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Einleitung

1 Einleitung

Der humane Skelettmuskel zeichnet sich durch seine aulRerordentliche
Plastizitat in Reaktion auf mechanische und metabolische Stimuli aus. “Form
follows function, die Form folgt der Funktion ist Teil des Wolff'schen
Transformationsgesetzes und meint, dass sich die auf3ere Form und innere
Struktur des menschlichen Organismus an die mechanischen bzw. funktionellen
Bedingungen anpassen. Wolff bezog diesen Ausspruch im 19. Jahrhundert auf
die Adaptationsfahigkeit des humanen Knochens. Allerdings wurde in den
letzten Jahren und Jahrzehnten durch die weitere Erforschung des
Skelettmuskels  mittels ~ molekularbiologischer ~ Analyseverfahren  und
histologischer Praparationstechniken immer deutlicher, dass dieser Satz auch
auf die Anpassungsfahigkeit des Skelettmuskels passt. Die molekularen
Anpassungsmechanismen der Skelettmuskulatur zu ergrinden ist nicht nur aus
sportwissenschaftlicher Sicht von Bedeutung, sondern auch aus medizinischer
und therapeutischer Sicht. Die Adaptation basiert vermutlich auf einem sehr
komplexen Zusammenspiel von Hormonen und Genen, deren Wirkungsweise
bis heute nicht vollkommen geklart wurden. Die Einfuhrung der
Hohlnadelbiopsie (Bergstrom und Hultman 1966) erlaubte erstmals die
Entnahme und Analyse von Muskelgewebe, ohne Sportler, Probanden oder
Patienten nachhaltig zu schadigen, und trug somit zum Verstandnis der
Anpassungsfahigkeit des Muskels entscheidend bei. Veranderungen der
Strukturen konnten somit histologisch dargestellt werden und moderne
Analyseverfahren der Molekularbiologie erlaubten es die Chemie des Muskels
und sogar dessen RNA zu untersuchen (Baldwin 2000). In der vorliegenden
Arbeit wurde der Fokus auf den so genannten Wachstumsfaktor Myostatin,
auch GDF-8 (Growth and Differentiation Factor 8) gerichtet, der einen wichtigen
Stellenwert in der Anpassungsfahigkeit des Skelettmuskels einnimmt. Seit
seiner Entdeckung im Jahre 1997 (McPherron und Lee 1997) wurde dieser
Wachstumsfaktor immer wieder mit enormem Muskelwachstum in Verbindung

gebracht und sowohl in der Therapie, z.B. bei Muskelerkrankungen, als auch im
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Bereich des Dopings kontrovers diskutiert. Kern der vorliegenden Studie ist es
durch eine Intervention herauszufinden, inwiefern dieser Wachstumsfaktor

durch korperliches Training beeinflusst werden kann.

1.1 Myostatin

Im Jahre 1997 entdeckte Alexandra C. McPherron auf der Suche nach
weiteren, unbekannten Mitgliedern der TGF-B Familie (transforming growth
factors-f3) das aus 375 Aminosauren bestehende Protein Myostatin (McPherron
et al. 1997a). Im Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass Myostatin ein
negativer Wachstumsregulator des Muskelgewebes ist. Durch so genannte
,Knock-Out® Modelle kam es bei Mausen zu einer extremen Zunahme von
Muskelgewebe, die sowohl auf eine Hypertrophie als auch auf eine Hyperplasie
des Gewebes zuruckzufuhren war (McPherron et al. 1997b; Lee et al. 2001).
Myostatin bindet spezifisch an den Activin-Typ-lI-Rezeptor (ActRIIA) und kann
durch das Propeptid Follistatin an dieser Bindung gehindert werden, in dem es
die Bindungsstelle blockiert. Versuche an transgenen Mausen zeigten, dass
eine erhohte Follistatinproduktion und/oder defekten ActRIIA Rezeptoren ein
ahnliches Muskelwachstum hervorriefen wie jene im ,Knock-Out* Model (Lee et
al. 2001; Huet et al. 2001). In vitro Versuche zeigten, dass eine erhohte
Myostatinkonzentration die Ausdifferenzierung von Myoblasten herabsetzte, da
sie wahrscheinlich den Zellteilungszyklus in der so genannten G1 Phase zum

erliegen bringt (Thomas et al.2000).
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Abbildung 1: Entwicklung der Stammzelle zur Muskelzelle

Quelle: modifiziert nach Thomas et al. 2000

Bogdanovich et al. (2002) konnten durch die Gabe von spezifischen
Myostatinantikorpern das Muskelwachstum und die Leistung von Mausen mit
einem Dystrophiephanotypen verbessern und stellten somit erstmalig die These
auf, das die Manipulation des Myostatingens aus therapeutischer Sicht, z.B. bei

Dystrophiepatienten, durchaus eine adaquate Therapieform darstellen kdnnte.

1.2 Struktur und Regulation von Myostatin

Myostatin wird als ein 375-Aminosaure grof3es Vorlauferprotein synthetisiert,
welches durch Proteolyse zu einem 26 kDA Homodimer fuhrt (Thomas et al.
2000). Das Myostatingen kodiert eine kleine Signalsequenz im N-terminalen
Bereich, gefolgt von einer grof3en Propeptidregion und einer kleineren ,reifen®

Doméane am C-Terminus (McPherron et al. 1997). Die kleine Signalsequenz ist
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fur die Entwicklung und Sekretion verantwortlich. Die grof3e Propeptidregion
reguliert die biologische Aktivitat des Myostatin und die ausgereifte Region
bindet an einen der beiden Aktivin || Rezeptoren (ActRIIB zu grofleren Anteilen
als ActRIIA) (Patel et al. 2005). Myostatin durchlauft zwei proteolytische
Prozessierungen. Wie auch bei anderen Mitgliedern der TGF-3 Familie ist dies
die Abspaltung des Signalpeptids sowie die Abspaltung der Pro-Domane des
biologisch aktiven C-Terminus (Zhu et al. 2000). Mutationen an dieser Stelle im

Gen verursachen einen Abbruch der Signalkaskaden.

Es existieren verschiedene Proteine, denen eine regulierende Funktion auf das
Myostatingen nachgewiesen wurde. Ein Protein, welches auch fur die
Hemmung anderer Mitglieder der TGF-3 Familie genutzt wird, ist Follistatin. Es
bildet zusammen mit Myostatin einen Komplex und unterbindet somit eine
Signalkaskade (Lee et al. 2001). Ahnlich wie das Follistatin verhindern auch
zum Beispiel FLRG (follistatin related gene) und GASP-1 (growth and
differentiation factor-associated serum protein -1) die entfaltete Wirkung des
Myostatin (Hill et al. 2003).

1.3 Myostatin im Tier

Im Jahre 1997 wurde erstmalig homozygote Myostatin ,Knock-Out“ Mause
gezuchtet und man beobachtete eine zwei- bis dreifach vergroRRerte
Muskelmasse an den Tieren die deshalb auch ,Mighty mice“ (siehe Abbildung

2) genannt wurden (McPherron et al.1997a).
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Abbildung 2: Myostatin Knock-Out Maus ,Mighty mouse® neben Wildtyp(links);
Wildtyp in der linken Spalte, Follistatineinflud in der mittleren Spalte, Myostatin
Knock-Out Maus in der rechten Spalte(rechts).

Quelle: links: McPherron et al. 1997; rechts: Lee et al. 2001

Allerdings wurde das Phanomen einer extrem vergroferten Muskulatur bei
Tieren schon vor Uber 200 Jahren dokumentiert. Bei der Uber Jahrhunderte
gezuchteten Rinderrasse ,Belgian Blue Cattle” (siehe Abb. 3) konnte ebenfalls
im Jahre 1997 eine Deletion des Myostatingens nachgewiesen werden (Grobet,
Martin et al. 1997). Das so genannte ,double-muscling® Phanomen wurde
wahrscheinlich Uber einen langen Zeitraum durch die Kreuzung der starksten

und muskuldsesten Rinder erreicht (Dickman 1997).
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Abbildung 3: ,Belgian Blue Cattle” Bulle mit Myostatindefekt.
Quelle: McPherron et al. 1997.

Das Texelschaaf ist fur seine aulRergewohnliche Muskulatur bekannt (Abbildung
4). Sie werden seit vielen Jahren entsprechend gezlichtet und Clop et al. (2006)
fanden auch hier eine Mutation des Myostatin Gens an einer Romanov Texel
F2 Population.

Abbildung 4: Texelschaaf mit Myostatindefekt.
Quelle: Clop et al. 2006.




Einleitung

Im Jahre 2007 entdeckten Mosher et al. eine ahnliche Mutation an einer
Hunderasse namens ,Whippet® (Abb. 5). Diese Hunde gehdren zu den
schnellsten Rennhunden der Welt und es gibt bei dieser Rasse unterschiedliche
Auspragungen der Muskelmasse. So genannte ,Bully-Whippets“ haben eine
extrem grofle Muskelmasse im Gegensatz zu dem normalen Wildtyp. Ein
weiterer Mischtyp ist mit einer leicht vergroRerten Muskulatur ausgestattet und
erreicht bei den meisten Hunderennen die besten Ergebnisse. Im Gegensatz zu
dem Wildtyp, bei dem kein Defekt des Myostatingens gefunden wurde, wurde
bei dem sehr schnell laufenden Mischtyp eine heterozygote Auspragung des
Myostatindefektes detektiert. Bei den extrem muskulésen Tieren (Bully-
Whippets) fand man hingegen eine homozygote Auspragung des Defekts und
keine besondere Schnelligkeitsleistung beim Rennen. Die Autoren postulierten
daraus die erste quantitative Verlinkung einer Myostatin Genmutation und einer

Steigerung der sportlichen Leistungsfahigkeit und empfehlen die Durchflihrung

von Myostatin Screening Testverfahren im Sport (Mosher et al. 2007).

Abbildung 5: Whippet Dog Wildtyp (links), Whippet Dog mit heterozygotem Myostatindefekt
(mitte), ,Bully“ Whippet Dog mit homozygotem Myostatindefekt (rechts).

Quelle: Mosher et al. 2007.

Selbst bei Fischen (Amali et al. 2004) und Végeln (Castelhano-Barbosa et
al.2005) konnten verschiedene Mutationen des Myostatingens nachgewiesen
werden, allerdings ohne dass ein besonderes Wachstum der Skelettmuskulatur
beobachtet worden ist. Buel et al. (2008) schlussfolgern aus der Tatsache, dass
bei vielen Fischsorten keine regulatorische Funktion des
Skelettmuskelwachstums dem Myostatin zugeordnet werden konnte, dass
Myostatin auch in der Regulation anderer Organe, wie z.B. dem Gehirn, wo es

beim Fisch besonders ausgeschuttet wird, oder dem Herzen, eine essentielle
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Rolle spielen koénnte. Die Spezifitadt des Myostatins bzw. dessen
Regulationsmechanismen scheint bei Saugetieren starker ausgepragt als bei
Wirbeltieren, wo sie anscheinend aufgrund der breiteren Streuung von Activin
Rezeptoren deutlich undifferenzierter zu sein scheint (Kos et al. 1997; Garg et
al. 1999; Buel et al. 2008).

14 Myostatin im Menschen

Unmittelbar nach der Entdeckung des Myostatingens und seiner Funktion im
Mausmodel (McPherron et al. 1997), verdffentlichten Gonzales-Cadavid et al.
(1998) erste Untersuchungen der Myostatinkonzentration im Menschen. Sie
verglichen die Myostatinwerte im Serum von HIV infizierten Mannern mit denen
von gesunden Mannern und fanden eine deutlich erhdhte Konzentration bei den
krankheitsbedingt muskular-atrophen Patienten. Zachwieja et al. (1999) fanden
bei zwolf jungen, gesunden Mannern nach 25-tagiger Bettruhe mit 6° Neigung
eine signifikante Erhdhung der Myostatinkonzentration im Plasma um 12%.
Yarasheki et al. (2002) untersuchten die Myostatinwerte von Menschen
unterschiedlichen Alters und fanden bei der Gruppe zwischen 76 und 92 Jahren
deutlich héhere Konzentrationen im Plasma als bei Menschen zwischen 60 und
75 Jahren und bei diesen wiederum hohere Konzentrationen als bei der
jungsten Gruppe zwischen 19 und 35. Aullerdem korrelierten die erhdhten
Myostatinwerte mit einem fortgeschrittenen Muskelabbau im Alter, welcher im

Allgemeinen als Sarkopenie beschrieben wird.

Im Jahre 2004 veroffentlichte Schuelke et al. (2004) erstmalig eine Fallstudie,
bei der ein Defekt im Myostatingen bei einem Neugeborenen gefunden wurde
(Abbildung 6). Das Kind wurde bereits mit einer deutlich gesteigerten
Muskelmasse geboren und das Muskelwachstum schritt enorm schnell voran.
Bei dem Kind konnten keinen abnormen Hormonwerte oder ahnliches
festgestellt werden und es war gesundheitlich unauffallig. Untersuchungen

zeigten, dass das Kind eine homozygote Mutation im Myostatingen tragt. Ein
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solches Muskelwachstum kurze Zeit nach der Geburt wurde bis dato noch nie in

einer ahnlichen Form beobachtet.

Abbildung 6: Neugeborenes Kind mit Myostatindefekt (links), 7 Monate altes Kind mit
Myostatindefekt (rechts).

Quelle: Schuelke et al. 2004.

Wie und ob die Myostatinexpression sich bei korperlicher Belastung bzw. unter
Trainingsbedingungen verandert, untersuchten verschiedene
Forschungsgruppen mit unterschiedlichen Ergebnissen. So fanden Roth et al.
(2003) nach einem neunwdéchigen Krafttraining einen deutlichen Rickgang der
Myostatinexpression ~ wahrend Hulmi et al. (2007) nach einem
einundzwanzigwochigen Krafttraining eine Erhéhung der Myostatinexpression
nachweisen konnten. Kopple et al. (2006) konnten nach einem neunwdchigen
Ausdauertraining mit Dialysepatienten eine signifikante Senkung der

Myostatinexpression nachweisen.

Eine kunstliche Inhibition des Myostatingens wird seit einigen Jahren schon als
maogliche Therapie fur verschiedene Erkrankungen wie Muskeldystrophien etc.
diskutiert. Die ersten klinischen Studien mit spezifischen Myostatinblockern
(Myo-029) wurden bereits an Muskeldystrophypatienten erprobt (Wagner et al.
2008) mit dem Ergebnis, dass keine ernsthaften Nebenwirkungen allerdings
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auch kein besonderes Muskelwachstum beobachtet wurde. Nicht nur in der
Behandlung von Muskelerkrankungen sind Myostatinblocker seit Jahren in der
Diskussion. Seine Muskelmasse steigernde Wirkung wird auch im Bereich der
Anti- Doping Forschung seit Jahren verfolgt. Speziell in der Bodybuildingszene
werden seit Jahren Produkte auf den Markt gebracht, die eine vermeidlich
inhibitorische Wirkung auf das Myostatingen versprechen (siehe Abbildung 7).
Allerdings wurde die Wirkung dieser pflanzlichen Stoffe bereits in Studien
erprobt und ergab gegenuber einem Placebopraperat keinerlei Vorteil
hinsichtlich eines Muskelmassezuwachses (Willoughby 2004). Solche Produkte
sind weiterhin frei im Handel erhaltlich und werden in einschlagigen Foren
kritisch diskutiert.

i
—_—

MyosSTiv
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Abbildung 7: Angeblicher Myostatinblocker frei im Internet erhaltlich, Wirkstoff: cystoseira
canariensis

Quelle: http://www.a-z-nutrition.com/champion-myostim.html.

15 Ziel der Arbeit

Der Stand der derzeitigen Forschung lasst vermuten, dass Myostatin ein
wichtiger, negativer Wachstumsfaktor der Skelettmuskulatur ist. Sowohl beim
Tier als auch beim Menschen haben verschiedene Studien diesen Ruckschluss
bekraftigt. Welchen Einfluss koérperliches Training auf die Expression von
Myostatin hat und welche Art von Training welche Regulation hervorruft, ist
allerdings bisher noch unklar. Besonders im Bereich der Anti- Dopingforschung
ist das Wissen dber mogliche, trainingsbedingte Adaptationen der

Myostatinexpression von spezieller Bedeutung. Ziel der vorliegenden Studie ist

10
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es, Unterschiede in der Expression von Myostatin als Reaktion auf ein gezieltes

Krafttraining bzw. Ausdauertraining aufzuzeigen.

