in der DUhTP-Marathonmauslinie.

IGF1 |

/

IRS

PTEN +—1 PI3K 4

PDK1
é
MSTN J, — Akt |,
> "4
AMPK . —|mTOR |, GSK3B
P 9

Muskelwachstum .|,

Abb. 29: Schema der am IGF1-Akt-Signalweg beteiligten DEGs und ihre Expression im Vergleich
zur Kontrolllinie DUC. Dargestellt sind die IGF1-bedingten Auswirkungen auf das Muskelwachstum
in der DUhTP-Marathonmauslinie. Die blauen Pfeile symbolisieren die jeweilige nachgewiesene
differentielle Expression im Muskel der DUhTP-Linie im Vergleich zur Kontrolle (1 Hochregulation in
der DUhTP-Linie; | Herunterregulation in der DUITP-Linie). Rot dargestellt sind ausgewéihlte
Inhibitoren des IGF1-Akt-Signalweges. Eine gestrichelte Linie symbolisiert einen indirekten, eine
durchgezogene Linie einen direkten Effekt. Akt: spezifische Akt-Aktivitidt (Proteinebene); AMPK:
Adenosinmonophosphat-Kinase; DUhTP: Dummerstorf high Treadmill Performance; GSK3:
Glykogensynthase-Kinase 3 beta; IGF1: Insulin-like growth factor 1; IRS: Insulin Rezeptor Substrat;
MSTN: Myostatin; mTOR: mammalian Target of Rapamycin; PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase; PTEN:
Phosphatase and tensin homolog (spezifische Aktivitit auf Proteinebene)
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IGF1 dient also vermutlich weniger der Verbesserung der Ausdauer, sondern vielmehr der
Erhoéhung der Muskelmasse und -kraft. Dies konnte durch Ikeda et al. bestitigt werden, die am M.
gastrocnemius von Ratten eine Zunahme der Muskelkraft in Verbindung mit einer erhohten IGF1-

Expression sahen (Ikeda et al. 2013).

Die erhohte Proteinexpression des IGF1-Rezeptors bei den DUhTP-Marathonméusen im Vergleich
zu DUC-Kontrollméusen steht im Widerspruch zu den Daten der RNASeq. Die Ursachen konnten
im Studiendesign (messtechnische Fehler, geringe Anzahl der untersuchten Tiere) begriindet sein.
Denkbar wiren jedoch auch posttranskriptionelle Modifikationen, die die Transkriptstabilitit

beeinflussen.

Fiir Akt als Bestandteil des IGF1-Akt-Signalweges konnten auf mRNA-Ebene keine Unterschiede
zwischen beiden Mauslinien DUhTP und DUC festgestellt werden. Anders als erwartet zeigten die
Proteinanalysen aber eine gegeniiber den DUC-Kontrollmausen erhohte Expression des gesamten
Akt in den DUhTP-Marathonméusen. Die Betrachtung der spezifischen Akt-Aktivitit (Ratio aus
Phospho-Akt zu Akt) zeigte eine erniedrigte Akt-Aktivitdt und unterstiitzt damit die zuvor genannte

Vermutung einer Herunterregulation des IGF1-Akt-Signalweges bei den DUhTP-Marathonméusen.

Der in die Achse Akt-mTOR eingebundene Proteinkomplex mTOR besteht aus zwei groeren
Untereinheiten, mMTORC1 und mTORC2 (Wullschleger et al. 2006), welche wiederum durch
verschiedene Gene kodiert werden. So kodiert das Gen Rptor fiir das mTORC1-assoziierte Molekiil
regulatory-associated protein of mTOR. Ein mTORC2-assoziiertes Gen hingegen ist Rictor, das fiir
den rapamycin-insensitive companion of mTOR kodiert. Da Akt iiber mTORC?2 phosphoryliert und
aktiviert wird (Guertin et al. 2006) und Rictor in der DUhTP-Marathonmauslinie vermindert
exprimiert war, sprach auch diese Tatsache ebenfalls fiir eine verminderte Akt-Aktivierung in der
DUhTP-Marathonmauslinie im Vergleich zur Kontrolllinie DUC. Das Protein Akt seinerseits
hemmt den Proteinabbau durch Phosphorylierung und damit Inaktivierung der
Transkriptionsfaktoren der FoxO-Familie. Zusétzlich stimuliert es die Proteinsynthese iiber mTOR
und die Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3p) (Manning und Toker 2017). Auch Gsk3f, mTOR
und die Transkriptionsfaktoren der FoxO-Familie waren in der DUhTP-Marathonmauslinie im
Vergleich zur Kontrolllinie DUC vermindert exprimiert. Es kann also tatsdchlich von einer
verminderten Aktivierung des IGF1-Akt-Signalweges und damit auch einer verminderten
Stimulation des Muskelwachstums in der DUhTP-Marathonmauslinie ausgegangen werden. Offen
bleibt nun die Frage, welche Faktoren in der DUhTP-Marathonmaus das IGF1-vermittelte

Muskelwachstum kontrollieren.

Eine lokale Kontrolle des IGF1-Akt-Signalweges erfolgt durch die Familie der IGF-bindenden
Proteine (IGFBP). Diese sind in der Lage, im Blutkreislauf und Gewebe zirkulierende IGF-
Molekiile mit oft stirkerer Affinitét als der IGF-Rezeptor selbst zu binden (Allard und Duan 2018).
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Die vorliegenden Ergebnisse zeigten eine vermehrte Expression von IGFBPs im Muskel und
sprachen so fiir eine IGFPB-vermittelte Kontrolle des IGF1-Akt-Signalweges im Muskel trainierter
DUhTP-Marathonméuse.

Als der Hauptinhibitor des IGF1-Akt-Signalweges gilt jedoch die Phosphatase PTEN (Shan et al.
2019). Auch in dem DUhTP-Marathonmausmodell konnte nachgewiesen werden, dass das IGF1-
vermittelte Muskelwachstum unter einer negativen Kontrolle durch PTEN steht. So wurde in der
DUhTP-Marathonmaus im Linienvergleich eine relativ erhohte PTEN-Proteinexpression bei

gleichzeitig verminderter spezifischer Akt-Aktivitit nachgewiesen (vgl. Abb. 29; S. §4).

In einem Myostatin-Knockout Mausmodell wurde dariiber hinaus gezeigt, dass auch das Protein
Myostatin als Inhibitor des Akt-Signalweges gilt und Muskelwachstum verhindert (Morissette et al.
2009). Zusitzlich wurde auch die AMP-Kinase (AMPK) als ein Inhibitor der IGF1-Akt-Achse
beschrieben, da sie iiber die Inhibierung des nachgeschalteten mTORC1 Muskelwachstum
unterbindet (Wang et al. 2018). Gleichzeitig fungiert AMPK auch als Sensor fiir eine gestorte
Energichomoostase und bedingt eine Aktivierung von mTORC2 (Kazyken et al. 2019). Obwohl
also auch AMPK und Myostatin als Inhibitoren der IGF1-Akt-Achse angesehen werden konnen,
scheint ihr Einfluss auf das Muskelwachstum in der DUhTP-Marathonmauslinie wenig relevant zu
sein: So zeigte sich im Muskel der DUhTP-Marathonméuse keine Negativkorrelation zwischen der
Akt-Expression einerseits und der AMPK oder Mstn-Expression andererseits. Es ldsst sich also
schlussfolgern, dass der PTEN-Inhibition im Muskel mehr Bedeutung zukommt als einer AMPK-

oder Myostatin-vermittelten Inhibition.