11
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2 Material und Methode

2.1 Untersuchungsgut

Die Untersuchungen fanden im Institut fir Motorik und Bewegungstechnik der
Deutschen Sporthochschule Koln statt. Die Eingangs- und
Ausgangsuntersuchungen wurden im November und im Februar durchgefiuhrt.
Dazwischen lag eine zwolfwochige Trainingsphase. Die Auswahl der
mannlichen Probanden erfolgte randomisiert. Voraussetzung war, dass keiner
der Probanden spezifisch ausdauer- oder krafttrainiert sein durfte. Die
Teilnahme an der Untersuchung erfolgte auf freiwilliger Basis. Zu Beginn des
Untersuchungszeitraumes fand eine Aufklarung der Probanden bezlglich der
Ziele, des Ablaufs und des zeitlichen Aufwandes der Untersuchung sowie Uber
Risiken und Nutzen der geplanten Tests statt. Dies wurde von den Teilnehmern

in Form einer Einverstandniserklarung schriftlich bestatigt.

Die Probandengruppe setzte sich aus 33 Studenten im Alter von 19 bis 25
Jahren zusammen. Um flUr die Ergebnisse berlcksichtigt zu werden, mussten
die Probanden mindestens 90% des Trainingspensums erflllen. Aufgrund von
Verletzungen konnten daher sechs Probanden fur die statistische Auswertung
nicht berlcksichtigt werden. Das durchschnittliche Alter lag zum Zeitpunkt der
Untersuchung bei 22,2 + 1,8 Jahren. Die Grol3e der Probanden betrug 183,15
5,87 cm. Das Gewicht lag bei 77,8 £+ 8 kg. Es handelte sich bis auf eine
Ausnahme um Sportstudenten.

12
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Alter GroRRe Gewicht

ID  Gruppe (Jahre)  (cm) (kg) Sportart

1 Ausdauer 24 185 70 Beachvolleyball, Klettern
2 Kraft 22 192 78 Basketball

3 Kraft 23 179 75 Fulball

4 Kontrolle 22 174 64 Hobbysport
5 Kontrolle 21 186 68 Schwimmen
6 Kontrolle 23 181 71 Unisport

9 Kraft 24 180 68 Ju-Jutsu

10  Kontrolle 25 188 72 Volleyball

11 Kraft 24 187 75 Unisport

13  Ausdauer 24 186 87 Unisport

14  Ausdauer 21 184 82 Unisport

15  Ausdauer 24 186 94 Unisport

16  Kontrolle 21 189 92 Tennis

17  Kraft 20 176 85 Unisport

18  Ausdauer 21 180 72 Radfahren
19  Ausdauer 20 187 76 FuBball

21  Kontrolle 25 190 77 Kajak

22  Kraft 21 179 70 Tennis

24  Kontrolle 25 191 82 Hobbysport
25  Kraft 22 183 74 Unisport

26  Ausdauer 24 184 83 Handball, Radfahren
27  Ausdauer 22 180 90 Basketball
28  Kraft 22 176 76 Unisport

29  Kontrolle 19 173 74 Leichtathletik
30 Kraft 21 180 80 Eishockey

32  Kontroll 20 174 74 FuBball

33 Kraft 19 195 91 Basketball
MW 22,2 183,1 77,8

SD 1,8 5,9 8,0

Tabelle 1: Anthropometrische Daten der Probanden (Alter, GréRRe, Gewicht) und deren
Hauptsportart vor Studienbeginn (durchschnittlich 2-3 TE/Woche).

Nach den Eingangsuntersuchungen erfolgte  eine randomisierte
Gruppenzuweisung. 22 Probanden wurden entweder der Kraftgruppe (N=11,
Alter 21,8 + 1,62 Jahre) oder der Ausdauergruppe (N=11, Alter 22,6 + 1,51
Jahre) zugeordnet; die Ubrigen elf Probanden dienten als Kontrolle. Im

Anschluss an die Eingangsuntersuchungen fand die zwdlfwdchige

13
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Trainingsphase statt. Die Teilnehmer der Trainingsgruppen trainierten an drei
Tagen in der Woche, mit einem Abstand zwischen den Trainingseinheiten von
mindestens 48 Stunden. Nach einer achtwochigen Trainingsphase erfolgte eine
Zwischentestung der Kraft- und Ausdauergruppe, um die Trainingsintensitat
anzupassen. Hierzu vollzog die Kraftgruppe erneut einen One Repetition
Maximum Test, und die Ausdauergruppe eine Laufbandspiroergometrie
inklusive Laktat- und Herzfrequenzmessung. Die Abschlussuntersuchungen
waren identisch zu den Eingangsuntersuchungen aufgebaut und erfolgten
beginnend in der zwdlften Trainingswoche. Es wurde darauf geachtet, dass bei
den Abschlussuntersuchungen die gleiche Reihenfolge und Uhrzeiten wie bei

der Eingangsuntersuchungen eingehalten wurden.
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Abbildung 8: Zeitverlauf der Studie von Woche 0 bis Ende der 15. Woche.

2.2 Untersuchungsgang

Das zwolfwochige Krafttraining und Ausdauertraining der jeweils elf Probanden
umfasste drei Trainingseinheiten pro Woche an nicht aufeinander folgenden
Tagen. Nach einem Zwischentest in der achten Trainingswoche wurden die
Trainingsintensitaten entsprechend den Leistungsveranderungen angepasst. Im
Zwischentest absolvierten die Probanden der Kraftgruppe erneut einen One
Repetition Maximum Test und die Probanden der Ausdauergruppe einen

stufenférmigen Belastungstest auf dem Laufband.
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221 Krafttraining

Die elf Probanden trainierten dreimal pro Woche an nicht aufeinander folgenden
Tagen. Die Trainingsintensitat wurde anhand des One Repetition Maximum
(1RM) Test festgelegt, welche in der ersten Trainingseinheit ermittelt worden
war. Die Intensitat entsprach einem Trainingsgewicht von 70-80% des 1RM und
einer Wiederholungszahl von acht bis zehn. Dabei sollte jeder
Bewegungszyklus (konzentrisch — exzentrisch) drei bis vier Sekunden andauern
und in gleichmaRigem Tempo durchgeflhrt werden. Die Pausenzeiten zwischen
den drei Trainingssatzen betrugen ein bis zwei Minuten und zwischen den
jeweiligen Geratestationen zwei bis maximal drei Minuten. Um eventuelle
Kraftzuwachse zu berucksichtigen wurden die Probanden angewiesen, das
Trainingsgewicht selbstandig zu regulieren. Das Gewicht sollte erhdht werden,
wenn zehn Wiederholungen problemlos mit dem urspringlichen Gewicht

absolviert werden konnten.

Erganzend zum Krafttraining der Oberschenkelvorderseite an der ,Leg-

Extension Machine® wurden folgende Gerate mit in das Training involviert:

Beinbeuger (Mm. Ischiocrurales)

- Brustpresse (M. pectoralis major)

- Beinpresse (M. quadrizeps femoris, M. glutaeus maximus)
- Latissimuszug (M. latissimus dorsi, M. bizeps brachii)

- Rudern (M. trapezius, M. rhomboideus)

- Seitheben (M. deltoideus)

- Crunches (M. rectus abdominis)

- Hyperextension (M. erector spinae)

Das Ganzkdrpertraining wurde ebenfalls mit der oben genannten Intensitat
durchgefiihrt. Die Ubungen fiir Bauch (Crunches) und Riicken (Hyperextension)

wurden in den drei Satzen jeweils bis zur Erschopfung ausgefihrt.
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2.2.2 Ausdauertraining

Das Ausdauertraining erfolgte in Form eines 45-minutigen Laufes je
Trainingseinheit. Die Trainingsintensitat wurde dabei uber
Herzfrequenzmessung gesteuert. Fur das Training wurden Herzfrequenzen
herangezogen, die 80% der Herzfrequenz an der aerob-anaeroben Schwelle

entsprachen (Mader et al., 1989).

2.3 Apparaturbesprechung / Diagnostik

2.3.1 Isometrische Maximalkraftmessung

Die isometrische Maximalkraftmessung erfolgte fur alle Probanden auf dem
zugleich gemeinsamen Gerat, der Leg-Extension Maschine der Firma Gym 80
(Gelsenkirchen, Deutschland). Die Messung fand in exakt normierter Position
statt (Abb. 9):

- Ubliche aufrechte Sitzposition — Riicken am Polster

- Die Kniebeugen liegen am Polster an und die Femurkondylen befinden
sich auf der Hohe der Drehachse des Gerates

- Das FuBpolster wird am distalen Ende des Unterschenkels aufgelegt
- Die FuRe der Probanden sind dorsalflektiert

- Der Kniewinkel betragt 120°

- Die Knie- und Ful3breite entspricht der Huftbreite

- Die Zehenspitzen zeigen nach vorne
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Abbildung 9: Isometrische Maximalkraftmessung bei einem Kniewinkel von 120°.

Nach einem spezifischen, dynamisch-vollamplitudigen Aufwarmsatz  mit
einheitlichen 40 kg Gewicht wurden je Proband drei Messungen bilateral zur
Bestimmung der statischen Maximalkraft durchgefuhrt. Die Probanden wurden
angewiesen, mit gro3tmdglicher Kraft in das Polster zu pressen. Zwischen den
Versuchen lagen 30-sekiindige Pausen. Die Messdauer des Computers betrug
zehn Sekunden. In dieser Zeit sollte zunachst Vorspannung erzeugt werden,
um dann, auf ein akustisches Signal hin, die grotmdgliche Kraft zu entfalten.
Die Maximalkraftaufnahme erfolgte Uber einen Kraftaufnehmer der Firma
Mechatronic (Darmstadt, Deutschland), dessen Abtastrate bei 100 Hz und die
Messgenauigkeit bei 0,01 N und 0,01 S liegen. Der Krafteinsatz wurde vom

Versuchsleiter nach etwa funf Sekunden gestoppt.

2.3.2 One Repetition Maximum Test

Um das Trainingsgewicht zu bestimmen, wurde ein so genannter ,One
Repetition Maximum® Test (Baechle [Hrsg.], 2000) an den Trainingsgeraten
durchgefuhrt, bei welchem in maximal funf Versuchen das jeweils hochste

konzentrisch erreichbare Gewicht herausgefunden wurde. Die Pausenlange
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zwischen den Versuchen lag bei zwei Minuten. Die Ausfluhrungskriterien
wurden, bis auf die Bewegungsgeschwindigkeit, vom dynamischen
Maximalkrafttest Ubernommen, d.h. die Bewegungsamplitude reichte von einem
Knieinnenwinkel von 90° bis zur grotmdglichen Kniestreckung. Die
Bewegungsgeschwindigkeit wurde auf drei bis vier Sekunden pro
Bewegungszyklus (eine Wiederholung konzentrisch-exzentrisch) festgelegt, um

den Anforderungen der Trainingsdurchfuhrung zu entsprechen.

2.3.3 Ausdauertestung

Der spiroergometrische Test wurde als stufenférmiger Belastungstest auf einem
Laufband der Firma Woodway GmbH (Weil am Rhein, Deutschland)
durchgefuhrt. Die Einstiegsbelastung lag bei 7,0 km/h (1,94 m/s). Daraufhin
wurde die Belastung alle funf Minuten um 1,5 km/h (0,42 m/s) bis zur

Ausbelastung (maximal mdglichen Belastung) gesteigert.

Die Ausbelastung kennzeichnete sich dadurch, dass die Probanden aufgrund
von subjektiver Erschopfung nicht mehr in der Lage waren die erforderte
Geschwindigkeit zu laufen. Zu den objektiven Ausbelastungskriterien zahlen der
Respiratorische Quotient (>1,0), Laktatwerte (8-10 mmol/l), und die
Herzfrequenz (>190 Schlage pro Minute).

Wahrend der Untersuchung wurden Uber ein offenes Spirometriesystem
kontinuierlich die Atemgase analysiert. Die Dauer der einzelnen Laufphasen
betrug vier Minuten, an welche sich jeweils eine Minute angliederte, in der die
Blutabnahme aus dem Ohrlappchen zur Bestimmung der Laktatkonzentration
erfolgte. Die Messung der Herzfrequenz wurde in den letzten Sekunden einer
jeden  Laufstufe  durchgeflhrt.  Zusatzlich wurde das subjektive
Belastungsempfinden nach der Skala von Borg (1974) notiert. Bei den
stufenférmigen Belastungen wurden die Probanden durch den Versuchsleiter
verbal ermuntert sich maximal zu belasten. Ebenfalls wurden die Probanden
angehalten, einen gleichmaligen Laufrhythmus beizubehalten und von

Anderungen des natiirlichen Laufstils abzusehen.
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Abbildung 10: Laufbandtest mit spirometrischer Messung

2.3.4 Spirometrische Messung

Die Messung der spirometrischen Daten wahrend der Stufentests erfolgte mit
dem ZAN-680 ErgoSpirometrie-System der Firma ZAN (Oberthulba,
Deutschland). Alle Messdaten wurden kontinuierlich fur jeden Atemzug (breath-
by-breath) ermittelt. Dazu diente eine Mund und Nase umschlielRende
Silikonmaske, an welche der Messkopf des Spirographensystems
angeschlossen wurde. Wahrend der Spirometrie wurden folgende fir die
Auswertung entscheidenden Parameter aufgezeichnet, bzw. nach der Messung

berechnet:

- Sauerstoffaufnahme in Millilitern pro Minute (VO,)
- Kohlendioxydabgabe in Millilitern pro Minute (VCO,)

- Sauerstoffaufnahme in Millilitern pro Minute pro Kilogramm Korpergewicht
(VO2/kgKG)

- Respiratorischer Quotient als CO2-Abgabe/O»-Aufnahme (RQ)

Vor jeder Untersuchung erfolgte eine komplette Eichung des Systems

(Raumluft-, Verzégerungs-, Gas- und Volumenkalibrierung).
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2.3.5 Laktatmessung

Zur Bestimmung der Laktatkonzentration wurde eine kapillare Blutentnahme am
Ohrlappchen durchgefuhrt. Dazu wurde mit einer Einmallanzette in das
Ohrlappchen gestochen. Es wurden 20ul Blut mit geeichten Glas-Einmal-
Mikropipetten der Firma EKF-diagnostik GmbH (Barleben, Deutschland)
entnommen. Diese wurden in Reaktionsgefallen mit 0,2 ml Laktat-
Hamolyselosung (EKF) manuell vermischt und am gleichen Tag analysiert. Die
Bestimmung der Laktatwerte erfolgte mit einem ,BIOSEN C_line“® Analysegerét
der Firma EKF-diagnostic GmbH (Barleben, Deutschland) (Abb. 11) nach dem
enzymatisch-amperometrischen  Messprinzip.  Hierbei wandeln  EKF-
Chipsensoren die Probenkonzentration aus Laktat in auswertbare, digitale
Informationen um. Zur Qualitatskontrolle der Kalibrierungen wurden
Kontrollldsungen mit definierter Laktatkonzentration in dafur gebrauchsfertige

ReaktionsgefalRe geflllt und analysiert.

b ﬂ Jh v W f': ﬂ u l

Abbildung 11: Laktatanalysegerat ,BIOSEN C_line©" der Firma EKF-diagnostic GmbH mit
portablem Drucker und Laktatprobenhalter.

2.3.6 Herzfrequenzmessung

Die Messung der Herzfrequenz wahrend des Tests erfolgte mittels eines
batteriebetriebenen Herzfrequenzmessgerates der Firma POLAR (Kempele,

Finnland), Typ S710i. Dieses Gerat besteht aus einem Sender in Form eines
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Brustgurtes und einer Armbanduhr als Empfanger. Uber die an dem Sender
befindlichen Elektroden werden EKG-genaue Signale der elektrischen

Herzaktion telemetrisch auf den Empfanger ubertragen und dort angezeigt.

2.4 Muskelbiopsie und Histologie

Jeder Teilnehmer der Studie unterzog sich einer Muskelbiopsie am rechten
musculus vastus lateralis. Vor dem Eingriff wurde jeder Proband mundlich und
schriftlich Uber Risiken und mogliche Komplikationen aufgeklart und musste

eine Einverstandniserklarung unterschreiben.

2.4.1 Biospietechnik

Die Muskelbiopsie erfolgte durch eine so genannte Biopsienadel (Abb.12), bei
der es sich um eine Hohlnadel (A,D) mit einer Aussparung am unteren Ende,
sowie einer Schneideeinheit (B) im Inneren handelt, wie sie erstmals von
Bergstrom (1962) verwendet wurde. Mit einem weiteren Zylinder (C) kann das

entnommene Gewebe aus dem Stanzzylinder (B) heraus geschoben werden.

Abbildung 12: Muskel-Biopsienadel nach BERGSTROM (1975)

Zusatzlich wurde Uber einen Latexschlauch eine Kunststoffspritze verbunden,

mit der ein Unterdruck in der Nadel erzeugt werden kann (Abb. 13). Diese
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Modifizierung der Biopsienadel, die der Vergrof3erung der
Biopsieenthnahmemenge dient, wurde erstmals von EVANS et al. (1982)
vorgestellt. Mit dieser Technik ist es moglich, zwischen 65-78 mg
Muskelgewebe zu entnehmen (EVANS et al. 1982).

Abbildung 13: Modifizierte Biopsienadel (EVANS 1982)

Nachdem das Gebiet der Entnahmestelle sterilisiert wurde, erfolgte die Lokal-
anasthesie durch eine Ldésung aus Xylocain und Adrenalin. Nach
Wirkungseintritt wurde mit dem Skalpell sowohl die Haut als auch die
Muskelfascie des M. vastus lateralis um ca. 1,5 cm geéffnet und anschlieRend
die Aussparung am unteren Ende der Hohlnadel durch die Inzisionsstelle in
direkten Kontakt mit dem Muskelgewebe gebracht. Das durch den erzeugten
Unterdruck der Spritze in die Aussparung der Biopsienadel gesaugte
Muskelgewebe wurde anschlieBend durch manuelles Herunterdriicken der
Schneideeinheit vom restlichen Muskel getrennt und entnommen. Im Anschluss
an die Biopsie wurde die Wunde mit einem Klammerpflaster adaptiert und ein

steriler Wundverband sowie ein Kompressionsverband fur 24 Stunden angelegt.

2.4.2 Verarbeitung des Gewebes

Um enzymatische Reaktionen moglichst gering zu halten, wurden die Biopsien

nach der Entnahme schnellstmdglich konserviert. Hierzu musste das Gewebe
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aufgrund der geplanten Untersuchungen gedrittelt und danach auf
verschiedene Weise weiter behandelt werden. Proben, die auf RNA Ebene
untersucht werden sollten, wurden direkt in Stickstoff auf -180° C eingefroren.
Das zweite Drittel des entnommenen Gewebes, wurde zuerst in Tissue Tek
(Sakura, NL), anschlielend in Isopenthan (80° C) und zum Schluss ebenfalls in
Stickstoff heruntergekihlt und sollte der Anfertigung von Schnitten am
Kryostaten dienen. Um das Muskelgewebe in Paraffin einbetten und
anschlieBend schneiden zu konnen, wurde es beginnend mit einer 4%igen
Formolldsung und anschlielender, aufsteigender Alkoholreihe bis zu 100%
Ethanol dehydriert. Zur Fixierung wurde das dehydrierte Muskelgewebe im
folgenden Schritt mit 60° C warmen Paraffin in einem Einbettautomaten (MILES
SCIENTIFIC: Tissue Tek VIP 2000, Tokio, Japan) durchtrankt.

2.4.3 ATPase Farbung

Uber die Farbung der  spezifischen Isoformen  der  Myosin
Adenosintriphosphatase (ATPase) kann durch die Unterscheidung der
Myosinschwerketten (MHC) eine Muskelfasertypisierung, nach der Methode
von BROOK und KAISER (1970) vorgenommen werden. Ursachlich flir den
Nachweis ist das faserspezifische Enzym Myosin-Adenosin-triphosphatase,
welches direkt an der elektro-mechanischen Kopplung wahrend des
Kontraktionsvorganges der Skelettmuskulatur beteiligt ist. Es befindet sich an
den Kopfregionen der schweren Ketten des Myosinfilamentes. Von ihm wird
ATP in ADP und Phosphat hydrolisiert und dabei die fur die Kippbewegung der
Myosinkopfe benotigte Energie freigesetzt. Bei der Fasertypisierung macht man
es sich zu nutze, dass es verschiedene Sub-typen der ATPase gibt, die in ihrer
Aktivitat bei unterschiedlichen pH-Werten gehemmt werden. Dadurch kann man
saurestabile von alkalischstabilen Formen der ATPase unterscheiden. Bei
einem pH-Wert von 9,4 konnten BROOK und KAISER (1970) zwei
Muskelfasertypen unterscheiden. Typ |, dessen ATPase weniger aktiv ist, wird
dunkler gefarbt als Typ Il. Eine vorgeschaltete saure Inkubation bei pH 4,5

bewirkt, dass die saurestabileren ATPase-Formen relativ dunkel (Typ I) und die

23



Material und Methode

weniger saurestabilen (Typ Il) entsprechend heller gefarbt werden, wobei sich

die Typ Il Fasern unter diesen Bedingungen nicht einheitlich verhalten, sondern

sich hell gefarbte Typ lla von etwas dunkleren Typ lIx Fasern unterscheiden
lassen (Abb. 14).

o 809
' .a«..g'A’ ;

Abbildung 14: ATPase Farbung dieser Arbeit nach MABUCHI/SRETER (1980). Vorinkubation
mit pH 4,5. Weil3: Typ lla, Schwarz: Typ | und intermediar Typ lIx

Generell muss dazu gesagt werden, dass durch Mikroschnitte und
Faseranalyse gezeigt werden konnte, dass sich das Isoformenspektrum von
Myosin nicht streng an die histochemische Klassifikation der Fasertypen nach
der ATPase Reaktion halt, d.h. auch eine Heterogenitat der Myosin-Isoformen
in Einzelfasern besteht. Eine Einzelfaser, die nach der ATPase Farbung als |,
[la oder lIx klassifiziert wird, enthalt also eine oder mehrere MHC-Isoformen und
die Summe aller bio-chemischer Eigenschaften ergibt dann den
histochemischen Fasertyp (STEINACKER et al. 2002).

2.4.4 Behandlung der Muskelfaserschnitte

Fur das Verfahren wurden folgende spezifische Losungen hergestellt, bei
denen sich der pH-Wert als sehr sensibel herausstellte und die Kalibrierung

somit aulRerst exakt erfolgen musste.

1. Saurer vorinkubations Buffer:
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In 250mI mQ-Wasser: 1,959 Natriumacetat (0,01M) and 1,859
Kaliumchlorid (0,01M)

2. Waschbuffer:

In 1L mQ-Wasser: 12,01g TRIS (0,01M) and 2,60g Kalziumchlorid
(0,015 M).

Kalibrierung mit Salzsaure auf pH 7,8
3. Glycin Buffer (frisch ansetzen)

In 200mlI mQ-Wasser: 0,79g Glycin, 0,84g Kalziumchlorid, 0,76g
Natriumchlorid and 0,38g Natriumhydroxid

4. ATP Inkubationslosung (frisch ansetzen)
In 200 ml Glycin Buffer (3) 340mg ATP losen
Kalibrierung mit Salzsaure auf pH 9,4
5. 1% Kalziumchloride Losung
In 200 ml mQ-Wasser 2g Kalziumchlorid |I6sen
6. 1% Kobaltchloride Losung
In 200 ml mQ-Wasser 2g Kobaltchlorid 16sen
7. 1% Ammoniumsulfid Losung (frisch ansetzen):

In 200 ml mQ-Wasser 2 ml Ammoniumsulfid l16sen

Zu Beginn der ATPase Farbung werden die Objekttrager fur 45 Sekunden bei
pH 4,5 (1) vorinkubiert, danach dreimal fur eine Minute mit dem Waschbuffer (2)
behandelt und dreimalig mit destillietem Wasser gespult. Dann werden die
Schnitte fur 25 Minuten in die Inkubationslésung mit pH 9,4 (4) gelegt. Zur
weiteren Behandlung werden die Proben dreimal kurz in Kalziumchlorid (5)
eingetaucht, danach nochmals ausgespult um schlieBlich fur drei Minuten .in
Kobaltchlorid (6) zu inkubieren. Es folgen drei weitere Spulungen und
anschlieRend die Farbung in Ammoniumsulfid (7). Vor der abschliel3enden
Alkoholreihe mit 50%, 70%, 96%, 100% und 100% Xylol werden die

Objekttrager ein letztes Mal gewaschen.
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Abbildung 15: Behandlungsprotokoll zur ATPase Farbung

2.4.5 Auswertung ATPase- Farbung

Zur Auswertung der Muskelfasern wurden die Objekttrager unter dem Bright-
Field Mikroskop der Firma Zeiss (Axiophot Hbo50, Jena) mit einer zehnfachen
VergroRerung abgelichtet. Eine einheitliche VergrolRerung der Querschnitte
wurde gewahlt, um die Areale in ihrer Flache zu standardisieren und den
Querschnitt einheitlich bestimmen zu kdnnen. Die jeweils funf Aufnahmen, die
pro Biopsie mindestens 100 Zellen beinhalten sollten, wurden in das
Softwareprogramm (KS 300 3.0, Zeiss, Jena) eingelesen und zur Analyse in
das Programm (Scion Image for Windows, Scion Corporation, Maryland USA)

importiert. Durch dieses Programm konnte sowohl die mittlere Helligkeit der
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jeweiligen Muskelfaser als auch deren Flache sowie der Muskelfaserquerschnitt
bestimmt werden. Zur Muskelfasertypisierung wurden die Fasern in den
einzelnen Aufnahmen nach ihrem jeweiligen Farbspektrum, ,schwarz® (Typ 1),
~grau“ (Typ IIx) und ,weiss” (Typ lla) ausgezahlt. Die Einteilung erfolgte dabei
durch die Einschatzung des Untersuchers. Zur Vermessung der Muskelfasern
verwenden viele Studien die so genannte ,Cross sectional Area“, bei der es
sich um die komplette Flache der einzelnen Fasern handelt. Da dieser Wert
sehr anfallig fur unvermeidbare Variationen im Schnittwinkel ist, wurde er in
dieser Arbeit nicht verwendet. Das angewendete Softwareprogramm malf} flr
jede Muskelfaser den so genannten ,skeletal muscle diameter” und legte fir
diese exaktere Bestimmung einer Querschnittsveranderung durch jede
Muskelzelle die langstmdgliche Achse, sowie die dazu langste, rechtwinklig
liegende Gerade, die als schnittwinkelunabhangiger Muskelfaserquerschnitt
gewertet werden kann (Abb. 16). Der Durchmesser wurde dabei in Mikrometern

vermessen.

4,5 |cm 4,5 cm

Abbildung 16: Muskelfaserquerschnittbestimmung

Der Kreis (A) symbolisiert eine Muskelfaser, die exakt im Schnittwinkel von 90° geschnitten wurde. Die
Ellipse (B) stellt das Ergebnis eines von 90° abweichenden Schnittwinkes dar. Obwohl die Flache der
beiden Fasern (A,B) stark variiert, und somit die ,,Cross sectional Area“ das Ergebnis verfalschen wirde,
gibt die auf der langsten Achse rechtwinklig liegende langste Gerade, der ,skeletal myocyte diameter®, den
Querschnitt, der bei A und B gleich ist, verlasslich an, und schaltet den Einfluss des Schnittwinkels aus.
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2.5 m-RNA Analyse

251 RNA-Isolation

Das Ziel der RNA-Praparation ist es, die Ribonukleinsaure aus den zuvor
praparierten Muskelzellen zu isolieren. Das zu untersuchende Gewebe wurde in
fliussigen Stickstoff gegeben, damit es wahrend der Praparation nicht auftaut.
Anschlielend wurde das Gewebe mit Hilfe eines Mdrsers oder Hammers
zerkleinert. Davon wurden 70-90 mg abgewogen und in ein Teflon-Gefaly
gelegt. Das Gefall wurde verschraubt und fur 30-40 s in einen Dismembrator
(Firma: Braun) gespannt, in dem das Gewebe mit einer Stahlkugel
homogenisiert wurde. Danach wurde zu dem Gewebe 1000 pl Trizol® (Firma:
Invitrogen) gegeben. Trizol® hat die Aufgabe, die Zellmembranen
aufzubrechen. Die Inkubationszeit betrug bei Raumtemperatur ca. 5 min bis das
Trizol®-Gewebegemisch aufgetaut war. Die Zellen wurden mit einer 5 ml
Spritze plus Kanile suspendiert und anschlielend in ein Eppendorf-
Reaktionsgefall (Volumen 2 ml) Uberfuhrt. Nach Zugabe von 200 ul Chloroform
wurde das Eppendorf-Reaktionsgefa® von Hand 15x umgedreht und
anschlieRend bei Raumtemperatur 2-3 min inkubiert. Durch die folgende
Zentrifugation (15 min, 2-8°C, 12000 x g, ,Centrifuge 5417 R* der Firma
Eppendorf) wurden Polysaccharide, extrazellulare Membranen und
hochmolekulare DNA abgetrennt. Durch das Zentrifugieren erhielt man drei
Schichten in den Eppendorf-Reaktionsgefal’en: die oberste Schicht mit der
wassrige Phase, welche die RNA enthalt. Diese wurde anschliefend in ein
neues Eppendorf-Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die Ubrigen zwei Schichten wurden
verworfen. Die RNA wurde durch Zugabe von 500 pl Isopropanol in einer
zehnminutigen Inkubation bei Raumtemperatur gefallt. Es folgte eine
Zentrifugierung fir 10 min bei 2-8°C und 12000 x g. Der Uberstand wurde
abgenommen und aufbewahrt, um ihn spater auf das RNA-Gel aufzutragen.
Das RNA-Pellet wurde mit 1000 ul 70%igem Ethanol gewaschen und erneut 5
min bei 2-8 °C und 7500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und

das Pellet 15-20 min bei Raumtemperatur im Eppendorf-Reaktionsgefaf’
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getrocknet. AnschlieRend wurde das RNA-Pellet je nach Grofie in 30 bis 50 ul
DEPC (Diethylpyrocarbonat)-behandeltem Wasser resuspendiert. Wurde die
RNA Konzentration nicht sofort bestimmt, so konnte das Eppendorf-
Reaktionsgefal® bei - 80° eingefroren werde; dies konnte zum weiteren Ldsen
des Pellets beitragen (Friedel, 2006).

RNA-Isolierung aus Zellen

Zur Praparation von RNA aus Zellen wurde zuerst das Medium abgesaugt und
anschlieBend 1 ml Trizol® in eine Zellkulturflasche gegeben. Nach einer
Einwirkzeit von ca. 3 - 5 min wurde das Trizol mit den Zellen abgeschabt und in
ein Eppendorf-Reaktionsgefall Uberfuhrt. Die weitere Praparation der RNA

erfolgt wie oben beschrieben.

2.5.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Nach dem Kalibrieren des Spektrophotometers (Ultrospec 2000, Pharmacia
Biotech) mit DEPC-Wasser konnte die photometrische Bestimmung der RNA-
Konzentration und des Reinheitsgrades in Quarzglaskuvetten erfolgen. Dafur
wurden die Proben im jeweiligen Aufnahmepuffer (hier: DEPC) 1:1000 verdunnt
und die Absorption bei 260 und 280 nm gemessen. Der Quotient aus den
Absorptionen gibt Auskunft Gber den Reinheitsgrad der RNA und sollte
zwischen 1,5 und 2,0 liegen. Erhebliche Schwankungen der Messungen
konnten auf eine nicht vollstandig geloste RNA hinweisen. Um visuell die
Qualitat der RNA zu uUberprufen, wurde ein so genanntes RNA-Kontrollgel
gegossen. Dazu wurden 1-3 yg RNA mit 2 yl 40%iger Succroselésung und
Farbstoffen (Saccharose, Bromphenolblau, Xylencyanol) versetzt, mit TAE-
Puffer auf insgesamt 12 pl aufgeflllt und auf ein 2%iges Agarosegel, das mit
Ethidiumbromid (EtBr) [0,3 pg/ml] vermischt ist, aufgetragen. In einer
Gelkammer der Firma Biometra wurde die RNA bei einer Spannung von 75V in
1xTAE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Auf3er der RNA wurde auch ein

GrolRenstandard als Marker und die Isopropanolproben aufgetragen. Unter
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ultraviolettem Licht wurde die 28S und 18S Bande der ribosomalen RNA
sichtbar gemacht. An der Stelle, an der das Isopropanol aufgetragen wurde,
sollten mdglichst auf dem Bild keine Banden zu erkennen sein. Lassen sich
trotzdem Banden erkennen, so war dies ein Indiz daflr, dass sich noch ein Rest
der RNA in diesem Teil der Lésung befand und nicht die gesamte RNA
vollstandig gefallt wurde. Anhand des Bandenmusters und der Bandenintensitat
kann man eine eventuelle Degradierung der RNA und

Konzentrationsunterschiede in den einzelnen RNA-Proben erkannt werden.