Die DUhTP-Marathonméuse sind also vermutlich durch eine im Vergleich zu DUC-
Kontrollméusen verminderte Myogenese aufgrund einer verminderten Aktivierung des IGF1-Akt-
Signalweges gekennzeichnet (4bb. 29; S. 84). Diese Beobachtung wiederum konnte mit der
phénotypisch verminderten Muskelmasse der DUhTP-Méduse im Vergleich zu DUC-

Kontrollm&usen in Verbindung gebracht werden.
5.5  Mitochondrialer Metabolismus

5.5.1 Trainingsbedingte Verdnderungen im Muskel beider Mauslinien

In den untersuchten Méusen beider Mauslinien war UCP2 trainingsbedingt signifikant vermehrt
exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Hauptfunktion von UCP2 als Entkoppler der
Atmungskette in einer Verminderung der durch Mitochondrien produzierten ROS besteht
(Arsenijevic et al. 2000). Liu et al. konnten dariiber hinaus ebenfalls eine trainingsbedingte
Stimulation der UCP2-Expression bei Ratten sehen (Liu et al. 2013). Es kann also vermutet
werden, dass UCP2 im Zuge ecines Laufbandtrainings vermehrt exprimiert wird und einen

physiologischen Schutzmechanismus des Muskels vor ROS darstellt.
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Im Vergleich von trainierten mit untrainierten DUhTP-Marathonmiusen zeigte sich in den
trainierten Individuen ein im Mittel signifikant erhohtes Level an PGC-la im NGS-Datensatz.
Interessant war hierbei, dass die erhohte PGC-1a-Expression nur im Vergleich trainierter mit
untrainierter DUhTP-Marathonméuse, nicht aber im Vergleich trainierter mit untrainierter DUC-
Kontrollméuse gesehen werden konnte. Die trainingsbedingt stimulierte PGC-1a-Expression ist
also vermutlich charakteristisch fiir die DUhTP-Marathonméause und mit der im Vergleich zu den
DUC-Kontrollmdusen verbesserten Ausdauer assoziiert. Den Zusammenhang zwischen einer
verbesserten Ausdauer und PGC-1a zeigten bereits Handschin et al., die an PGC-1a-Knockout-
Mausen eine im Vergleich zu Kontrollmdusen verminderte Ausdauer sahen (Handschin et al.

2007).

Da dariiber hinaus bereits zuvor am Mausmodell gezeigt werden konnte, dass PGC-la die
mitochondriale Biogenese stimuliert (Russell et al. 2004), kann vermutet werden, dass das Training
eine Erhohung der mitochondrialen Masse und so eine quantitative Optimierung des Stoffwechsels
in der DUhTP-Marathonmaus bewirkt: Mehr Mitochondrien bedeuten mehr Zellorganellen,
aufgrund deren Aktivitit ATP produziert werden kann. Dieses ATP kann dann wiederum fiir den
kontrahierenden Muskel genutzt werden und bewirkt eine verbesserte Leistungsfahigkeit
gegeniiber den DUC-Kontrollmdusen, die eine derartige Stimulation der mitochondrialen
Biogenese womoglich nicht aufweisen. Einen tatsdchlich gegeniiber den DUC-Kontrollméusen
vermehrten Mitochondriengehalt im Muskel der DUhTP-Marathonméuse gilt es jedoch noch auf
histologischer Ebene zu untersuchen. Ob auch bei menschlichen Probanden die mitochondriale

Biogenese durch PGC-1a stimuliert werden kann, ist bis dato noch fraglich (Islam et al. 2018).

Im Vergleich zu den DUC-Kontrollméusen war PGC-la in den DUhTP-Marathonméusen
interessanterweise jedoch stets niedriger exprimiert. Es kann davon ausgegangen werden, dass die
DUTP-Marathonméuse weniger PGC-1a produzieren und dieses nur bei Bedarf (also kdrperlicher

Belastung) dynamisch hochregulieren, um ihre Ausdauereffizienz zu steigern.

5.5.2  Unterschiede im Vergleich beider Mauslinien

Der NGS-Datensatz zeigte gegeniiber den DUC-Kontrollmdusen in den DUhTP-Marathonmausen
eine iiberwiegend erhohte Expression von Molekiilen des Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsels
sowie der einzelnen Komplexe der Atmungskette. Es kann vermutet werden, dass in DUhTP-
Marathonméusen eine verglichen mit DUC-Kontrollmdusen optimierte Stoffwechsellage
vorherrscht. Der Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel sowie die ATP-Produktion im Zuge der
Atmungskette sind schon nach wenigen Sekunden Belastungsdauer unerldsslich fiir die
Muskelkontraktion (Raschka und Ruf 2018). Die im Vergleich zu DUC-Kontrollmdusen vermutete
Hochregulation des muskuldren Energiestoffwechsels in DUhTP-Marathonméusen ist also

wahrscheinlich mit einer verbesserten Ausdauer assoziiert.

87



Diskussion

Mit dem vermuteten verbesserten Energiestoffwechsel in DUhTP-Marathonmiusen gegeniiber
DUC-Kontrollmdusen ging auch eine vermehrte Expression muskuldrer GLUT4 einher, die jedoch
auf Proteinebene nicht bestdtigt werden konnte. GLUT4 ist an der insulinabhingigen
Glukoseaufnahme beteiligt (Bryant und Gould 2020). Eine Ursache fiir die widerspriichliche
Ergebnisse von RNA- und Proteinanalysen konnte im Studiendesign (geringe Mausanzahl,
systematische und zufillige Fehler in der Versuchsdurchfiihrung) liegen, moglich ist jedoch auch,
dass ein vermehrter Abbau an GLUT4-Protein im Muskel von DUhTP-Marathonméausen besteht,
der dessen Uberexpression verhindert. Dabei kann es sich um einen natiirlichen
Schutzmechanismus handeln, der gewéhrleistet, dass auch andere, obligat auf Glukose

angewiesene Gewebe wie das ZNS (Horn 2019) ausreichend versorgt werden.

Zusitzlich wiesen trainierte DUhTP-Marathonmiuse gegeniiber DUC-Kontrollmiusen eine
verminderte LDH-Aktivitdt auf, wahrend die Aktivitit der IDH in DUhTP-Marathonméausen
verglichen mit DUC-Kontrollmiusen sowohl mit als auch ohne Training erhdht war. Unter
anaeroben Bedingungen wird iiber die LDH im Zuge der anaeroben Glykolyse reversibel Laktat
gebildet, wobei NADH/H+ verbraucht wird. Uber die IDH als Enzym des Citratzyklus hingegen
wird NADH/H+ gebildet (Horn 2019). Eine gegeniiber den DUC-Kontrollméusen verminderte
Aktivitdt der LDH bei gleichzeitig vermehrter IDH-Aktivitdt in DUhTP-Marathonméusen ldsst
vermuten, dass im Muskel der DUhTP-Marathonméduse die Bildung des Reduktionsdquivalentes
NADH/H+ stimuliert ist. Diese Vermutung bestétigt die im Vergleich zu DUC-Kontrollméusen
vermutete Stimulation der oxidativen Phosphorylierung in DUhTP-Marathonméusen, da diese auf
ein ausreichendes Vorkommen von reduzierten Reduktionsidquivalenten wie NADH/H+

angewiesen ist (Horn 2019).

Verglichen mit DUC-Kontrollmiusen wiesen die DUhTP-Marathonméduse sowohl mit als auch
ohne Training signifikant niedrigere Level des Leptinrezeptors auf. Dieser bindet das hauptsidchlich
von Fettzellen gebildete Hormon Leptin und stimuliert im Hypothalamus die Ausschiittung von
appetitziigelnden Peptiden (Yeung und Tadi 2020). Auch im Muskelgewebe werden
Leptinrezeptoren exprimiert, ihre genaue Funktion ist jedoch ungeklart. Sommer et al. vermuten
diesbeziiglich einen Zusammenhang zwischen Leptinrezeptoren und Insulinsensitivitdt (Sommer et

al. 2017).

Interessanterweise wiesen die untrainierten DUhTP-Marathonmiuse im Vergleich mit den
untrainierten DUC-Kontrollmdusen eine verminderte Expression von PGC-1o auf, wihrend das
Laufbandtraining isoliert innerhalb der DUhTP-Marathonmauslinie die PGC-1a-Expression
stimulierte (Kap. 4.6.1). Aus diesem Grund kann vermutet werden, dass in den Muskeln
untrainierter DUhTP-Marathonméause weniger Mitochondrien als in denen untrainierter DUC-

Kontrollméuse vorliegen und dementsprechend nicht die Anzahl der Mitochondrien

88



Diskussion

hauptverantwortlich fiir eine verbesserte Ausdauer ist. Erst durch einen zusitzlichen
Trainingsstimulus (in diesem Fall das dreiwdchige Laufbandtraining) erfolgt moglicherweise iiber
die Hochregulation von PGC-la ein Zugewinn an Mitochondrien im Muskel der DULTP-
Marathonmaus. Der vermutlich im Vergleich zu den DUC-Kontrollmiusen metabolisch effizienter
arbeitende Muskel der DUhTP-Marathonméuse wird so um weitere zelluldire Kompartimente
erginzt, die dann ebenfalls zur ATP-Gewinnung genutzt werden konnen. In diesem
Zusammenhang  wiren  Analysen des muskuliren = Mitochondriengehaltes  sowie
Aktivitdtsmessungen weiterer mitochondrialer Enzyme (beispielsweise Enzyme der B-Oxidation
oder des Ketonstoffwechsels als alternative Energiequelle) in DUhTP-Marathonmausen und DUC-
Kontrollméusen angebracht. Erst dann kann auf Proteinebene bestétigt werden, was auf Basis der

Transkriptomdaten postuliert werden konnte.
5.6  Oxidativer Stress und Muskelarbeit

5.6.1 Trainingsbedingte Verdnderungen im Muskel beider Mauslinien

Verglichen mit untrainierten DUhTP-Marathonméusen wiesen trainierte DUhTP-Marathonmaéuse
im Mittel signifikant hohere Level des Transkriptionsfaktors FoxO3 auf. Im Vergleich von
trainierten DUC-Kontrollméusen mit untrainierten DUC-Kontrollmdusen konnte dieser Effekt nicht
gesehen werden. Sowohl am Muskel menschlicher Probanden (Brinkmann et al. 2017; Wessner et
al. 2019) als auch in isolierten Endothelzellen am Mausmodell (Slopack et al. 2014) konnte bereits
gezeigt werden, dass die FoxO3-Expression im Zuge eines Trainings stimuliert wird. Ein
Ausbleiben der trainingsbedingten FoxO3-Expressionserhdhung in den DUC-Kontrollméusen ldsst
dementsprechend vermuten, dass die FoxO3-Expression in trainierten DUC-Kontrollméusen
inhibiert wird. Einen mdglichen Hemmmechanismus auf FoxOs stellt dabei der IGF1-Akt-

Signalweg dar (Schiaffino und Mammucari 2011).

Es konnte dariiber hinaus beschrieben werden, dass FoxOs die zelluldre Widerstandskraft
gegeniiber oxidativem Stress erhohen und der Zellalterung vorbeugen (Sedding 2008; Stefanetti et
al. 2018). Eine in trainierten DUhTP-Marathonméusen im Vergleich zu untrainierten DUhTP-
Marathonméusen vermehrte FoxO3-Expression ldsst folglich vermuten, dass FoxO3 die trainierten

DUTP-Marathonméuse vor oxidativem Stress schiitzt.

Zusitzlich zeigte sich im Vergleich trainierter DUhTP-Marathonméuse zu untrainierten DUhTP-
Marathonméusen eine deutliche und signifikant vermehrte Expression von fiir HSP70 kodierenden
Genen. Im Vergleich trainierter DUC-Kontrollmiuse zu untrainierten DUC-Kontrollmiusen waren
solche signifikanten Unterschiede interessanterweise nicht zu finden. Auch dort zeigte HSP70
jedoch eine tendenziell vermehrte Expression in trainierten DUC-Kontrollmausen. Bereits zuvor

konnte eine solche trainingsbedingte Stimulation von HSP70 sowohl am Muskel menschlicher
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Probanden als auch am Muskel von Ratten gezeigt werden (Cuthbert et al. 2019; Gokce et al.
2019). Die vorliegende Arbeit bestdtigt damit die Ergebnisse vorangegangener Studien und zeigt
somit ebenfalls, dass die Expression von HSP70 durch ein Laufbandtraining simuliert wird. HSP70
ist erforderlich fiir die korrekte Faltung und Aktivierung von Proteinen im Zytosol und somit fiir
die Aufrechterhaltung der physiologischen Muskelfunktion in Situationen erhdhter muskuldrer
Beanspruchung (Liu und Steinacker 2002; Liskutin et al. 2020). Es kann folglich vermutet werden,
dass in den trainierten Individuen der DUhTP-Marathonmaus- und denen der DUC-Kontrolllinie

eine Stimulation von HSP70 die physiologische Zellfunktion unter Belastung aufrechterhilt.

Zusitzlich konnten sowohl im Vergleich trainierter mit untrainierter DUhTP-Marathonméuse als
auch im Vergleich trainierter mit untrainierter DUC-Kontrollmiuse in den jeweils trainierten
Individuen deutlich erhohte Level des Hypoxie-induzierten Faktors (HIF) sowie der Ankyrin
Repeat Domain 1 (ANKRD1) gesehen werden. Die Familie der Transkriptionsfaktoren HIF sowie
der Ankyrin Repeat-Proteine spielt eine entscheidende Rolle bei der transkriptionellen
Stressantwort und ihre Expression wird im Zuge korperlicher Aktivitit stimuliert (Cenni et al.
2019; Jezek et al. 2020; Ling et al. 2017; Lundby et al. 2006). Aus diesem Grund kann vermutet
werden, dass die vermehrte ANKRDI1- und HIF-Expression in den trainierten M&usen beider
Mauslinien (DUhTP und DUC) eine physiologische Reaktion auf muskuldre Belastung darstellt
und dazu dient, die Zellhomdostase auch unter korperlicher Anstrengung aufrechtzuerhalten. In
diesem Zusammenhang miissen weitere Analysen angeschlossen werden, um die ANKRDI1- und

HIF-abhéngigen Effekte im Muskel noch genauer zu untersuchen

Auf RNA-Ebene ergab sich kein Hinweis darauf, dass die Expression von MAPK und NF-«B-
Genen durch das Laufbandtraining wesentlich beeinflusst wurde. Bei Betrachtung der
Proteinanalysen zeigten sich fiir die trainierten Méuse jedoch signifikant hohere Level von p38
MAPK (DUWTP) bzw. der Ratio aus Phospho-p38 MAPK und p38 MAPK (DUC). Diese
Diskrepanz konnte das Ergebnis von Messungenauigkeiten in den NGS- oder einer hohen
Variabilitdt der Messwerte der Proteinanalysen sein, die das Ergebnis aufgrund der geringen
Individuenanzahl verfalschten. Da jedoch bereits Ludlow et al. eine trainingsbedingt erhdhte Ratio
Phospho-p38 MAPK/p38 MAPK bei Miusen nach einem singuldren Lauf auf dem Laufband sahen
(Ludlow et al. 2017), kann auch vermutet werden, dass Laufbandtraining durchaus eine vermehrte
Aktivierung von p38 MAPK bewirkt, diese Aktivierung in Form einer Phosphorylierung jedoch

erst auf posttranskriptioneller Ebene erfolgt und nicht iiber eine vermehrte mRNA-Expression.