253 DNase-Verdau

Da es bei der RNA-Praparation mittels Trizol® haufig zu DNA Kontaminationen
kommt, musste die RNA-Probe in einer Test-PCR auf ihren DNA-Gehalt
untersucht werden. Hierbei wurde in einer PCR statt cDNA 1 pl RNA-Mix
pipettiert. Die Primer des Kontrollgens Cyclophilin (Cyc) wurden als interner
Standard verwendet. Sollte eine DNA-Kontamination vorhanden sein, so
erkennt man diese an einem 212 bp (Basenpaare) grolRen Amplikon. Bei einer
Amplifikation und somit einem Signal auf dem 2%igen Agarosegel befand sich
DNA in der RNA-Probe (Friedel 2006). Um die Ergebnisse nicht zu verfalschen,
sollte diese dann durch einen DNA-Verdau mit Hilfe von Desoxyribonuklease |
abgebaut werden. Der bei der DNA-Kontamination erforderliche DNase-Verdau

(Firma Invitrogen) setzte sich wie folgt zusammen:

3ug RNA

1yl DNase Reaktionspuffer (200 mM Tris-HCI (pH 8,4); 20 mM MgClI2;
500mM KCI

1pl DNase | [1U/pl]

Dieser Ansatz wird mit DEPC-behandeltem Wasser auf 10 pl aufgeflllt und bei
Raumtemperatur 15 min inkubiert (Friedel 2006). Die DNase wurde durch die
Zugabe von 1 pl 25mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) und die

Erwarmung auf 65°C fur 5min im Thermocycler der Firma Perkin Elmer
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inaktiviert. Dieser Reaktionsansatz konnte sofort flir die cDNA-Synthese

eingesetzt werden.

25.4 cDNA Synthese

Das Umschreiben von RNA in DNA, also die Synthese von cDNA ist ein
fundamentaler Ausgangspunkt, um die Sequenzen von Transkripten zu klonen
und zu sequenzieren oder in der PCR zu amplifizieren. Bei der Synthese der
cDNA nutzt man eine charakteristische Eigenschaft von eukaryontischen
MRNAs - namlich die Aneinanderreihung von Adeninresten am 3’-Ende der
MRNA. Dies geschieht mit Hilfe eines so genannten oligo(dT)-Primers, der ein
Oligonukleotid aus Desoxythymidin-Nukleotiden darstellt und der komplementar
an das poly(A)-Ende der mRNA bindet. Fur die cDNA-Synthese wurde das
SUPERSCRIPT IITM Preamplification System der Firma Invitrogen verwendet.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden oligo(dT)-Primer verwendet, um die cDNA
Synthese durchzufihren. Oligo(dT)-Primer sind spezifische Primer, die nur
MRNA in cDNA umschreiben, da sie an die 3‘-poly(A)-Enden der mRNA binden.
Fir die Synthese wurden — je nach vorhandener Menge — 3-5 ug Gesamt-RNA
eingesetzt. Dazu wurde 1 pl oligo(dT)-Primer (0,5 pg/ul) gegeben und mit
DEPC-H20 auf 12 ul aufgefullt. Die Proben wurden fir 10 min bei 70°C
inkubiert und fur 1 min auf 4°C abgekuhlt. AnschlieBend wurden je Probe 7 pl
Reaktionspuffer zugegeben. Reaktionspuffer pro Ansatz 2 ul 10 x RT Puffer
(200 mM Tris-HClI (pH 8,4); 500 mM KCI) 2 pl 25 mM MgCI2
(Magnesiumchlorid) 1 ul 10 mM dNTP-Mix (jeweils 10 mM dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) 2 pyl 0,4 M DTT (Dithiothreitol) 7 pl GesamtmengeDie Erst-Strang-
Synthese wird mit Hilfe des oligo(dT)-Primers durchgefuhrt. Als nachstes
werden die Proben 5 min auf 42°C erhitzt, so dass sich die Primer anlagern
kénnen. Anschlieend werden 0,8 pl Superscript™ Il RT (200 U) zu jeder Probe
hinzugeflgt. Die eigentliche cDNA-Synthese erfolgt bei 42°C fur 50 min.
Weiterhin werden die Reaktionsansatze fur 15 min auf 70°C erhitzt, um die

Synthese zu beenden. Durch Zugabe von 0,8 ul RNase H und einer Inkubation
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bei 37°C fir 20 min erfolgt der Abbau der mRNA-Matrize. Die Aufbewahrung
der cDNA erfolgt bei —20°C (Friedel 2006).

2.5.5

Primer

Die verwendeten Primer werden aus der cDNA-Sequenz der entsprechenden

Gene abgeleitet. Die Sequenzinformationen stammen aus der EMBL-

Gendatenbank. Bei der Auswahl der Primer werden folgende Aspekte

berucksichtigt:

1.

Die Lange der Primer sollte ungefahr 20-25 Basenpaare betragen,;
weniger als 18 bp und mehr als 25 bp fihren zu schlechteren
Ergebnissen.

Die Bindungsstelle sollte moglichst nahe am 3’-Ende (nach Moglichkeit
eine G- oder C-Base) des Gens liegen, da in der cDNA-Synthese
polyd(T)-Primer verwendet werden.

Das 3'-Ende sollte starker hybridisieren als das 5 -Ende, und deshalb
sollten mehrere T-Basen am 3'-Ende vermieden werden.

Das Verhaltnis von Guanin und Cytosin zu Adenin und Thymin in den
Nukleotiden sollte ungefahr 1:1 betragen.

Die Primer sollten mdglichst keine repetitiven Sequenzen, d.h. Cluster
(mehr als 3 oder 4 Basen, v.a. von Guanin) enthalten.

Primer durfen keine sich selbst komplementierenden Sequenzen
(Palindrome) aufweisen und die Schmelztemperatur sollte zwischen 55-
70 °C liegen.

Es sollte Uberpruft werden, ob die Primer-Sequenz ausschlie3lich auf

eine Stelle im ,Template* passt (,Insert®).

Der Abstand der forward- und reverse-Primer (sense- und antisense-
Primer) und damit die Lange des Amplikons sollte zwischen 200 und 400
bp betragen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma Invitrogen
(Karlsruhe) synthetisiert. Die Primer werden in sterilem Wasser
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(Ampuwa®) der Firma Fresenius geldst und auf eine Konzentration von
100 pmol/ul verdunnt.

Die Sequenzen sind im Folgenden beschrieben:

Primer Fragmentlange

Cyclophilin (212 bp)

forward 5-GGATTC ATG TGC CAG GGT GG -3’
reverse 5-CAC ATG CTT GCC ATC CAG CC -3’
Myostatin (225 bp)

forward 5°- TAA CCT TCC CAG GAC CAG GA -3’
reverse 5°-CAC TCT CCA GAG CAG TAATT -3’

2.5.6 Das Prinzip der PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR = Polymerase Chain Reaction) ist eine
chemische Methode zur Vermehrung eines spezifischen Genomfragments in
vitro aus DNA und fur die heutige molekulare Genetik unentbehrlich. Eine
automatisiete  PCR kann nur mit einer hitzestabilen DNA-Polymerase
durchgefuhrt werden. Da beim ersten Arbeitsschritt der PCR die zu
untersuchende DNA bei 94°C aufgeschmolzen wird, wurde eine nicht
hitzebestandige Polymerase zerstort werden und man musste sie nach jedem
Zyklus erneut zugeben. Der gesamte Reaktionszeitraum betragt einige
Stunden. Folgende Reagenzien sind zur Durchfuhrung einer PCR nétig: cDNA,
PCRPuffer, MgCI2, dNTP’s, Primer, TagPolymerase® (Firma Invitrogen).
Dieses spezifische Reaktionsgemisch wird einer zyklisch wiederkehrenden
Abfolge von verschiedenen Temperaturschritten ausgesetzt. Somit erreicht man
eine Vermehrung des gewunschten DNA-Abschnitts, die sogenannte
Amplifikation (Friedel 2006).

Der Zyklus einer PCR besteht aus drei unterschiedlichen Temperaturschritten:

1. Denaturierung:
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Bei einer Temperatur von 94°C schmilzt die zu erweiternde
doppelstrangige DNA und man erhalt einzelne Strange.

2. Annealing:

Durch ein rasches Abkuhlen auf eine Temperatur von ca. 55°C wird die
Vereinigung der einzelnen Strange verhindert und die Primer (zwei
unterschiedliche Oligonukleotide mit entgegengesetzter Orientierung)
lagern sich an die entsprechend komplementaren Strangabschnitte der
Ausgangs-DNA an.

3. Elongation/Extension:

Die TaqPolymerase® verlangert bei 72°C (von dem Primer aus) den
DNA-Strang durch den Einbau der dNTP’s bis wieder eine
doppelstrangige DNA vorliegt. Diese ist mit der ursprunglichen DNA
identisch und dienen im nachsten Zyklus wieder als Ausgangs-DNA. Die
Zahl der Ausgangs-DNA verdoppelt sich in einem Zyklus; im
Nachfolgenden erhalt man die vierfache Menge, etc. So erhoht sich die
Zahl der DNA theoretisch um 2n (n = Anzahl der Zyklen). Mit der
Methode der semiquantitativen PCR ist es moglich, Genregulationen auf
MRNA-Ebene zu analysieren (Murphy et al.,1990; Knauthe et al., 1996).
Bei diesem Verfahren wird das zu untersuchende Gen mit einem
gleichzeitig amplifizierten Standard verglichen, der nicht reguliert wird.

PCR Mastermix mit TagPolymerase® fur PCR (pro Ansatz):

28,8 ul steriles aqua bidest. (Ampuwa®)

5 ul 10 x PCR Puffer (1 M Tris-HCI (pH 9,0); 0,4 M Ammoniumsulfat)
3 pl 50 mM MgCi2

4 ul 2,5 mM dNTP-Mix

0,2 ul Tag DNA-Polymerase [5 U/ul]

41 pl Gesamtmenge
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2.5.7 Gelelektrophorese

DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange konnen aufgrund ihrer Groe im
elektrischen Feld mittels einer Gelelektrophorese aufgetrennt werden. Far
Auftrennungen im Bereich von 150-1000 bp eignen sich 1,5-2%ige
Agarosegele. Wird an eine Gelmatrix eine Spannung angelegt, wandern die
Molekile abhangig von GréfRe und Ladung mit konstanter Geschwindigkeit zur
Anode oder Kathode. Kleinere Molekule koénnen schneller die Gelporen
passieren als grollere. Die Agarose wird in einem Erlenmeyerkolben
abgewogen und mit 1xXTAEPuffer in der Mikrowelle zum Kochen (100°C)
gebracht, bis sich die Agarose schlierenfrei aufgeldst hat. Bei dem Erkalten der
Losung, d.h. sobald sie ca. 50°C erreicht hat, wird sie mit EtBr (0,3 pg/ml)
versetzt. EtBr lagert sich zwischen den Basenpaaren ein (interkaliert) und
fluoresziert bei Bestrahlung mit UV-Licht. Nukleinsauren lassen sich so durch
EtBr sichtbar machen. Als nachstes wird die Gellésung in eine vorbereitete
Laufkammer gegossen und ein Kamm (zum Formen von Taschen) eingefugt.
Dann wird die Losung bis zum Erstarren ca. 15 min stehen gelassen.
AnschlieRend wird der Kamm entfernt und das Gel in eine mit 1xTAELaufpuffer
geflllte Gelkammer eingesetzt. Die Proben, die mit 10 ul Ladepuffer (Succrose
und Farbstoffe) versetzt sind, kdnnen nun in die Taschen pipettiert werden. Als
Langenstandard wird ein 100 bp GroRenstandard (Firma: Invitrogen)
verwendet, um die Lange der Fragmente bestimmen zu kdénnen. Die
Gelelektrophorese erfolgt bei 75-90 V in einer Gelkammer der Firma Biometra.

Nachdem die Farbfront ca. 7-8 cm gelaufen ist, wird der Vorgang gestoppt.

Die Analysegele werden wunter UV-Licht mit einer elektronischen
Bildverarbeitungsanlage der Firma MWG aufgenommen. Die Speicherung der
Bilder, in einem fir Computer Ublichen Format (tif-Datei), ermdglicht die weitere

Bearbeitung mit speziellen Auswertungsprogrammen (Zero Scan).

35



Material und Methode

2.5.8 Real-Time RT-PCR

Die Real-Time RT (reverse transkription)-PCR ist die modernste Methode zur
Quantifizierung von Nukleinsauren. Es  existieren verschiedene
Nachweismethoden flir die real time PCR; eine davon ist der unspezifische
Einbau des Farbstoffs SYBR Green (Firma Bio-Rad) in doppelstrangige DNA.
SYBR Green ist ein interkalierender Farbstoff und ermdglicht einen sensitiven
Amplifikationsnachweis. Ein Vorteil der Real-Time-RT-PCR ist, dass der
Amplifikationsprozess in Real-Time verfolgt werden kann. Hierdurch ergibt sich
die Mdglichkeit genauer zu quantifizieren als bei konventionellen PCR
Verfahren. Die Untersuchungen wurden in einem iCycler® IQ der Firma Bio-
Rad (Munchen, Deutschland) durchgefuhrt. Dieses PCR-System ist fahig, einen
Fluoreszenzanstieg wahrend der exponentiellen Phase der PCR zu messen
und ermoglicht so eine exakte Darstellung der Kinetik ab dem ersten Zyklus.
Zur Auswertung wird die iCycler® 1Q Real Time Detection Software V 2.1.
verwendet. Basis fur die quantitative Auswertung der Real-Time PCR Daten ist
der sogenannte ,,,Threshold Cycle* (CT). Der ,Threshold Cycle® ist der Zyklus
der PCR, in dem die Fluoreszenz einer Probe erstmals signifikant Uber ihre
Hintergrundfluoreszenz hinaus ansteigt. Er ist ein zuverlassiger Indikator fur die
ursprungliche Kopienzahl. Nach dem exponentiellen Anstieg der Kurve
erreichen alle PCR-Verlaufe ein Plateau. Ab diesem Zeitpunkt (ca. 35 Zyklen)
erfolgt keine PCR-Produktbildung mehr. Bei der Untersuchung wurde fur jede
PCR-Reaktion der jeweilige CT ermittelt. In der quantitativen Analyse wurde der
CT des zu untersuchenden Gens mit einem Referenzgen abgeglichen. Um den
MRNA Gehalt eines spezifischen Gens gegen ein Referenzgen zu

vereinheitlichen, werden die A CT Werte nach der folgenden Formel bestimmt:

ACT = CT (Experimentgen) — CT (Referenzgen)

Das Prinzip der Real-Time PCR wird in der folgenden Abbildung verdeutlicht:
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Abbildung 17: Das Prinzip der Real-Time PCR

Um die Regulation eines einzelnen Gens zu ermitteln, wird der AACT Wert

kalkuliert. Die folgende Gleichung stellt die Berechnung dar:

AACT = ACT (GenGehalt der Trainigsgruppe) — ACT (GenGehalt der
Kontrollgruppe)

Die Signifikanz wurde anhand der ermittelten AACT Werte berechnet. Um eine

,Fold Induction“ zu berechnen, wird die folgende Gleichung benutzt:

Fold Induction = 2"— AACT)

Fir jede Probe wurden mindestens drei PCR-Laufe von unterschiedlichen
cDNA-Synthesen durchgefiihrt. Die Fehlerbalken der AACT Werte zeigen die
Reproduzierbarkeit der Daten. Um die Qualitdt und Reinheit der jeweiligen
PCR-Produkte zu kontrollieren, wurde eine individuelle Schmelzkurvenanalyse
verwendet. Bei der Verwendung von SYBR Green kann ein Fluoreszenzanstieg
durch Primer-Dimere verursacht werden. Eine Differenzierung zwischen den
spezifischen und den unspezifischen Produkten kann mittels einer
Schmelzkurvenanalyse erfolgen und so zu sicheren Ergebnissen beitragen (
Friedel, 2006).
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Abbildung 18: Die Darstellung eines originalen Computerdiagramms des iCycler® IQ Real Time
Detection Software V 2.1 zeigt eine Abbildung der Schmelzkurve von Cyclophilin
(links) und Myostatin (rechts).