5.6.2  Unterschiede im Vergleich beider Mauslinien
Im Vergleich zu untrainierten DUC-Kontrollmdusen wiesen untrainierte DUhTP-Marathonméause
signifikant niedrigere Level von PLA2 und NOX auf. Sowohl am Tiermodell als auch an

menschlichen Probanden konnte gezeigt werden, dass NOX und PLA2 wesentliche Produzenten
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von ROS im Muskel sind (Damiano et al. 2019; Henriquez-Olguin et al. 2019; Zhou et al. 2019).
Daraus kann vermutet werden, dass im Muskel der DUhTP-Marathonméuse weniger ROS als im
Muskel der DUC-Kontrollméduse produziert werden. Auch die im Vergleich zu DUC-
Kontrollméusen gezeigte Expression von Genen der mitochondrialen Atmungskette widerspricht
dieser Behauptung nicht, da, wie von Cadenas et al. beschrieben, der mitochondrialen ROS-
Produktion deutlich weniger Bedeutung zukommt als lange Zeit vermutet (Cadenas 2018). Es kann
folglich von einem durchaus verminderten ROS-Niveau in DUhTP-Marathonméusen im Vergleich
zu den DUC-Kontrollmédusen ausgegangen werden. Wie dariiber hinaus von Steinbacher et al.
beschrieben, resultiert ein UbermaB an ROS in kontraktiler Dysfunktion und muskulirer Ermiidung
(Steinbacher und Eckl 2015). Darauf fulend kann geschlussfolgert werden, dass eine verminderte
enzymatische ROS-Produktion positive Auswirkungen auf die muskulére Ausdauerleistung hat.
Interessanterweise konnten Youm et al. erst kiirzlich an Nox4-Knockout-Miusen zeigen, dass
NOXs neben ihrer Rolle als ROS-Produzenten auch mit Myoblastenfusion und Muskelwachstum
assoziiert sind (Youm et al. 2019). Auch anhand der Daten der vorliegenden Arbeit konnte eine
dhnliche Beobachtung gemacht werden, da die DUC-Kontrollméuse eine im Mittel signifikant
hohere Muskelmasse als die DUhTP-Marathonmiuse bei im Vergleich zu DUTP-

Marathonméusen signifikant erhohten Nox4-Expressionsniveaus aufwiesen.

Interessanterweise waren die FoxO3-Expressionslevel als Indikator fiir eine potenziell erhdhte
oxidative Stressresistenz in untrainierten DUhTP-Marathonmédusen im Vergleich zu untrainierten
DUC-Maéusen signifikant niedriger. Im Vergleich von trainierten zu untrainierten DUTP-
Marathonméusen konnten im Muskel der trainierten Individuen jedoch signifikant hohere
Expressionslevel nachgewiesen werden (Kap. 4.6.1). Es kann vermutet werden, dass FoxO3
bedarfsabhéingig in Folge des Laufbandtrainings exprimiert wird. Somit lag es im Vergleich der
untrainierten Individuen beider Mauslinien in DUhTP-Marathonméusen initial niedriger exprimiert
vor, wurde jedoch trainingsbedingt vermehrt exprimiert und ist so im Vergleich der trainierten
Individuen in trainierten DUhTP-Marathonméausen tendenziell sogar hoher exprimiert. Es wurden
bis dato jedoch keine vergleichbaren Beobachtungen publiziert. Dementsprechend wire es
angebracht, weitere Untersuchungen beziiglich FoxO3 und einer eventuell bedarfsangepassten

Expression anzuschlieflen.

Im Vergleich der DUhTP-Marathonméuse mit den DUC-Kontrollmdusen wiesen die DUhTP-
Marathonméuse trainingsunabhéngig signifikant héhere Level von SODs sowie Gentranskripten
des Glutathionsystems auf. Da eine Stimulation von Mechanismen wie dem Glutathionsystem die
antioxidative Kapazitit eines Organismus erhoht (Benhar 2020), kann von einer im Vergleich zu
DUC-Mausen verbesserten oxidativen Stressresistenz und damit einhergehend einem geringeren

Level an ROS in den DUhTP-Marathonméusen ausgegangen werden. Es kann vermutet werden,
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dass eine erhohte Transkription von Genen fiir SODs sowie das Glutathionsystem mit einer

verbesserten Ausdauer assoziiert ist.

Interessanterweise wiesen die untrainierten DUhTP-Marathonméuse ein signifikant verringertes
Level des Stress-induzierten HSP70 im Vergleich zu untrainierten DUC-Kontrollmiusen auf. Zwar
konnte im Vergleich von trainierten mit untrainierten DUhTP-Marathonméusen eine deutliche
Expressionserhdhung in den trainierten Individuen gesehen werden (Kap. 4.7.1), jedoch war das
HSP70-Level in trainierten DUhTP-Marathonmausen im Vergleich zu trainierten DUC-
Kontrollmdusen niedriger. Aus diesem Grund kann vermutet werden, dass in DUTP-
Marathonméusen sowohl mit als auch ohne Training weniger ROS im Muskelgewebe vorliegen,

die oxidativen Stress und damit eine erhohte Transkription von Genen fiir HSP70 bewirken.

5.7  Angewandte Methodik

Die in dieser Studie analysierte Gesamt-RNA wurde aus dem M. rectus femoris von jeweils 8
DUhTP-Marathonméusen mit und ohne Laufbandtraining sowie jeweils 8 DUC-Kontrollmiusen
mit und ohne Laufbandtraining gewonnen. Es wurde ein Inzucht-freies Mausmodell verwendet, um
die interindividuellen Unterschiede und genetische Heterogenitit besser darstellen zu konnen
(Tuttle et al. 2018). Dieser Ansatz ermdglicht einerseits zwar einen umfassenderen Uberblick iiber
interindividuell unerschiedliche Transkriptomverinderungen, resultiert andererseits jedoch in einer
hohen Daten-Variabilitéit: Verschiedene genetische Varianten in den Promotorregionen von Genen
filhren womoglich dazu, dass ein DEG je nach betrachtetem Individuum von unterschiedlich
starker Bedeutung ist. Die Individuenzahl von n=8 pro Gruppe miisste jedoch noch deutlich erhoht
werden, um diesbeziiglich validere Aussagen treffen zu konnen. So ergab eine Power-Analyse,
dass beispielsweise eine Fallzahl von 18 Méusen pro Gruppe notig ist, um den beobachteten
Expressionsunterschied des Proteins IGF1R zwischen DUhTP-Marathonméusen und DUC-
Kontrollméusen mit einer statistischen Power von 80% und auf dem Signifikanzniveau von alpha =

0,05 zu bestitigen.

Eine besondere Herausforderung dieser Arbeit stellt die Ubertragung der aus dem Mausmodell
gemachten Beobachtungen auf den Menschen dar: Der Protein-kodierende Bereich der Maus hat
zwar mit ca. 85% viele Gemeinsamkeiten mit dem humanen Genom, eine direkte Ubertragung auf
den Menschen (ENCODE Project Consortium et al. 2020) ist dennoch nicht mdglich. Ob die im
Vergleich der Mausgruppen detektierten DEGs die gleiche Funktion wie im Menschen erfiillen,
kann nur spekuliert werden. Auch kénnen Bereiche des murinen Genoms, die im Humangenom per
se scheinbar keine Funktion erfillen, durchaus auch noch unbekannte Funktionen haben.
Nichtsdestotrotz stellt das Mausmodell eine gute Moglichkeit dar, die Auswirkungen eines

Ausdauertrainings auf die Genexpression des Muskels unter kontrollierten Bedingungen und in
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vivo darzustellen. Das Tiermodell kann dariiber hinaus genutzt werden, Hypothesen fiir humane

Experimente zu generieren.

Die Trainingsintervention erfolgte {iber einen Zeitraum von drei Wochen (30 min/d (DUhTP) bzw.
15 min/d (DUC); 5d/Woche). In Studien am Menschen sowie am Tiermodell konnte gezeigt
werden, dass Verdnderungen des Muskeltranskriptoms zwar bereits nach einmaliger Belastung
erfolgen, filir eine ldngerfristige kardiovaskuldre und metabolische Anpassungsreaktion jedoch ein
Mindestzeitraum von 2 - 3 Wochen gegeben sein muss (Andersen und Henriksson 1977;
Manzanares et al. 2018; Popov et al. 2018). Dementsprechend wurde der gewihlte
Trainingszeitraum fiir das Mausmodell auf drei Wochen festgesetzt. Die iiber RNASeq erhaltenen
Transkriptomdaten wurden einander in vier Vergleichen gegeniibergestellt, um die Auswirkungen
eines Ausdauertrainings einerseits und einer Ausdauerselektion andererseits auf das
Muskeltranskriptom darstellen zu kénnen: So konnten durch den Vergleich der trainierten mit den
untrainierten Individuen einer Mauslinie (DUhTP-Marathonmaus bzw. DUC-Kontrollmaus)
trainingsbedingte Verdnderungen auf Transkriptomebene dargestellt werden. Selektionsbedingte
Anpassungsvorgdnge wurden im Vergleich der DUhTP-Marathonméuse mit den DUC-

Kontrollmdusen messbar gemacht.

Zusitzlich muss beriicksichtigt werden, dass bei einer deutlich geringeren Lebenserwartung der
DUhTP-Marathonméuse im Vergleich zum Menschen auch die Trainingsdauer von drei Wochen
nicht mit drei Wochen im Leben eines Menschen gleichgesetzt werden kann: kann So entsprechen
drei Wochen Training im Leben einer erwachsenen Maus ca. 8 Jahre im Leben eines Menschen
(Dutta und Sengupta 2015). Es kann also vermutet werden, dass, um vergleichbare
Transkriptomverdnderungen im Menschen zu bewirken, die Trainingsdauer deutlich erhoht werden

miisste.

Eine besondere Herausforderung der Transkriptomanalyse stellt die Instabilitdt der Transkripte dar
(Blumberg et al. 2019). Um eine suffiziente RNA-Qualitit zu gewéhrleisten, wurden nur Proben
mit einer RNA-Integrititszahl > 8 fiir die Erstellung der DNA-Bibliothek verwendet (Schroeder et
al. 2006). Zur Minimierung von Batch-Effekten wurde zusétzlich darauf geachtet, dass sowohl die
RNA-Isolation als auch die RNA-Sequenzierung aller Muskelproben innerhalb eines Tages und
unter standardisierten Bedingungen erfolgte (Murani et al. 2019). Wie von Rajkumar et al.
empfohlen, erfolgte eine Validierung der RNASeq-Ergebnisse mittels qPCR (Rajkumar et al.
2015). Die Validierung mittels qPCR lieferte trotz der Verwendung des etablierten Fluidigm®
BioMark HD-Systems und der Normalisierung der Expressionsdaten mit Hilfe von vier
verschiedenen Haushaltsgenen (Actb, Pgkl, Rpl26 und Rplp2; Wang et al. 2019) eine mittlere bis
hohe Korrelation beider Messmethoden. Eine mégliche Fehlerquelle stellt die Auswahl der Primer

dar (Schmelztemperatur, GC-Gehalt, Amplikonlénge): Bei ungiinstiger Lokalisierung der Primer
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konnen Spleivarianten oder genetische Varianten in den betrachteten Mausgruppen das
Messergebnis der qPCR verzerren. Dariiber hinaus wurden teils sehr niedrig exprimierte Gene fiir
die Auswahl der Primer verwendet. Aus diesem Grund wurde sich in der vorliegenden Arbeit
vorrangig auf die mittels RNASeq erhaltenen Expressionsdaten fokussiert und zusétzlich

molekularbiologische Messungen auf Proteinebene angeschlossen.

Um eine vorldufige Auswahl von DEGs anhand der RNASeq-Ergebnisse zu generieren, wurde der
p-Wert als zwar nur méBig stringente aber suffiziente Methode verwendet (Shi et al. 2008). Unter
zusitzlicher Einbeziehung des log,FC als MaB fiir die Stirke der Expressionsverdnderung wurde
der endgiiltige Satz an DEGs in allen Vergleichen generiert (Khan et al. 2016). Die Funktion und
Interaktion der DEGs miteinander konnte anhand der etablierten bioinformatischen Software IPA

analysiert werden.

Die Anwendung von IPA zur Signalweganalyse hiangt jedoch von Annotationen ab, die bereits in
der bestehenden IPKB zu finden sind, wie z. B. der Zugehorigkeit von Gensitzen zu Signalwegen
oder der Prisenz von Genen in diversen Netzwerken. Diese Annotationen sind jedoch weit davon
entfernt, vollstindig zu sein und beriicksichtigen weder Zelltyp noch Kompartiment. Die Cutoffs,
die dazu dienen, zu gering ausgepriagte Expressionsunterschiede im Vorfeld der IPA-Analyse
herauszufiltern, sorgen auch dafiir, dass minimal weniger signifikante Gene (z.B. FC = 1,999 oder
FDR = 0,05) iibersehen werden. Daraus resultiert ein Informationsverlust. Dariiber hinaus kénnen
Transkripte desselben Gens aufgrund von posttranskriptionellen Modifikationen wie z.B.
alternatives Spleilen &hnliche, unterschiedliche oder sogar gegensdtzliche Funktionen haben
(Wang et al. 2008). Die IPKB als Wissensgrundlage der visualisierten Geninteraktionen und
Netzwerke spezifiziert jedoch nur, welche Gene in einem bestimmten Signalweg aktiv sind. Es ist
wichtig, dass jedoch auch andere Informationen dargestellt werden, wie z. B. die spezifischen
Transkripte, die in einem bestimmten Signalweg aktiv sind. Nichtsdestotrotz ermoglicht IPA einen
umfangreichen Uberblick iiber die Vielfalt der ermittelten DEGs des Datensatzes und ihre
Interaktionen miteinander, indem sie die Komplexitét der verfiigbaren Informationen reduziert und

grafisch darstellt.