Die mit SYBR Green markierten PCR-Produkte werden nach Erhohung der

Temperatur kontinuierlich aufgeschmolzen.

Die damit einhergehende Fluoreszenzabnahme wird aufgezeichnet (Steuerwald
et al., 1999). Kleinere Fragmente weisen einen niedrigeren Schmelzpunkt auf,
so dass sie von den PCR-Produkten unterschieden werden koénnen. Das
optische Modul der Real Time PCR ermdglicht es, 96 Proben gleichzeitig zu

untersuchen.

PCR Mastermix mit TaqgPolymerase® fur Real Time PCR (pro Ansatz):

22,55ul steriles aqua bidest. (Ampuwa®)

5ul 10x PCR Puffer (1M Tris-HCI (pH 9,0); 0,4M
Ammoniumsulfat)

3ul 50mM MgCI2

4l 2,5mM dNTP-Mix

0,2ul Taqg DNA-Polymerase [S5U/pl]
1,25ul  Fluorescein

5ul SYBR® Green |

41ul Gesamtmenge
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2.6 Immunohistochemie und PCNA Féarbung

2.6.1 Einbettung in Paraffin und Schnitt am Mikrotom

Nach der Konservierung des Muskelgewebes, wurde das Gewebe an der
Ausgielistation, dem Tissue-Tek-Embedding-Center (MADAUS, Ko&In) in
Paraffin eingebettet. Zur Durchfihrung der Immunohistochemie wurden
Querschnitte der preparierten Muskulatur bendtigt, so dass es wichtig war auf
die entsprechende Ausrichtung der Muskelfasern zu achten. Die Biopsieproben
des M. vastus lateralis wurden senkrecht in die AusgielRformchen
(POLISCIENCES, Warrington, USA) gestellt, und beim ausgiel3en mit Paraffin
manuell mit einer Pinzette fixiert. Beim Ausgiellen muss darauf geachtet
werden, dass keine Luftblaschen das Gewebe umgeben, um eine Ebene
Schnittflache zu erhalten. Zum schnelleren Ausharten wurden die Férmchen auf
eine Klhlplatte gestellt. Die Beschaffenheit der Ausgiel3formchen ermaoglicht die
direkte Weiterverarbeitung der Paraffinblocke nach ihrer Aushartung. Sie
konnten im nachsten Arbeitsschritt direkt am Mikrotom geschnitten werden. In
Paraffin eingebettetes Muskelgewebe ist bei Raumtemperatur unbegrenzt
haltbar. Um optimale Schnitte aus den Paraffinblécken zu erhalten wurden sie
auf der Kuhlplatte der Ausgiel3station flir mindestens 20 Minuten auf ca. -5°C
abgekuhlt. Im nachsten Schritt wurden die Paraffinblocke im Rotationsmikrotom
1140 Autocut (Reichert-Jung, heute: Leica Microsystems Nussloch GmbH, Bad
Camberg) in 9 ym dicke Serienschnitte geschnitten. Die variabel einstellbare
Schnittdicke liegt zwischen 0 und 35 ym pro Umdrehung. Praparat und
Schnittmesser sind bei diesem Prazisionsgerat beweglich gegeneinander
eingespannt. Durch gleichmaRiges Drehen an der Kurbel an der Seite des
Mikrotoms wurde zundchst die obere Schicht Paraffin entfernt, bis eine
gleichmalige und ebene Schnittflache Uber dem Praparat entstanden war. Nun
konnten saubere Serienschnitte angefertigt werden. Diese Serienschnitte
wurden wegen besserem Kontrast auf einer schwarzen Pappe auf die Qualitat
des im Paraffin enthaltenen Gewebes untersucht. AnschlieRend wurden die

Schnitte zum Ausglatten ins Warmebad (GERHARD, Koénigswinter) gegeben.
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Beim Aufziehen auf die Objekttrager war genau zu beachten, dass der erste
Schnitt der Serie auf den vorher beschrifteten Objekttrager fur die PCNA-
Farbung gezogen wurde und der zweite auf den Trager fur die HE-Farbung. So
konnte gewahrleistet werden, dass die auszuwertenden Areale moglichst eng
aneinander liegen. Der dritte Schnitt wurde wiederum als Negativkontrolle auf
die rechte Seite des Antikorper-Objekttragers gezogen. Der vierte Schnitt wurde
zur Sicherheit auf dem HE-Objekttrager verwertet falls bei einer Farbung
Zellmaterial abschwimmen sollte. Bei den Objekttragern der Marke ,Super-
Frost+“ handelte es sich um geputzte, geschliffene 25x75x1mm grofRe
Objekttrager mit haftunterstitzender Oberflache und einem mattierten
Schriftfeld (Menzel-Glaser, Hilden). Die empfindlichen 9um dicken
Paraffinschnitte wurden mit einem Skalpelle und einer geeigneten Pinzette aus
dem Wasserbad auf die Objekttrager gezogen und fir ca. 20 Minuten auf einer
Heizplatte bei 30-35°C abgelegt. Nach dem verdunsten des restlichen Wassers
konnten die fertigen Objekttrager problemlos bis zur jeweiligen Farbung in den

daflur vorgesehenen Transportboxen aufgehoben werden.

2.6.2 Entparaffinieren der Schnitte

Um das fixiete wund in Paraffin eingebettete Gewebe flir ein
immunhistochemisches  Nachweisverfahren vorzubereiten, muissen die
Gewebeschnitte vom Paraffin befreit werden. Dazu wurden die Objekttrager, je
nach Anzahl, in Z-form in ein Schiffchen gestellt damit ein aneinanderkleben
ausgeschlossen werden konnte. Die Entparaffinierung ging durch das
Eintauchen des bestlckten Schiffchens in Kuvetten, mit den entsprechend
geflllten Flussigkeiten, von statten. Hierbei ist zu beachten, dass aufgrund der
Tragheit der Flussigkeiten, das Schiffchen mit den Objekttragern maoglichst
behutsam ein und ausgetaucht wird um das Gewebe nicht abzuspllen. Das
Protokoll sah eine Dauer von insgesamt 70 Minuten beim Verwenden folgender
Zeiten und Substanzen vor. Das Xylol befreit das Gewebe vom Paraffin indem
es das Paraffin auflést und verdrangt. Die anschlielende absteigende

Alkoholreihe dient zum Auswaschen des Xylols aus dem Gewebe und die
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Annaherung an das Milieu von Wasser (H,0). Die Schnitte waren anschliel3end
vom Paraffin befreit und waren eigentlich in der Glasklvette Uber Nacht haltbar.
Es wurde sich jedoch um eine zugige Weiterbearbeitung bemuht um den

Gewebeverlust mdglichst gering zu halten.

2.6.3 Immunhistochemie

Fir den immunhistochemischen Nachweis von teilungsaktiven Satellitenzellen
wurde ein monoclonaler Maus Antikorper (Monoclonal Mouse Anti- Proliferating
Cell Nuclear Antigen, Clone PC 10, Dako Denmark A/S, Glostrup, Denmark) so
wie ein biotinylierter, polyklonaler Antikorper (Polyclonal Goat Anti-Mouse
Immunoglobolins/ Biotinylated, DakoCytomation Denmark A/S, Glostrup,
Denmark) verwendet. Polyklonale Antikorperpraparationen sind heterogen und
enthalten Antikdrper gegen unterschiedliche Determinanten des Antigens. Sie
haben den Nachteil eventueller unerwinschter Immunreaktionen mit falsch
positivem Ergebnis (z.B. durch Kreuzreaktionen), aber den Vorteil, dass durch
die Erkennung unterschiedlicher antigener Determinanten die Reaktivitat der
Antikdrper und die Empfindlichkeit der Methode gesteigert werden.
Monoklonale Antikorper hingegen sind nur gegen eine antigene Determinante
gerichtet und somit sehr spezifisch. Sie haben aber den Nachteil geringer
Sensitivitat und Stabilitat. Auch Kreuzreaktionen mit anderen Antigenen (damit
falsch positive Ergebnisse) sind moglich, da die von monoklonalen Antikorpern
erkannten antigenen Determinanten oft nur aus wenigen Aminosauren
bestehen und auch in nicht verwandten Strukturen vorkommen kénnen (Romeis
1989). Die Funktionalitat der Farbung beruht auf dem Prinzip der ,indirekten
Methode® verbunden mit der ,(Strept)Avidin Methode®“. Bei der indirekten
Methode wird im ersten Schritt ein spezifischer Antikdrper (Primarantikorper)
auf das zu untersuchende Gewebe aufgebracht. Dieser Antikdrper ist gegen
das zu quantifizierende Antigen (=Protein im Zellkern gerichtet). Im Zweiten
Schritt wird ein Antikorper (Sekundarantikorper) aufgetragen, der sich gegen
den ersten Antikorper richtet. Der Sekundarantikorper ist hier mit einem Enzym

gekoppelt und sorgt flr die Farbentstehung indem er eine Enzym-Substrat-
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Reaktion auslost. Die (Strept)Avidin-Methode wird als Farbemethode am
haufigsten eingesetzt. Das Prinzip basiert auf der hohen Affinitat von
Streptavidin und Avidin (HUhnereiweil3) fur Biotin. Ein biotiylierter Meerrettich-
Peroxidasekomplex bindet aufgrund dieser Affinitat an dem Sekundarantikérper

und verstarkt das Farbesignal.

2.6.4 HE- Farbung

Hamatoxylin ist ein Inhaltsstoff des Blauholz (Haematoxylon campechianum)
und verwandter Arten. Er wird in der Histologie zum Farben von Zell- und
Gewebestrukturen wie z. B. Mitochondrien, Zellkernen und Kollagenfasern
eingesetzt. Darlber hinaus fand es in der Farberei und in der Tintenproduktion
Anwendung. Er bildet farblose oder gelbliche Prismen, die in kaltem Wasser
schwer, in heiRem Wasser, Alkohol oder Ather leicht I6slich sind. Es wird meist
durch Extraktion aus Kernholz gewonnen. Dazu wird primar ein wassriger
Extrakt hergestellt, der nach einer Extraktion mit Ether eingeengt wird.
Alternativ kann Hamatoxylin auch aus dem wassrigen Extrakt durch Fallung mit
Harnstoff gewonnen werden. In seiner reinen Form ist Hamatoxylin farblos bis
beige. Durch Oxidation mittels Luftsauerstoff oder einem geeigneten
Oxidationsmittel entsteht in wassriger oder alkoholischer Ldsung aus
Hamatoxylin das ockerbraun gefarbte Hamatein. Dieser Vorgang wird auch als
Reifung bezeichnet. Hamatein ist ein leicht saurer Farbstoff. Die gewunschte
farbende Wirkung wird erst durch den Zusatz von Metall-Kationen als Beize
erreicht. In  Gegenwart dieser mehrwertigen Kationen bilden sich
Farbstoffkomplexe durch Chelatbildung in der Stécheometrie 1:1. Komplexe
aus Hamatein und Alaunen werden dabei als Hamalaune bezeichnet.
Hamalaune zeigen die typische dunkelblau-violette Farbe und werden auch als
Hamatoxylinlack (eigentlich Hamateinlack) bezeichnet. Fiur die Herstellung von
hamatoxylinhaltigen Farblésung gibt es Uber 100 verschiedene Rezepte. Weit
verbreitet ist die Verwendung von Hamatoxylin nach Mayer, Harris, Gill
(Hamalaune) und Weigert (Eisenhamatoxylin). Diese Farblésungen enthalten

basischen Farblack in saurem Milieu (pH 3-4). Dessen Anbindung erfolgt durch
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mehrwertige Kationen (z.B. Nukleinsduren des Zellkerns) an Chelat. Diese
Kombination ist stabil genug um nachfolgende Spdulschritte in Wasser und
Alkohol zu Uberstehen. Bei dem niedrigen pH-Wert der Farbeldsung erscheinen
die gefarbten Strukturen roétlich-braun, erst durch Anheben des pH-Wertes
durch Spulen in Leitungswasser (pH 6,8-7,0) entsteht die typische blau-violette
Farbung. Durch Variation des ph-Wertes kann eine Selektivitat flir verschiedene
Strukturen erreicht werden. Wahrend bei einem pH-Wert von > 4,5 zahlreiche
Zellstrukturen gefarbt werden, dominiert bei einem pH-Wert von 2-3 die
Anfarbung von Zellkernen. In Kombination mit der Hamatoxylin-Farbung
(Zellkernfarbung) wird in der Regel eine Gegenfarbung mit einem
kontrastreichen Zytoplasmafarbstoff durchgefuhrt. Klassisch wird eine
Gegenfarbung mit Eosin durchgefuhrt (Hamatoxylin-Eosin-Farbung), bei der
z.B. Proteine angefarbt werden. Hierbei werden Zellkerne ublicherweise
dunkelblau eingefarbt, wahrend die anderen Zellbestandteile rosa bis pink
erscheinen. Fur Die HE-Farbung werden Hamalaune eingesetzt (Romeis 1989).
FUr die hier durchgefihrte HE-Farbung gibt ein institutsinternes Protokoll die
Dauer der einzelnen Farbeschritte vor. Zunachst wurden die Paraffinschnitte
entsprechend entparaffiniert. Aus der Glaskivette mit A. dest wurde das
Schiffchen fur & Minuten in die Glaskuvette mit Hamalaun getaucht.
Anschlieend wurde das Schiffchen in eine mit Leitungswasser geflllte Kivette
getaucht und vorsichtig mit Leitungswasser durchgespult, indem man den
Wasserstrahl auf den Rand der Kuivette laufen lie. Dadurch erhalt man wie
oben beschrieben die typische blau-violette Farbe, warum man diesen Vorgang
auch Blauen nennt. Im nachsten Schritt wurde das Schiffchen fir 2 Minuten in
die mit Eosin geflllte Klvette gestellt. Von dort durchlief das Schiffchen
zunachst eine Kulvette mit Aqua dest und anschlieRend eine verkurzte,
aufsteigende Alkoholreihe. Dabei wurde jeweils einmalig 96% Alkohol, 100%
Alkohol und Xylol fur nicht langer als zwei Minuten angewendet. Die
Objekttrager wurden einzeln aus dem Xylol entnommen, mit einem Papiertuch

trocken gewischt und mit Entelan und einem Deckplattchen eingedeckt. Das

43



Material und Methode

gefarbte Gewebe ist so fur lange Zeit konserviert, wurde aber dennoch

innerhalb der nachsten 14 Tage ausgewertet um Verblassungen zu vermeiden.

2.6.5 PCNA Farbung

Begonnen wurde am ersten Tag mit der Entparaffinierung. Zuvor wurden die
Schnitte fir ca. 30 Minuten bei 36°C ,gebacken“ um die Haftung des Gewebes
am Objekttrager zu verstarken. Die entparaffinierten Objekttrager wurden in
feuchte Kammern gelegt um spateres Verdunsten von Flussigkeiten moglichst
gering zu halten. Die jeweils zwei Gewebeproben pro Objekttrager mussten
gegeneinander abgegrenzt werden um sie spater mit verschiedenen
Substanzen behandeln zu kénnen. Hierzu wurden die Gewebeschnitte auf den
Objekttragern mit einem hydrophoben PAP-Pen Markierstift (Polysciences,
Warrington, USA) als Flussigkeitsbarriere umrandet, um im Folgenden nicht die
gesamte Oberflache des Objekttragers in die einzelnen Behandlungs- und
Waschschritte mit einbeziehen zu muassen. Danach erfolgte der erste
Waschschritt mit 0,05 molarem Triphosphatpuffer (TBS), indem 4mal alle 5
Minuten ein Tropfen mit einer Pasteur Pipette (VWR, Langenfeld) aufgetropft

und anschlief3end wieder abgesaugt wurde.

TBS (pH7,6) Waschpuffer

6,057¢g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
8,7669 NaCl [=150 mmol]

40ml 1N HCI (pH-Wert auf 7,6 einstellen)
1000ml A. dest — (ad 1L ddH,0)

Da fur die immmunhistochemischen Untersuchungen in dieser Arbeit die
beschriebenen Enzym-Markierungen zum Antigennachweis Verwendung
fanden, mussten evtl. im Praparat vorhandene endogene Enzyme (endogene
Peroxidasen) bedacht werden, da diese zur Gesamtumsetzung des Substrats

beitragen und dadurch falsch positive Ergebnisse erzeugen (Luttmann et al.
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2003). Hierzu wurden die Schnitte fir 20 Minuten mit einer Methanol/H202-

Losung behandelt.