Die erfolgte Transkriptommessung des Oberschenkelmuskels M. rectus femoris mittels RNASeq
bot eine gute Moglichkeit, die Auswirkungen von Ausdauertraining einerseits und
Ausdauerselektion andererseits auf den Skelettmuskel umfassend zu analysieren. In nachfolgenden
Studien wire eine Untersuchung mittels Single-cell RNA sequencing sicherlich interessant, da sich
die Expression einzelner Gene zum Teil erheblich zwischen den Zellen des Muskelgewebes
unterscheidet (Blackburn et al. 2019). Uber die Analyse des Muskeltranskriptoms kdnnen dariiber
hinaus zwar Expressionsunterschiede widergespiegelt werden, Riickschliisse auf die entsprechende

Proteinmenge in vivo konnen jedoch nur bedingt gezogen werden (Guo et al. 2008). Aus diesem
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Grund schlossen sich den RNASeq-Analysen in der vorliegenden Arbeit zusétzliche
molekularbiologische Untersuchungen auf Proteinebene (Kapillar-Immunoblot, Western Blot,

Enzymaktivitdtsmessungen) an.
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6 Zusammenfassung

Die motorische Fiahigkeit, eine definierte korperliche Aktivitidt {iber einen moglichst langen
Zeitraum und mit einer bestimmten Intensitit aufrechtzuerhalten, fasst man unter dem Begriff der
Ausdauer zusammen. Ausdauertraining ist ein Training, das mit dem Ziel absolviert wird, diese
Ausdauer zu verbessern. Die Féhigkeit eines Organismus, eine bestimmte Ausdauerleistung zu
erbringen, ist Resultat der individuellen genetischen Veranlagung, eines gezielten
Ausdauertrainings sowie umweltbedingter Einfliisse. Der Skelettmuskel als das die Bewegung
ausfilhrende Organsystem spiegelt die Einfliisse eines Trainings einerseits und der Genetik
andererseits in  besonderem Malle  wider.  Selektions- und  belastungsabhingige

Anpassungsvorgédnge wirken sich auf das Transkriptomprofil von Skelettmuskelzellen aus.

Eine Mdoglichkeit, die Auswirkungen einer Ausdauerselektion zu untersuchen, bot das Mausmodell
der liber mehrere Generationen auf herausragende Ausdauer selektierten Dummerstorf high
Treadmill Performance (DUhTP)-Marathonmduse. Um die Auswirkungen der Ausdauerselektion
auf die muskuldre Genexpression zu erfassen, wurden nicht-selektierte Kontrollen, die DUC-
Kontrollméuse, als Referenz hinzugezogen. Beide Mauslinien entstammten der gleichen
Ursprungslinie. Neben den selektionsbedingten Anpassungsvorgingen des Muskeltranskriptoms
erfolgte eine Betrachtung trainingsassoziierter Verdnderungen. Dafiir absolvierte jeweils eine

Gruppe von Méusen beider Linien ein 3-wochiges Laufbandtraining.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen der Langzeitselektion einerseits sowie des
Laufbandtrainings andererseits auf die Genexpression und den Phénotyp des Muskels von DUhTP-

Marathonméusen und DUC-Kontrollméiusen zu untersuchen.

Mit Hilfe eines Next Generation Sequencing (NGS)-Verfahrens wurden im Oberschenkelmuskel
M. rectus femoris die Unterschiede des Transkriptomprofils von DUhTP-Marathonméusen im
Vergleich zu unselektierten DUC-Kontrollméusen untersucht. Das betrachtete Mauskollektiv von
insgesamt 32 Maiusen setzte sich zu gleichen Teilen aus DUhTP-Marathonméausen (n=16) und
DUC-Kontrollmédusen (n=16) zusammen, von denen jeweils 8 Tiere einer Mauslinie (DUhTP-
Marathonmauslinie und DUC-Kontrollmauslinie) zusétzlich das Laufbandtraining absolvierten. Im
NGS-Experiment wurde die Expression von insgesamt etwa 14000 Genen gemessen. Die
differentielle Expression dieser Gene wurde in vier Vergleichen betrachtet. Zum einen wurden die
differentiell exprimierten Gene (DEGs) zwischen untrainierten (sedentary, sed) DUTP-
Marathonméusen (DUhTP_sed; n=8) und untrainierten DUC-Kontrollmiusen (DUC sed; n=8)
ermittelt. Zum anderen wurde die muskuldre Genexpression sowohl in trainierten (treadmill, TM)
und untrainierten Kontrollmiusen (DUC TM, n=8; DUC sed, n=8) als auch in trainierten und

untrainierten DUhTP-Marathonmiusen (DUhTP_TM, n=8; DUhTP sed, n=8) verglichen.
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AuBerdem erfolgte ein Direktvergleich von trainierten DUhTP-Marathonméusen mit trainierten
DUC-Kontrollmdusen im vierten Vergleich (DUhTP_TM vs DUC _TM). Die anhand der NGS-
Daten identifizierten DEGs wurden anhand von molekularbiologischen (Kapillar-Immunoblot,
Western Blot, PCR und Enzymaktivititsmessungen) sowie computergestiitzten Methoden

(Signalwegsanalyse mit IPA) weiter untersucht.

Es konnte gesehen werden, dass die Gruppe der DUhTP-Marathonméause sowohl mit (_TM; 0,387
+ 0,030 g) als auch ohne Laufbandtraining (_sed; 0,422 + 0,035 g) eine signifikant geringere
Oberschenkelmasse als die Gruppe der DUC-Kontrollméuse ( TM: 0,463 + 0,074 g; sed: 0,498 +
0,043 g) aufwies. Auf Transkriptomebene konnten im Muskel im Vergleich der trainierten Mause
beider Linien miteinander numerisch mehr DEGs (n=7762) als im Vergleich der trainierten mit
untrainierten Individuen einer Linie festgestellt werden (DUhTP: n=3496; DUC: n=1482). Gene,
fiir die besonders groBe Expressionsunterschiede gemessen wurden (|log,FC|>1), unterschieden
sich hinsichtlich ihrer Funktion. Generell zeigte sich, dass das Training andere Auswirkungen als

die Langzeitselektion hatte:

Durch das Laufbandtraining stieg der muskuldre Regenerationsbedarf, erkennbar an der vermehrten
Expression von Myogenese regulierenden Faktoren (Myogenin, Myogener Faktor 3) und des
Proteins Myomaker. So waren diese bei den trainierten DUC-Kontrollméusen verglichen mit
untrainierten DUC-Kontrollméusen auf RNA-Ebene signifikant vermehrt exprimiert (log:FC>1;
p<0,05). Trainingsbedingt zeigten sich auflerdem eine signifikant erhdhte Expression des
Hitzeschockproteins HSP70 bei DUhTP-Marathonméusen (log:FC>2; p<0,001) und - sowohl bei
DUhTP-Marathonméusen als auch bei DUC-Kontrollméusen - erhohte RNA-Level des
Entkopplungsproteins UCP2 sowie der Transkriptionsfaktoren Hypoxie-induzierter Faktor und
Ankyrin Repeat Domain 1. Diese Proteine spielen eine wesentliche Rolle bei der Aufrechterhaltung

der (physiologischen) Muskelfunktion unter Belastung.

Bei Vergleich der Individuen der DUhTP-Marathonmauslinie mit denen der DUC-Kontrolllinie
konnte die Bedeutsamkeit des mitochondrialen Energiestoffwechsels fiir eine verbesserte Ausdauer
hervorgehoben werden. So zeigte sich eine signifikant vermehrte Expression von Genen fiir den
Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel sowie der mitochondrialen Atmungskette bei den DUhTP-
Marathonméusen verglichen mit DUC-Kontrollméusen. Eine verbesserte Ausdauer ist daher mit
einem gesteigerten mitochondrialen Stoffwechsel, in besonderem Malle mit einer gesteigerten
Oxidativen Phosphorylierung, assoziiert. Im Verleich zu DUC-Kontrollméusen wiesen die DUhTP-
Marathonméusen eine signifikant erhéhte RNA-Expression von antioxidativ wirkenden Enzymen
wie Glutathionperoxidase, Glutathion-Reduktase und Superoxiddismutase auf. Zusétzlich war in

den DUhTP-Marathonmidusen die Expression enzymatischer Produzenten reaktiver
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Sauerstoffspezies (NADPH-Oxidase, Phospholipase A2) im Vergleich zu den DUC-

Kontrollméusen verringert.

Langzeitselektion bewirkt zusammenfassend eine Verringerung der Anfilligkeit fiir oxidativen
Stress, eine Erhdhung des Energiestoffwechsels sowie eine verringerte Muskelmasse. Muskulére

Reparaturmechanismen werden dagegen insbesondere durch ein Training stimuliert.

7 Ausblick

Der Stellenwert der in dieser Arbeit ermittelten DEGs im Zusammenhang mit trainings- und
selektionsbedingten Anpassungsvorgingen im Skelettmuskel sollte in zukiinftigen Studien konkret
untersucht werden. Da in der vorliegenden Arbeit die Untersuchungen erfolgten iiberwiegend auf
Transkriptomebene erfolgten, miissen weitere Untersuchungen auf Proteinebene ergénzt werden.
Eine umfassende Untersuchung der Auswirkungen korperlicher Aktivitdt auf den gesamten
Organismus steht nach der hier erfolgten isolierten Betrachtung des Muskeltranskriptoms noch aus.
Aus diesem Grund sollten zukiinftig insbesondere die Interaktionen der einzelnen Organe
miteinander im Vordergrund stehen. Dabei bietet sich u.a. die ndhere Untersuchung von
interzelluldren Botenstoffen wie Hormonen, Myokinen oder Neurotransmittern an. Auf diese Weise
wird man in der Lage sein, genauer zu entschliisseln, wie transkriptionelle Verdnderungen des
Muskels auch die anderen Organsysteme beeinflussen. Interessant wire ebenfalls, die
Verdnderungen des Transkriptomprofils in Form einer Longitudinalstudie zu betrachten. Statt die
Miuse zu toten, konnten nachfolgende Untersuchungen an aus dem lebenden Organismus
entnommenen Muskelbiopsien erfolgen. Auch das Feld des NGS wird fortwihrend durch eine
zunehmende Anzahl an spezifischeren Hochdurchsatzverfahren wie Single Cell/ Single Nucleus
Transcriptomics und Spatial Transcriptomics erginzt und er6ffnet so neue Moglichkeiten fiir die

Zell-spezifische Transkriptomanalyse (Stahl et al. 2016; Stevenson und Uversky 2019).

Die Moglichkeit, ein Molekiil zu finden, das mit einer verbesserten Ausdauer sowie einem
erhohten muskuldren Regenerationspotential assoziiert ist, erdffnet dariiber hinaus auch Chancen
fiir den Bereich der medizinischen Gentherapie. Die im Bereich der genetisch bedingten spinalen
Muskelatrophie schon in Ansdtzen etablierte Gentherapie kann so womdglich zukiinftig auch bei
Alters- oder immobilisationsbedingtem Muskelabbau angewendet werden (Shorrock et al. 2018).
Studien diesbeziiglich werden aktuell sowohl an gentechnisch verdnderten ,,Marathonm&usen® als
auch an menschlichen Probanden durchgefiihrt (Fan et al. 2017; Goswami et al. 2019; Shafiee et al.
2018).

Interessant ware auch, welche Faktoren neben Selektion und Training zusétzlich die Genexpression
beeinflussen (Erndhrung, Umwelteinfliisse, pharmakologische Interventionen u.a.) und inwieweit

die anhand der vorliegenden Daten gesehenen transkriptionellen Verdnderungen reversibel sind.
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Genau hier bietet das DUhTP-Mausmodell in Verbindung mit NGS-Analysen ein umfangreiches
Potential fiir nachfolgende Studien. Eine Zusammenfithrung der Untersuchungsergebnisse dieser
Arbeit mit den Ergebnissen der Untersuchung von Leber-, Fett- und Hirngewebe der DUhTP-
Marathonméuse sollte ebenfalls angeschlossen werden, um mogliche Interaktionen zwischen den

einzelnen Geweben darstellen zu konnen
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Thesen zur Dissertation
Die Fihigkeit eines Organismus, eine herausragende Ausdauerleistung zu vollbringen,
wird beeinflusst durch die individuelle genetische Veranlagung, Umweltfaktoren wie
Erndhrung sowie gezieltes Training. Der Skelettmuskel als das die Bewegung ausfiihrende
Organsystem spiegelt die Einfliisse eines Trainings einerseits und der Genetik andererseits

in besonderem Malle wider.

Individuelle Unterschiede im Laufleistungsvermdgen zeigen sich womdglich anhand einer
unterschiedlichen Genexpression im Muskel. Es ist anzunehmen, dass die muskulére

Genexpression durch die an den Muskel gestellten Anforderungen beeinflusst wird.

Es wurde ein Mauskollektiv aus insgesamt 32 Méausen zweier Mauslinien, Dummerstorf
high Treadmill Performance (DUhTP)-Marathonmaus (n=16) und DUC-Kontrollmaus
(n=16), betrachtet. Beide Mauslinien entstammten der gleichen Ursprungslinie. Die
DUhTP-Marathonméuse wurden seit 1982 anhand einer herausragenden Ausdauerleistung
ausgewdhlt. Die ausdauerndsten Laufer wurden fiir die Zucht der ndchsten Generation der
DUhTP-Marathonméuse verwendet. Die DUC-Kontrollmduse bildeten die nicht-

ausdauerselektierte Vergleichslinie.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse des muskuldren Transkriptomprofils der auf
Ausdauer selektierten DUhTP-Marathonméuse im Vergleich zu nicht ausdauerselektierten
DUC-Kontrollméusen. Es sollte so gekldrt werden, welche Signatur des
Muskeltranskriptoms fiir einen ausdauernden Muskel charakteristisch ist. Dariiber hinaus
wurden die transkriptionellen Verdnderungen, die im Zuge eines Laufbandtrainings im

Muskel erfolgen, untersucht.

Je 8 Maiuse beider Mauslinien, DUhTP-Marathonmaus und DUC-Kontrollmaus,
absolvierten ein dreiwdchiges Laufbandtraining (5x/Woche 4 30 min) unter submaximaler
Belastung (treadmill; TM). Die jeweils verbleibenden 8 Individuen beider Mauslinien
wurden keiner weiteren Intervention unterzogen (sedentary, sed). Es entstanden so
insgesamt vier Gruppen, DUhTP-Marathonméuse mit Training (DUhTP_TM), DUhTP-
Marathonméuse ohne Training (DUATP_sed), DUC-Kontrollméuse mit Training
(DUC _TM) und DUC-Kontrollméuse ohne Training (DUC sed).