Hemmung der endogenen Peroxidase:

20ml Methanol
4 5ml| A.dest
500ul H202 (30%)

Danach folgte wieder eine viermalige Waschung in TBS fir jeweils 5 Minuten.
Die Perforation der Zell- und Kernmembranen sollte die ,Paratop-Epitop-
Findung“ ermoglichen oder vereinfachen. Hierzu folgte eine Inkubation der

Gewebeschnitte mit einer Ammoniumchlorid/TritonX-Losung fur 10 Minuten.

LAufschlieRen“der Zellen:

(0,5 M Ammoniumchlorid+ 0,25% TritonX/TBS)
0,59g Ammoniumchlorid

50l Triton X

20ml TB

Im Anschluss folgten erneut vier Waschschritte in TBS und die Blockierung
potentieller unspezifischer Antikorperbindestellen mit einer Block-Losung fur
eine Stunde (5% BSA (Rinderalbumin) in TBS) (BSA, PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Osterreich). Nach dieser einstiindigen Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen war die Vorbehandlung der Praparate abgeschlossen und es

konnte mit der eigentlichen Immundetektion begonnen werden.

Blockierung unspezifischer Antikérperbindestellen:
(5% Bovine Serum Albumin)
20ml TBS
19 BSA
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Als letzter Schritt des ersten Tages kam es zur Inkubation mit dem
gewunschten Primarantikorper (Monoclonal Mouse Anti- Proliferating Cell
Nuclear Antigen, Clone PC 10, Dako Denmark A/S, Glostrup, Denmark). Dieser
wurde mit einer Konzentration von 1:100 bei PCNA in 0,8%igem BSA
aufgetropft und Uber Nacht einwirken lassen. Als Negativkontrolle wurde die
rechte Seite wie in nur mit 0,8%igem BSA behandelt. Dadurch wurde getestet
ob die Farbung mit PCNA wirklich spezifisch ist. Der Sekundarantikorper darf
nur an dem PrimarantikOrper haften und somit eine Farbung nur auf der
behandelten (in diesem Falle rechten) Seite des Objekttragers sichtbar sein.
Die Objekttrager wurden Uber Nacht in den geschlossenen feuchten Kammern
im Kuhlschrank bei 4°C aufbewahrt. Dies entsprach in etwa einem Zeitraum von
12 Stunden. Am nachsten Tag erfolgten zunachst vier Waschschritte in TBS
und die Inkubation mit dem spezies-spezifischen biotinylierten Antikdrper
(Polyclonal Goat Anti Mouse Immunoglobolins Biotinylated) auf beiden Seiten
des Objekttragers. Der Sekundar-Antikorper wurde in einer TBS-LOosung von
1:400 aufgetragen und wirkte Uber 60 Minuten ein. Nach den folgenden vier
Waschschritten mit TBS wurden die Schnitte mit dem Horseradish-Peroxidase-
Komplex (HRP, Amersham, GE Healthcare UK LIMITED, Little Chalfont
Buckinghamshire, UK) in einer Konzentration von 1:150 behandelt. Die Losung
wurde ebenfalls fur eine Stunde aufgetragen. Nach diesem Schritt war das fur
die Immundetektion notwendige Konstrukt von Antikdrpern und gekoppelten
Enzymlabeln vollstandig. Nach weiteren vier Waschschritten in TBS konnte mit
Hilfe des DAB-Substrates die Entwicklung vorgenommen werden. Als Substrat
fur die Meerrettich-Peroxidase wurde eine Losung mit 3,3 -Diaminobenzidine-
tetrahydrochloride (DAB) in Phosphatpuffer (PB) verwendet. Diese brauchte ca.

25 Minuten um eine braunliche Verfarbung des Gewebes hervorzurufen.

1 M Phosphatpuffer (PB) (pH7,4)
14,4g NayHPO4 x H,O
2,6g NaH,PO4x H,O
mit A. dest auf 1000 ml auffullen.
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DAB-LOsung:
[15ml 0,1M PB (pH7,4)]
150ul DAB-L6sung (=7,5 mg)
150ul NH4CI (=6,0 mg)
300pl NiSO4(=0,05 M)
300ul 10%ige Glucose

50ul  Glucoseoxidase

Der Farbevorgang wurde unter dem Lichtmikroskop verfolgt und beim Erreichen
einer ausreichenden Farbintensitat, nach ca. 25 Minuten, durch Abklopfen der
Substratlosung und Waschung in TBS abgestoppt. Schliel3lich wurde das
Praparat mit einer aufsteigenden Alkoholreihe wieder dehydriert und mit dem
Eindeckmedium Entellan (Merck, Darmstadt) unter einem Deckglaschen auf

dem Objekttrager fixiert.

Aufsteigende Alkoholreihe zur Dehydrierung:

2 min. spulen in 70% Ethanol
2 min. spulen in 96% Ethanol
2 min. spulen in 100% Ethanol

2 min. Xylol

2.7 Statistik

Fir die Graphiken der Versuchsergebnisse wurde das Programm Excel 2003
(Microsoft®, Toulouse, France) eingesetzt. Alle Werte werden im arithmetischen

Mittelwert + der Standardabweichung angegeben.

Die Auswertung der Querschnittzunahmen der Muskelfasern erfolgte mittels

einem unabhangigen T-Test, die Veranderungen der Muskelfasertypisierung
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wurden durch einen Wilcoxon-Test auf Signifikanzen gepruft. Beide Test
wurden mit dem Programm SPSS 12,0 (SPSS, Chicago, USA) durchgefuhrt.

Die statistische Signifikanz wurde durch die folgenden Symbole festgesetzt:

P <0.05 *signifikant
P <0.01 **hochsignifikant
P <0.001  ***sehr hochsignifikant
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3 Ergebnisse

3.1 Kraftwerte

Die Krafttests wurden an der Leg-Extension Maschine der Firma Gym 80
(Gelsenkirchen, Deutschland) durchgeflihrt. Der jeweils beste Wert aus drei
Versuchen eines jeden Probanden ging in die Berechnung des Mittelwertes der
entsprechenden Gruppe ein. Dargestellt sind im Folgenden die Mittelwerte und
Standardabweichungen (SD) der maximal erzielten Werte der statischen

Kraftmessungen.

3.1.1 Absolute und relative statische Kraft

Zu erkennen war eine signifikante Steigerung (p < 0,05) der absoluten
statischen Kraft der Kraftgruppe (Tab. 2). Hier verbesserten sich die Werte von
2400,3 + 264,9 N auf 2749,5 + 405,6 N. Dies entspricht einer prozentualen
Veranderung von 14,5%. Keine signifikante Verbesserung war in der
Ausdauergruppe und in der Kontrollgruppe zu erkennen. In der Kontrollgruppe
konnte kein signifikanter (p = 0,33) Rlickgang der Mittelwerte (2545,5 + 357,6
auf 2395,5 + 546,2 N) gemessen werden. Die Werte der Ausdauergruppe
blieben mit 2766 + 607,2 bzw. 2849 + 426,6 N konstant (p = 0,54).

49



Ergebnisse

Tabelle 2: Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) der absoluten [N] und
relativen statischen Kraft [N/kgKG] der Kraft-, Ausdauer-, und
Kontrollgruppe im Eingangs- (prae) und Endtest (post).

Statische Kraft absolut Statische Kraft relativ
Gruppe [N] [N/kgKG]
Prae Post Prae post
Kraft 2400,3 2749,5* 31,98 35,4
SD 264.,9 405,6 2,76 3,1
Ausdauer 2766,2 2849,0 33,34 34,6
SD 607,9 426,6 6,63 3,8
Kontrolle 25455 2395,5 34,14 31,9
SD 357,6 546,2 3,89 7,3

*Signifikant erhdht zum Praetest (p < 0,05).

Bezient man die statischen Kraftwerte auf das jeweilige Korpergewicht,
ausgedruckt durch die relative statische Kraft [N/kgKG], ergab sich ein
ahnliches Bild (Abb.20). Die einzige signifikante Veranderung (p < 0,05) fand in
der Kraftgruppe statt. Diese erzielte im Endtest den Spitzenwert von 35,4 £ 3,1
Newton pro Kilogramm Korpergewicht. Sowohl die Ausgangswerte (2766,2 *
607,2 N) als auch die Endwerte (2849 + 426,6 N) der Ausdauergruppe lagen

uber denen der Kraftgruppe.
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Abbildung 19: Mittelwerte und Standardfehler der absoluten statischen Kraft [N] der Kraft-,
Ausdauer- und Kontrollgruppe im Eingangs- (prae) und Endtest (post).

*Signifikante Erhdhung der Kraft in der Kraftgruppe nach dem 12-wdchigen Training (p < 0,05).
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Abbildung 20: Mittelwerte und Standardfehler der relativen statischen Kraft [N] der Kraft-,
Ausdauer- und Kontrollgruppe im Eingangs- (prae) und Endtest (post).

*Signifikante Erhdhung der Kraft in der Kraftgruppe nach dem 12-wéchigen Training (p < 0,05).
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3.2 Ausdauerwerte

Die verschiedenen Parameter der Ausdauerleistung wurden wahrend eines
stufenféormigen Belastungstests erhoben. Zur Berechnung wurden die Werte
der einzelnen Probanden fur jede Gruppe gemittelt. Bei der maximalen relativen
Sauerstoffaufnahme  wurden die Werte aus der letzten komplett
durchgelaufenen Stufe herangezogen, die Blutabnahme zur Ermittlung der
Laktatwerte und das Ablesen der Herzfrequenz erfolgten zum Ende jeder

gelaufenen Stufe.

3.21 Maximale Sauerstoffaufnahme

Die statistische Berechnung der maximalen Sauerstoffaufnahme ergab weder
zwischen den Gruppen noch zwischen Eingangs- und Endtest signifikante
Unterschiede. Die hochsten Werte wurden im Eingangstest erzielt. Die
Kraftgruppe erreichte einen durchschnittlichen Wert von 53 + 11,6 ml pro
Kilogramm Korpergewicht pro Minute. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3

zusammengefasst dargestellt.

Tabelle 3: Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) der maximalen relativen
Sauerstoffaufnahme (VO2max) der einzelnen Gruppen (Kraft,
Ausdauer, Kontrolle) im Eingangs- (prae) und Endtest (post).

VO2max [ml/kg/min]

Gruppe prae SD post SD
Kraft 53 11,6 51,1 10,8
Ausdauer 52,5 5,9 46 8,9
Kontrolle 51,1 8,4 50,4 7,4
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Abbildung 21: Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) der maximalen relativen
Sauerstoffaufnahme (VO2max) der einzelnen Gruppen (Kraft, Ausdauer,
Kontrolle) im Eingangs- (prae) und Endtest (post).

3.1.1 Laktatwerte
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Abbildung 22: Mittelwerte und Standardfehler der Laktatwerte [mmol/I] der Kraft-, Ausdauer-

und Kontrollgruppe in den einzelnen Laufstufen [km/h] im Eingangs- (prae) und

Endtest (post).
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* Signifikante Verminderung der Laktatwerte in der Ausdauergruppe nach dem 12-wéchigen Training (p <
0,05).

In Bezug auf die Laktatwerte liel} sich in der Ausdauergruppe eine signifikante
Verbesserung (p < 0,05) verzeichnen. Die Werte waren im Endtest in jeder
Stufe niedriger als im Eingangstest (siehe Abb. 22). Ein nahezu identischer
Verlauf der Laktatkurven ergab sich durch kaum voneinander abweichende
Werte im Eingangs- und Endtest der Kraftgruppe. In der Kontrollgruppe fand
keine signifikant verminderte Laktatproduktion nach dem zwdlfwochigen

Training wahrend der Ausdauerbelastung im Endtest statt.

Die Probanden der Ausdauergruppe wiesen im Eingangstest hohere
Laktatwerte auf als die der Kraftgruppe (p > 0,05). Der Messwert nach der
ersten gelaufenen Stufe zeigte eine Laktatkonzentration von 1,53 + 0,58 mmol/I
in der Kraftgruppe gegenuber 1,96 £ 0,63mmol/l in der Ausdauergruppe. Eine
zusammenfassende Darstellung der Mittelwerte der Laktatkonzentration zu
Beginn des Tests (Ruhe) und bei den Laufstufen von 7 bis 13 km/h im

Eingangs- und Endtest gibt Tabelle 4.

Tabelle 4: Mittlere Laktatwerte [mmol/l] und Standardabweichungen (SD) der
Kraft-, Ausdauer- und Kontrollgruppe zu Beginn des Stufentests
(Ruhe) und in den einzelnen Laufstufen [km/h] im Eingangs- (prae)
und Endtest (post).

Laktatwerte [mmol/l]

Gruppe Ruhe 7 km/h 8,5 km/h 10 km/h 11,5km/h 13 km/h
prae post prae post prae post prae post prae post prae post
Kraft 1,2 11 1,5 16 17 165 19 195 25 25 38 39
SD 0,3 026 06 036 08 051 07 055 11 068 1,7 1,14
Ausdauer 1,1 1,00* 2 1,53 2,2 1,61* 3 2,04 48 3,09 53 4,93*
SD 0,3 036 06 048 1 068 14 08 2,7 131 16 1,95
Kontrolle 1,1 1,12 19 1,64 2 1,73 26 2,12 3,3 291 49 4,21
SD 03 03 05 049 06 064 08 088 11 128 16 1,81

* Summe der Laktatwerte der Ausdauergruppe im Endtest (post) signifikant niedriger als im Eingangstest
(prae).
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Die gelaufenen Geschwindigkeiten an den 2zwei und vier mmol/l
Laktatschwellen sind in Tabelle 5 dargestellt. Es waren keine signifikanten
Veranderungen zu erkennen. Die grolten Veranderungen traten in der
Ausdauergruppe bezlglich der Geschwindigkeit zwischen Eingangs- und
Endtest an der vier mmol/l Schwelle auf (p > 0,05); wahrend im Eingangstest
diese Schwelle bei 11,54 + 1,49 km/h erreicht wurde, liefen die Probanden im
Endtest eine Geschwindigkeit von 12,44 + 1,28 km/h.

Tabelle 5: Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) der Geschwindigkeiten
[km/h] an den 2 und 4 mmol/l Laktatschwellen der Kraft-, Ausdauer-
und Kontrollgruppe im Eingangs- (prae) und Endtest (post).

Geschwindigkeiten [km/h] an den 2 und 4mmol/I'Schwellen

Gruppe 2mmol/l 4mmol/l
prae post prae post
Kraft 10,39 10,6 13,14 13,05
SD 2,09 0,91 1,2 0,8
Ausdauer 9,73 10,3 11,54 12,44
SD 1,31 1,47 1,49 1,28
Kontrolle 9,66 10,34 12,26 12,93
SD 1,98 1,14 1,22 1,01
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3.2.2 Herzfrequenz
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Abbildung 23: Mittelwerte und Standardfehler der Herzfrequenzen [S/min] der Kraft-, Ausdauer-
und Kontrollgruppe in den einzelnen Laufstufen [km/h] im Eingangs- (prae) und
Endtest (post).

*Signifikante Verminderung der Herzfrequenzen in der Ausdauergruppe nach dem 12-wéchigen Training
(p =0,05).

Eine signifikante Anderung (p < 0,05) der Herzfrequenz zeigte lediglich die
Ausdauergruppe. In dieser Gruppe sank die Schlagfrequenz um
durchschnittlich 8,04 + 2,21 Schlage pro Minute. In der Kraft- sowie auch
Kontrollgruppe blieben die Werte zwischen Eingangs- und Endtest unverandert;

es zeigte sich ein nahezu identischer Kurvenverlauf (Abb. 23).

Wie auch bei der Laktatkonzentration lagen die Werte der Ausdauergruppe im
Eingangstest Uber denen der Kraft- und Kontrollgruppe (n.s.) und trotz einer
signifikanten Reduktion der Schlagzahl durch das zwdlfwochige Training war

dies ebenso im Endtest der Fall. Eine Zusammenfassung der Mittelwerte der
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Herzfrequenzen der drei Gruppen in den einzelnen Laufstufen im Eingangs-

und Endtest ist in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Mittlere Herzfrequenzen [S/min] und Standardabweichungen (SD) der
Kraft-, Ausdauer- und Kontrollgruppe zu Beginn des Stufentests
(Ruhe) und in den einzelnen Laufstufen [km/h] im Eingangs- (prae)
und Endtest (post).

Herzfrequenzen [S/min]

G Ruhe 7 km/h 8,5 km/h 10 km/h 11,5 km/h 13 km/h
ruppe prae post prae post prae post prae post prae post prae post
Kraft 78 82 126 125 143 141 155 155 166 166 176 177
SD 10 11 13 10 16 12 15 12 12 11 9 10
Ausdauer 90 83* 142 130* 158 149* 169 161* 181 174* 190 185"
SD 12 6 17 9 16 14 12 13 10 10 7 10
Kontrolle 88 81 136 132 150 146 162 160 174 172 185 181
SD 20 14 17 19 18 18 16 18 12 14 10 12

* Summe der Herzfrequenzen der Ausdauergruppe im Endtest (post) signifikant niedriger als im
Eingangstest (prae).

In folgender Tabelle sind die Herzfrequenzen an den zwei und vier mmol/l
Laktatschwellen aufgelistet. Es traten keine signifikanten Veranderungen auf (p
> 0,05). Der grofte Anstieg der Herzfrequenz war bei den Mittelwerten in der
Kontrollgruppe zwischen Eingangs- und Endtest zu finden; im Eingangstest
wurde die 2 mmol/l Schwelle bei einer Herzfrequenz von 149,32 + 9,73 S/min
erreicht, im Endtest hingegen verschob sich diese Schwelle auf eine
Herzfrequenz von 162,59 + 12,47 S/min.

Tabelle 7: Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) der Herzfrequenzen an
den 2 und 4 mmol/ILaktatschwellen der Kraft-, Ausdauer- und
Kontrollgruppe im Eingangs- (prae) und Endtest (post).

Herzfrequenzen an den 2 und 4mmol/l Schwellen

Gruppe 2mmol/l 4mmol/l
prae post prae post
Kraft 155 158 178 177
SD 19 9 10 7
Ausdauer 157 161 182 182
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SD 8 6 5 7
Kontrolle 149 163 181 181
SD 10 12 6 9

3.3 Myostatinregulation

Die Auswirkungen des Trainings auf den Myostatin mMRNA Gehalt wurde mittels
Real Time PCR Analyse durchgefuhrt. Die Werte wurden statistisch berechnet
und die Regulation als ,Fold Induction dargestellt. Die Ausgangswerte ,prae“
wurden zum Vergleich gleich eins gesetzt und weisen somit keine

Standardabweichung auf.

3.3.1 Myostatinwerte Kraftgruppe

Myostatinwerte Kraftgruppe
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1,6 -
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Probanden ID

Abbildung 24: Myostatin mMRNA Gehalt im rechten M. vastus lateralis; normalisiert gegen das
Referenzgen 1A. Foldinduction = (2*-ddCT); 7 Probanden der Kraftgruppe im
prae/post Vergleich.

Wie in Abb. 24 zu erkennen ist, verzeichneten die Probanden 2 (1,37), 22
(1,84), 11 (1,52) und 28 (1,12) eine Zunahme der Myostatinexpression im
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prae/post Vergleich und die Probanden 9 (0,81), 3 (0,33), und 30 (0,58) eine

Abnahme der Myostatinexpression (FoldInduction).

3.3.2 Myostatinwerte Ausdauergruppe

Myostatinwerte Ausdauergruppe

37 O prae
2 W post

Fold Induction

18 19 14 13 27 26 1
Probanden ID

Abbildung 25: Myostatin mMRNA Gehalt im rechten M. vastus lateralis; normalisiert gegen das
Referenzgen 1A. Foldinduction = (2*-ddCT) 7 Pobanden der Ausdauergruppe im
prae/post Vergleich.

Bei den Probanden der Ausdauergruppe ID Nummer 18 (2,35), 14 (2,33), 27
(4,69) und 1 (1,87) ist eine Steigerung der Myostatinexpression zu beobachten,
bei den Probanden 19 (0,18), 13 (0,91), und 26 (0,34) eine verminderte

Myostatinexpression.
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3.3.3 Myostatinwerte Kontrollgruppe

Myostatinwerte Kontrollgruppe
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Abbildung 26: Myostatin mRNA Gehalt im rechten M. vastus lateralis; normalisiert gegen das
Referenzgen 1A. Foldinduction = (2*-ddCT) 8 Pobanden der Kontrollgruppe im
prae/post Vergleich.

Die Myostatinwerte der Kontrollgruppe zeigten eine Zunahme der Folinduction
bei den Probanden 4 (1,59) und 24 (1,17) und eine Abnahme bei den
Probanden 32 (0,04), 21 (0,12), 10 (0,47), 5 (0,4), 6 (0,17), 16 (0,51.
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3.34 Myostatinwerte im Gruppenvergleich

Myostatinwerte Gruppenwergleich
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Abbildung 27: Myostatin mMRNA Gehalt im rechten M. vastus lateralis; normalisiert gegen das
Referenzgen 1A. Foldinduction = (2*-ddCT) 8 Pobanden der aller Gruppen im
vergleich (prae/post).

Im Gruppenvergleich ist zu erkennen dass die Kraftgruppe (ST) keine
signifikanten Veranderungen hatte (1,08 * 0,54) (p > 0,05). Die
Ausdauergruppe (ET) hatte ebenfalls keine signifikante Veranderung der
Myostatinwerte (1,81 + 1,55) (p > 0,05) und die Kontrollgruppe auch nicht (0,56
+ 0,55).

34 Muskelfaserdurchmesser

Um den Faserdurchmesser zu bestimmen wurde in den einzelnen Fasern der
jeweils geringste Durchmesser ,skeletal myocite diameter (SMD) gemessen
um Abweichungen durch eine verschobene Schnittebene mdglichst
auszuschliellen (siehe Material und Methode). Die Werte wurden in pm
gemessen und die Probanden der verschiedenen Gruppen im ,prae-post*

Vergleich gegenlbergestellt.
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3.4.1 Muskelfaserdurchmesser Kraftgruppe im Probandenvergleich
Probandenvergleich SMD Kraft
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g 120 - _[ -[
< 100 - T |
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Abbildung 28: Vergleich der Probanden der Kraftgruppe beziiglich Faserdurchmesser ,prae-
post“. Schwarz:Typ1-Fasern, Beige: Typ2a-Fasern, Grau: Typ2x-Fasern.

In Abbildung 28 ist zu erkennen, dass die einzelnen Probanden starke
Schwankungen bezuglich des Faserdurchmessers aufwiesen. Aufgrund der
abweichenden Ergebnisse der einzelnen Probanden ergibt sich fir das
Gesamtkollektiv nur eine geringe Zunahme des Muskelfaserquerschnitts der

Typ | und lla-Fasern, jedoch ohne signifikantes Niveau.
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SMD Kraftruppe

120 -
B
5 100 -
= T -
5 80 - T
()
€ 60 -
<
o
S 40 -
°
? 20 -
LL

0,

Abbildung 29: Faserdurchmesser der Kraftgruppe ,prae-post‘. Schwarz:Typ1-Fasern, Beige:
Typ2a-Fasern, Grau: Typ2x-Fasern.

Die Werte steigerten sich von 73,97 + 5,9 um auf 77,99 + 4,9 um fur Typ | und
bei den Muskelfasern Typ lla von 76,09 + 13,1 ym auf 87,84 + 8,7 um. Bei den
schnellzuckenden Typ lIx Fasern ergibt sich eine geringe Abnahme von 86,62 +

4,3 uym auf 74,69 + 8,1 ym. Es konnten keine Signifikanten festgestellt werden.

3.4.2 Muskelfaserdurchmesser Ausdauergruppe im

Probandenvergleich

Probandenvergleich SMD Ausdauer
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Faserdurchmesser (um)
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Abbildung 30: Vergleich der Probanden der Ausdauergruppe bezlglich Faserdurchmesser
.prae-post‘. Schwarz:Typ1-Fasern, Beige: Typ2a-Fasern, Grau: Typ2x-Fasern.
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In Abbildung 30 ist zu erkennen, dass ein starker inter-individueller Unterschied
bezuglich des SMD besteht.

SMD Ausdauergruppe
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Abbildung 31: Faserdurchmesser der Ausdauergruppe ,prae-post‘. Schwarz:Typ1-Fasern,
Beige: Typ2a-Fasern, Grau: Typ2x-Fasern.

Die Werte fielen von 66,91 + 6,7 um auf 64,85 + 7,5 ym fir Typ | und bei den
Muskelfasern Typ lla von 79,60 + 12,7 ym auf 74,44 + 8,9 uym. Bei den
schnellzuckenden Typ lIx Fasern ergibt sich eine geringe Abnahme von 71,81 +

12,2 ym auf 63,74 + 9,2 ym. Keine Signifikanzen wurden festgestellt.
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3.4.3 Muskelfaserdurchmesser Kontrollgruppe im
Probandenvergleich

Probandenvergleich SMD Kontrolle
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Abbildung 32: Vergleich der Probanden der Kontrollgruppe bezilglich Faserdurchmesser ,prae-
post®. Schwarz:Typ1-Fasern, Beige: Typ2a-Fasern, Grau: Typ2x-Fasern.

In Abbildung 32 ist zu erkennen, dass ein starker inter-individueller Unterschied
bezuglich des SMD besteht.
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Abbildung 33: Faserdurchmesser der Ausdauergruppe ,prae-post”. Schwarz:Typ1-Fasern,
Beige: Typ2a-Fasern, Grau: Typ2x-Fasern.
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Die Werte fielen von 74,93 + 9,2 ym auf 70,53 + 10,1 pm fur Typ | und bei den
Muskelfasern Typ lla von 86,71 + 14,5 pm auf 81,93 + 12,3 uym. Bei den
schnellzuckenden Typ lIx Fasern ergibt sich eine geringe Abnahme von 76,39 +
11,9 um auf 72,81 £ 9,6 ym. Es konnten keine signifikanten Veranderungen

erkannt werden.

3.5 Muskelfaserverteilung

3.5.1 Faserverteilung Kraftgruppe

Faserverteilung Kraftgruppe

70% +
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% +
0% -

L

lla lIx

Abbildung 34: Muskelfaserverteilung in Prozent des rechten M vastus lateralis vor und nach
einem 12 wochigem Krafttraining.

In der Abbildung 34 sieht man die durchschnittliche Verteilung der Muskelfasern
der Probanden der Kraftgruppe vor dem Interventionstraining, wobei 55% der
vorhandenen Fasern dem Typ | (langsam) zuzuordnen sind, 33% dem Typ lla
(schnell) und 12% dem Typ lIx (sehr schnell). Nach dem Interventionstraining
wurden 56% der Muskelfasern dem Typ | zugeordnet, 36% dem Typ Ila und 8%
dem Typ lIx. Es ist keine signifikante Veranderung der Muskelfaserverteilung zu

erkennen.
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3.5.2 Faserverteilung Ausdauergruppe

Faserverteilung Ausdauergruppe
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Abbildung 35: Muskelfaserverteilung in Prozent des rechten M vastus lateralis vor und nach
einem 12 wochigem Ausdauertraining.

In Abb. 35 sieht man die durchschnittiche Faserverteilung der
Probandengruppe der Ausdauergruppe vor der Interventionsstudie, wobei 51%
der Fasern dem Typ | zuzuordnen sind, 33% dem Typ lla und 16% dem Typ lIx.
Nach der Interventionsstudie wurden 55% dem Typ | zugeordnet, 30% dem Typ
lla und 15% dem Typ 2x. Es konnte hier keine signifikante Veranderung der

Muskelfaserzusammensetzung beobachtet werden.
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3.5.3 Faserverteilung Kontrollgruppe

Faserverteilung Kontrollgruppe
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Abbildung 36: Muskelfaserverteilung in Prozent des rechten M vastus lateralis vor und nach
der Studie.

In Abb. 36 sieht man die durchschnittiche Faserverteilung der
Probandengruppe der Kontrollgruppe vor der Interventionsstudie, wobei 55%
der Fasern dem Typ | zuzuordnen sind, 27% dem Typ lla und 18% dem Typ lIx.
Nach der Studie wurden 48% dem Typ | zugeordnet, 32% dem Typ lla und 20%
dem Typ 2x. Es konnte hier keine signifikante Veranderung der

Muskelfaserzusammensetzung beobachtet werden.

3.6 Quantifizierung von proliferativen Satellitenzellen

Die immunhistochemische Bearbeitung der Muskelschnitte sowie die
Auswertung der proliferierenden Satellitenzellen Gbernahm ein Diplomand
unserer Arbeitsgruppe (Lars Manegold). Ein Vergleich der Proben vor und nach
der Studie konnte nicht durchgefuhrt werden, da alle ,prae-Proben® die in
Paraffin eingebettet wurden, aus nicht erkenntlichen Grinden beim schneiden
im Mikrotom zerfielen. Aus diesem Grund konnten lediglich die ,post-Proben®
miteinander verglichen werden. Hier werden im Folgenden die wichtigsten

Ergebnisse zusammengefasst:

68



Ergebnisse

Satelitenzellen (Prozent)
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Abbildung 37: zeigt die prozentualen Anteile noch gefarbter Zellkerne bei den PCNA-
Farbungen gegeniber den HE-Farbungen. Mittelwert und Standartabweichung
der Prozentangaben der Kontroll-, Kraft und Ausdauergruppe.

** Hochsignifikante Erhdhung zwischen der Kontroll- u. Ausdauergruppe nach zwolfwdchigem Training (p
<0.01).

+

Die Satellitenzellanzahl bei der Kontroligruppe liegt im Mittelwert bei 7,125 *
6,63. Dies entspricht in Prozent zu den HE-gefarbten Zellkernen 6,18% =+
5,17%. Die Kraftgruppe weist einen Mittelwert von 13,75 + 11,62 auf. In Prozent
zu den HE-gefarbten Zellkernen entspricht dies 12,88% * 10,54%. Trotz der
tendenziellen Erhdhung konnte keine statistische Signifikanz nachgewiesen
werden. Die Ausdauergruppe weist mit 17,92 £ 13,12 einen **hochsignifikant (p
< 0.01) hoheren Wert im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. In Prozent entspricht
dies 21,89% + 16%.
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4 Diskussion