Die Oberschenkelmuskeln (M. rectus femoris) der Miuse aller vier Gruppen wurden
gewogen und die daraus isolierte RNA mittels RNASeq analysiert. Die Daten der Gruppen
wurden anschlieend paarweise miteinander verglichen, um differentiell exprimierte Gene
(DEGS) zu identifizieren. Diese aus den Gruppenvergleichen (anhand von Fold Changes

und Signifikanztests) erhaltenen DEGs wurden einer computergestiitzten Signalweganalyse
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mittels Ingenuity Pathway Analysis (IPA) unterzogen. Die IPA-Analysen sowie
Literaturrecherchen wurden genutzt, um relevante Gene im Zusammenhang mit den
Themen Muskeldifferenzierung, mitochondrialer Metabolismus und oxidativer Stress zu
identifizieren. Fiir eine Auswahl der in den NGS-Analysen identifizierten DEGs wurden
die Expressionsunterschiede mittels qPCR {iiberpriift. Um Aussagen auf Proteinebene
treffen zu konnen, schlossen sich zusitzlich Western Blot- und Kapillar-Immunoblot-

Analysen sowie Enzymaktivitdtsmessungen an,

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass DUhTP-Marathonméuse eine im Mittel signifikant
geringere (etwa -25 %) Oberschenkelmasse als DUC-Kontrollméuse sowohl mit als auch
ohne Laufbandtraining aufwiesen (p<0,05), wobei bei beiden Mauslinien das
Laufbandtraining mit einer nicht-signifikant geringeren (etwa -7-8 %) durchschnittlichen
Muskelmasse einherging. Damit assoziiert war eine im Vergleich zu DUC-Kontrollméusen
geringere Expression von Genen der wachstumsférdernden Insulin-like growth factor 1

(IGF1)-Akt-Achse in DUhTP-Marathonmé&usen.

Im Vergleich der DUhTP-Marathonmaus und DUC-Kontrollmiuse zeigten sich numerisch
mehr Unterschiede auf Transkriptomebene (n=7775 DEGs [DUhTP_TM vs DUC TM],
n=6857 DEGs [DUhTP sed vs DUC sed]) als innerhalb einer Linie im Vergleich der
trainierten mit untrainierten Individuen (n=3507 DEGs [DUhTP TM vs sed]; n=1491
DEGs [DUC_TM vs sed)).

Eine in den DUhTP-Marathonméiusen vermehrte muskulére Expression von Genen, die
eine Rolle fiir den mitochondrialen Metabolismus spielen, deutet auf eine optimierte
Energieversorgung des Muskels hin. Dazu gehorte eine gegeniiber den DUC-
Kontrollméusen signifikant vermehrte Expression von Genen der $-Oxidation (Acyl-CoA-
Dehydrogenase [Acadl, Acadvl], Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase [Hadh]) (p<0,05) und
des Citratzyklus (Citrat-Synthase [Cs], o-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex [Dld,
Dist, Ogdh], Isocitrat-Dehydrogenase [Idh3b, Idh3g]) (p<0,05). Im Vergleich zu trainierten
DUC-Kontrollméusen zeigte die Mehrheit aller gemessenen Gene der Atmungskette eine
erhohte Expression in trainierten DUhTP-Marathonméusen (Komplex I: 65,0 %; Komplex
II: 60,0 %; Komplex III: 71,4 %; Komplex IV und ATP-Synthase: 76,9 %) als Ausdruck

fiir eine verbesserte muskuldre Energieversorgung.

10) Verglichen mit DUC-Kontrollmdusen wurden in DUhTP-Marathonmiusen mit dem

Glukosestoffwechsel assoziierte Gene (Glukosetransporter 4 [Slc2a4], Pyruvat-Kinase
[Pkm], Pyruvat-Dehydrogenase [Pdhb]) und Gene mitochondrialer Shuttlesysteme (Malat-
Aspartat-Shuttle [Mdhl, Mdh2], a-Glycerophophat-Shuttle [Gpdl]) vermehrt exprimiert.

Enzymaktivititsmessungen im Muskel ergaben im Vergleich zu trainierten DUC-
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Kontrollméusen in DUhTP-Marathonmausen im Mittel eine 1,2-fach geringere Aktivitét
der Laktat-Dehydrogenase bei zugleich etwa 1,5-fach erhohter Isocitrat-Dehydrogenase-
Aktivitdt (p<0,05).

11) In den DUhTP-Marathonmdusen wurde eine verminderte Expression der reaktive
Sauerstoffspezies-produzierenden Enzyme NADPH-Oxidase und Phospholipase A2 bei
zugleich erhohter Expression von Genen des antioxidativ wirkenden Glutathionsystems
(Gpx1-3) sowie von Superoxiddismutasen festgestellt (p<0,05). Verglichen mit
untrainierten DUC-Kontrollmédusen wies das Hitzeschockprotein 70 als Indikator fiir
erhohten zelluldren Stress eine im Mittel deutlich verminderte Expression in untrainierten

DUhTP-Marathonméusen auf (Hspala: log,FC=-2,4; Hspalb: log:FC=-3,6).

12) Trainingsbedingte transkriptionelle Anpassungsvorgénge erfolgten vorwiegend in Form
einer Stimulation muskuldrer Reparaturmechanismen. Damit assoziiert war eine im
Vergleich DUC_TM vs sed vermehrte Expression der Myogenese regulierenden Faktoren
Myogenin und Myogener Faktor 3 sowie des Proteins Myomaker in der Trainingsgruppe

(logoFC>1; p<0,05).

13) In weiteren Untersuchungen sollten die Ergebnisse der vorliegend iiberwiegend auf
Transkriptomebene erfolgten Untersuchungen auch auf Proteinebene weiter erginzt
werden. Dabei konnte das Augenmerk insbesondere auf die DEGs in Zusammenhang mit
Muskeldifferenzierung, mitochondrialem Metabolismus und oxidativem Stress gelegt
werden. Zusitzlich konnten histologische und immunhistochemische Untersuchungen des
Muskelgewebes angeschlossen werden, um den vorherrschenden Muskelfasertyp sowie die

Satellitenzellaktivitét als Indikator fiir eine stimulierte Muskelregeneration zu bestimmen.

14) Die Fortfiihrung der Untersuchungen am DUhTP-Marathonmausmodell er6ffnet fiir die
Humanmedizin und hier insbesondere fiir den Bereich der medizinischen Gentherapie neue
Chancen: Ein Gen oder Kombinationen von Genen zu finden, die mit einer verbesserten
Ausdauer und einem erhéhtem muskuldren Regenerationspotential assoziiert sind, kann in
Zukunft womoglich auch bei der Pridvention alters- oder immobilisationsbedingten
Muskelabbaus angewendet werden. Zusitzlich kann das Mausmodell dafiir genutzt
werden, zu untersuchen, welche weiteren Faktoren (neben Selektion und Training) die
Genexpression beeinflussen. Vorstellbar diesbeziiglich wire, beispielsweise definierte
Nahrungs- oder pharmakologische Interventionen anzuschlieBen, um damit assoziierte
positive und negative Auswirkungen auf das Muskeltranskriptom und die muskulére
Leistungsfahigkeit darzustellen. So konnen perspektivisch fiir den Bereich der Sport- oder
Rehabilitationsmedizin die Ausdauer und muskuldre Regenerationsfdahigkeit steigernde

Nahrungsmittel oder Pharmazeutika entdeckt werden.
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