4.1 Kraft- und Ausdauerwerte

Die Kraftwerte der Kraftgruppe haben sich signifikant verbessert. Die
Ausdauerwerte der Ausdauergruppe verbesserten sich ebenfalls signifikant.
Umgekehrt gab es keine Veranderungen der Kraftwerte bei der
Ausdauergruppe sowie keine Veranderungen der Ausdauerwerte bei der
Kraftgruppe. Die Ausdauerwerte wurden anhand der Aerob-anaeroben
Laktatschwelle bestimmt. Die Aerob-anaerobe Schwelle nach Mader (1976)
liegt bei vier mmol/l Laktat. Die unveranderten Laktat- und Herzfrequenzwerte
der Probanden aus der Kraftgruppe in den einzelnen Laufstufen sowie bei den
zwei und vier mmol/1 Schwellen deuten darauf hin, dass keine Verschiebungen
der aerob-anaeroben Schwelle, beziehungsweise der Laktat- und
Herzfrequenzkurven stattfanden. Verantwortlich fur das Ausbleiben einer
verzogerten und verminderten Laktatproduktion ist wahrscheinlich die fehlende
metabolische Adaptation durch Krafttraining. Es kommt zu keinen signifikanten
positiven Auswirkungen auf  die Mitochondriendichte, maximale
Sauerstoffaufnahme, Kapillardichte, Substratspeicher und  aeroben
Enzymaktivitaten. Ahnliche Ergebnisse wie die in dieser Studie erzielten
Ergebnisse bieten die Studien von Hickson et al. (1988), Bishop et al. (1999),
Hoff et al. (1999) und Paavolainen et al. (1999). Allerdings scheint die Art bzw.
die Anwendungsform des Krafttrainings entscheidend fur eine Adaptation der
Ausdauer verantwortlich zu sein. So fuhrten Marcinik et al. (1991) an 18
untrainierten Mannern im Alter von 25 bis 34 Jahren ein zwolfwochiges
Krafttraining durch. Das Training erfolgte dreimal wochentlich, mit drei Satzen
mit 15 bis 20 Wiederholungen. Die Pausendauer lag bei 30 Sekunden. Nach
der zwolfwochigen Trainingsperiode wiesen die Probanden eine um 12%
erhohte Laktatschwelle auf, d.h. sie konnten bei einer 12% hoheren Intensitat
(%VO2max) fahren, bevor sie die aerob-anaerobe Schwelle erreichten. Hinzu

kam, dass die Blutlaktatwerte in submaximalen Intensitaten nach der
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Trainingsphase niedriger waren. Zu beachten sind hierbei die Trainingsart und
die Probanden. Die kurzen Pausen und die relativ hohe Wiederholungszahl (15-
20) konnten ein ausreichender Stimulus sein, um bei Untrainierten eine
Verbesserung der Laktatwerte zu erzielen (Jung et al., 2003). Marcinik et al.
(1991) fuhrten die positiven Auswirkungen des Krafttrainings auf das
Laktatverhalten auf die durch das Krafttraining verursachte Steigerung der
Beinkraft zurtck. Sie postulierten, dass die einzelnen Fasern mehr Kraft
aufbringen konnten und bei gleicher Belastung weniger Leistung aufbringen
mussten. Die Einsparung anaerober Energiegewinnung wirde folglich zu einer
geringeren Laktatproduktion flhren. In den meisten Krafttrainingsstudien, die
mit submaximalen Lasten (ca. 80% der Maximalkraft) und Pausenzeiten
zwischen zwei und vier Minuten durchgefuhrt wurden, konnten allerdings keine
veranderten Laktatwerte nachgewiesen werden (Hickson et al. 1988, Bishop et
al. 1999, Hoff et al. 1999 und Paavolainen et al. 1999). Diese
Studienergebnisse decken sich mit denen der vorliegenden Arbeit. Bei der
Ausdauergruppe konnten keine signifikanten Verbesserungen der Maximalkraft
festgestellt werden, obwohl zahlreiche Studien einen durch Ausdauertraining
resultierenden Kraftzuwachs nachweisen konnten (Bell et al. 2000, Glowacki et
al. 2004, Izquierdo et al. 2005). Die Kraftzuwachse wurden allerdings nicht mit
einer Hypertrophie in Verbindung gebracht und daher ist es wahrscheinlich,
dass die gemessenen Kraftzuwachse auf neuronaler Ebene stattgefunden
haben. Die abweichenden Ergebnisse der vorliegenden Studie zu den
genannten Studien konnten auf das Alter und den Trainingszustand der
Probanden zuruckzufuhren sein. Die Probanden der beiden Studien von
Izquierdo et al. konnten im Gegensatz zu den Probanden vorliegender Studie
ihre Kraftwerte steigern. Ein dreimal wdchentliches Ausdauertraining kénnte fur
jungere Probanden mit einem aktiven Trainingszustand (gekennzeichnet durch
normale physische Aktivitat, aber nicht speziell kraft- oder ausdauertrainiert) ein
zu geringer Stimulus sein, um ahnliche Adaptationen wie bei alteren,
untrainierten Probanden hervorzurufen. Weiterhin ist zu bertcksichtigen, dass

bei der Krafttestung eine isolierte Beinstreckung gemessen wurde. Beim laufen
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allerdings wird die gesamte HUft- und Beinstreckmuskulatur bendtigt und
trainiert. In Ubereinstimmung mit den Studien von Bell et al. (2000) und
Glowacki et al. (2004) waren beim Beinstrecker in der Abschlusstestung keine
Steigerungen der Kraftwerte zu verzeichnen. Um eine Kraftsteigerung dennoch
auszuschlieen, bdte es sich an, bei nachfolgenden Studien nicht nur isoliert
am Beinstrecker sondern auch mehrgelenkig zum Beispiel an der Beinpresse

die Krafttestungen durchzufuhren.

4.2 Myostatinwerte

In allen drei Gruppen konnten keine signifikanten Veranderungen der
Myostatinwerte in der mRNA festgestellt werden. Im Vergleich zu anderen
Studien ist das ein unerwartetes Ergebnis. So beschreiben zum Beispiel Kim et
al. (2007), die mit 66 untrainierten Mannern und Frauen verschiedenen Alters
ein sechzehnwochiges Krafttraining absolvierten eine deutliche Abnahme der
Myostatinwerte in der mRNA im Schnitt um 52%. Das Kraftraining wurde
dreimal wochentlich mit einer Intensitat von ca. 80% der Maximalkraft und je
drei Satzen pro Ubung durchgefiihrt. Der Fokus des Trainings lag auf den
Beinen (Beinpresse und Beinstrecker), da die Biopsien ebenfalls an den
Oberschenkelmuskeln genommen wurden. Sowohl das Alter der Probanden als
auch das Geschlecht hatten keinen besonderen Einfluss auf die verringerte
Myostatinexpression im Muskel. Die Autoren unterschieden aul3erdem noch
nach ,responder und ,non-responder und konnten auch hier keine
statistischen Unterschiede feststellen. Die Moystatin- Propeptide veranderten
sich durch das Training nicht. Allerdings wurde ein Anstieg von 44% des
Myostatin- Proteins gemessen und die Autoren erklaren damit den gesunkenen
Myostatin mMRNA Wert gemall der so genannten ,Myostatin-Auto-Regulation®
nach Forbes et al. (2006). Diese Theorie besagt, dass hohe Myostatin- Protein-
Werte durch ein negatives Feedback von Smad7 abhangigen Mechanismen zu
verminderten Myostatin mRNA Werten fuhren konnen. Ein ahnliches Ergebnis

konnten Roth et al. (2003) bei einem neunwdchigen rein konzentrischen

72



Diskussion

Krafttraining an hydraulischen Geraten nachweisen. Drei mal pro Woche
absolvierten 15 junge und alte Manner und Frauen ein einbeiniges Krafttraining
am Beinstrecker und senkten ihre Myostatinwerte im Schnitt um 37% im
Vergleich zu den Werten vor der Trainingsintervention. Sowohl das
Muskelvolumen als auch die Maximalkraft erhéhten sich Uber den
Trainingszeitraum signifikant. Muskelbiopsien wurden zwei Wochen vor der
Intervention und 48 — 72 Stunden nach der Intervention am trainierten Bein
entnommen und mittels real time PCR wurden die mRNA Myostatinwerte
gemessen. Bei vier Probanden sieht man allerdings eher einen Anstieg der
Myostatinwerte. Aufgrund der geringen Probandenzahl postulieren die Autoren
weitere Studien, um die Ergebnisse zu Uberprifen. Kopple et al. (2006) haben
mit acht Hemodialysepatienten ein neunwdchiges Ausdauertraining
durchgefuhrt und ebenfalls einen deutlichen Rickgang der mMRNA
Myostatinwerte um 51% gemessen. Diese Studie lief als so genannte
Pilotstudie, und in der Nachfolgestudie (Kopple et al. 2007) wurden noch mehr
Hemodialysepatienten trainiert. Hier konnten die Daten von 51 Patienten
ausgewertet werden, die randomisiert in eine Kraftgruppe, eine
Ausdauergruppe, eine Kraft- und Ausdauergruppe und in eine Kontrollgruppe
eingeteilt wurden. Die drei Trainingsgruppen trainierten jeweils dreimal pro
Woche uber einen Zeitraum von 18 Wochen und senkten ihre Myostatinwerte
signifikant (Ausdauer: -22%, Kraft: -23%, Ausdauer-Kraft: -39%). In der
Kontrollgruppe wurde hingegen ein Anstieg von 29% in der mRNA gemessen.
Hittel et al. (2010) fuhrten mit zehn insulinresistenten Mannern ein
sechsmonatiges Ausdauertraining (ca. 1200 kcal/Woche bei 55% VO2max)
durch und konnten ebenfalls eine Senkung des Myostatinwertes um 37%
feststellen. Walker et al. (2004) fihrten mit 17 jungen, gesunden Mannern
zweimal pro Woche ein zehn- wochiges Krafttraining durch und stellten einen
durchschnittlichen Rickgang des Myostatinwertes um 20% fest. Allerdings
handelte es sich hierbei um Messungen im Plasma durch so genannte

,Western analysis”.
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Einen kurzfristigen Rickgang der Myostatinwerte als Antwort auf einen
einmaligen bzw. mehrmaligen Trainingsreiz wurde bei verschiedenen Studien
festgestellt. So konnten Coffey et al. (2006) bei einem einmaligen Trainingsreiz
mit 13 trainierten Sportlern unterschiedliche Ergebnisse festhalten. Die
Probanden mussten entweder acht Satze a funf Wiederholungen mit dem
jeweiligen 5er Wiederholungsmaximum oder 1 h Fahrradfahren auf dem
Ergometer bei 70% der VO2max. Die sieben krafttrainierten Probanden zeigten
keinerlei signifikante Veranderung der Myostatinwerte. Bei den sechs
ausdauertrainierten Sportlern konnte man nach dem Krafttraining einen
signifikanten Rickgang des Myostatinwertes (0,6fach) messen und nach dem
Ausdauertraining einen Anstieg (zweifach) des Myostatinwertes. Die Autoren
weisen darauf hin, dass moglicherweise die sportliche Vorerfahrung der
Probanden einen Einfluss auf die Regulation des Myostatinwertes haben
konnte. Einen vergleichbaren Trainingsreiz setzten Louis et al. (2007) bei zwolf
trainierten  Probanden. Sechs Probanden mussten dreimal zehn
Wiederholungen mit ca. 70% der Maximalkraft an einem Beinstrecker
durchfuhren und sechs Probanden eine halbe Stunde bei ca. 75% der VO2max
auf einem Laufband laufen. Die Biopsien wurden unmittelbar vor und nach dem
Trainingsreiz sowie 1, 2, 4, 8, 12 und 24 Stunden nach der Reizsetzung
entnommen. Sowohl das Ausdauertraining als auch das Krafttraining I6sten
eine signifikante Senkung der Myostatinwerte aus, wobei das Krafttraining eine
starkere Suppression ausloste als das Ausdauertraining. Die grofiten
Absenkungen der Myostatinwerte wurden hier nach acht Stunden (2,6-fach)
bzw. nach zwolf Stunden (3,6-fach) gemessen. Diese Zeitreihenanalyse konnte
darauf hinweisen, dass ca. acht bis zwdlf Stunden nach der letzten
Trainingseinheit die Myostatinwerte der mRNA, vermutlich als Reaktion auf den
Trainingsreiz, ihre grof3te Suppression erfahren. Nach 24 Stunden konnte fur
die Laufgruppe keine signifikante Veranderung mehr gemessen werden, fur die
Kraftgruppe allerdings schon. Costa et al. (2007) untersuchte in ihrer Studie
unter anderem die Myostatin mMRNA Werte nach einem exzentrischen

Krafttraining, welches an sechs aufeinander folgenden Tagen absolviert wurde.
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Die neun mannlichen Probanden der Trainingsgruppe mussten sechs Satze a
15 Wiederholungen mit ihrem individuellen exzentrischen Maximalgewicht
ausfuhren. Das exzentrische Training wurde an einem Isokineten durchgefuhrt.
Biopsien wurden eine Woche vor dem Training, am dritten Trainingstag und 24
Stunden nach dem letzten Training entnommen. Die Myostatinwerte sanken
signifikant um 74% am dritten Tag und um 72% am siebten Tag. Die Autoren
erklaren die extreme Suppression des Myostatin in der mRNA mit der
funktionellen Wirkungsweise des Myostatin. Dieses wirkt wahrscheinlich
hemmend auf die Aktivierung, Proliferation und Differenzierung von
Satellitenzellen, welche besonders bei Verletzungen des Muskels aktiviert
werden. Da ein exzentrisches Krafttraining durch die verminderte Rekrutierung
von motorischen Einheiten zu Mikrotraumata der Muskulatur fihren kann, hat
diese Art von Krafttraining wahrscheinlich einen starken, regulativen Einfluss
auf die Myostatinexpression im Muskel. Einen auxotonischen Trainingsreiz
setzten Kim et al. (2005) bei insgesamt 38 jungen und alten Mannern und
Frauen. Nach einigen Trainingseinheiten die der Gewohnung an die Ubungen
Kniebeuge, Beinpresse und Beinstrecker dienen sollten, wurden jeweils 3 Satze
mit je acht bis zwoIf Wiederholungen bis zur Ermidung durchgefiihrt. Die
Biopsien wurden vor dem ersten Training und 24 Stunden nach dem
eigentlichen Trainingsreiz enthommen. Die gesamte Gruppe verzeichnete einen
Ruckgang der Myostatinwerte um 44%. Die Gesamtheit wurde in vier Gruppen
unterteilt. Altere Manner und Frauen (60 — 75 Jahre) und jlingere Manner und
Frauen (20 — 35 Jahre). Mit Ausnahme der alteren Frauen wurde bei allen
Gruppen ein signifikanter Rickgang der Myostatinexpression gemessen. Die
Autoren diskutieren, ob dieser verminderte Rickgang bei alteren Frauen mit
dem in bisherigen Krafttrainingsstudien gezeigten geringeren
Muskelmassezuwachs zusammenhangen konnte. Dies wirde die These
unterstitzen, dass eine verminderte Myostatinexpression im Muskel ein
indirekter Marker fur ein einsetzendes Muskelwachstum sein kénnte. Coffey et
al. (2006) konnten nach einem einstindigen Fahrradergometer Training

dagegen bei sechs ausdauertrainierten Mannern einen Anstieg des
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Myostatingehaltes nachweisen. Die Autoren geben keine definierte Erklarung
fur diesen Anstieg an, halten aber den Zeitpunkt der Biopsie, welcher
unmittelbar nach dem Trainingsreiz war, fur eine mogliche Erklarung. Hulmi et
al. (2007) verglichen den Myostatingehalt der mRNA nach einem einzelnen
Training mit dem nach einem 21-wdchigem Training. EIf altere, untrainierte
Manner mussten funf Satze a zehn Wiederholungen an der Beinpresse
absolvieren und wurden vor dem Reiz, bzw. 1 und 24 Stunden nach dem
Krafttrainingsreiz, biopsiert. Nach dem 21-wdchigen Krafttraining stellten die
Untersucher einen signifikanten Anstieg (+57%) des Myostatingehaltes in der
MRNA fest. Die Autoren erklaren diesen Anstieg mit dem Zeitpunkt der letzten
Biopsie. Unmittelbar nach dem letzten Trainingsreiz, bzw. 24 Stunden danach,
wurde ein Ruckgang des Myostatingehaltes gemessen. Den signifikanten
Anstieg des Myostatins beobachtete man in der Biopsie vor dem letzten
Trainingsreiz, und dieser fand eine Woche vom vorletzten Trainingsreiz statt.
Daher beschreiben die Autoren den Anstieg als ,increase of basal-resting
myostatin mMRNA level®. Ein wechselseitiger Zusammenhang zwischen der
kurz- und langfristigen Regulation des Myostatingehaltes als Antwort auf einen
Trainingsreiz wird hier angemerkt. Die Autoren errechneten statistische
Korrelationen und bemerkten, dass je grof3er der Anstieg des Myostatingehaltes
wahrend des mehrwochigen Krafttrainings war, desto starker war der Abfall des
Myostatingehaltes  unmittelbar nach  einem  Krafttrainingsreiz.  Der
Trainingszustand der Probanden kdnnte demnach als weiterer Einflussfaktor
fur die Regulation des Myostatin mMRNA Gehaltes gesehen werden. Einen
langfristigen Anstieg des Myostatingehaltes konnte auch Willoughby (2004) in
seiner Studie feststellen. Zwolf untrainierte, junge Manner flhrten ein
zwolfwochiges Krafttraining durch wobei dreimal pro Woche mit einer Intensitat
von 85-90% der Maximalkraft trainiert wurde. Die Biopsien wurden vor der
Trainingsintervention, nach sechs Wochen und nach zwolf Wochen ca. 15
Minuten nach der letzten Trainingseinheit entnommen. Der mRNA
Myostatingehalt stieg nach zwolf Wochen um 32% an. Der FLRG- Wert
(Follistatin- related Gene) stieg um 127% an. Den Anstieg der FLRG- Werte
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deutet Willoughby als mdgliche Erklarung fir den Anstieg der Myostatinwerte.
Da es zu einem Muskelwachstum kam, konnten die gestiegenen FLRG- Werte
ein Indiz dafur sein, dass sie durch Bindung an den Aktivin Ilb Rezeptor
hemmend auf das Myostatin wirkten. Der Autor diskutiert den Anstieg der
Myostatinwerte im Gegensatz zum Abfall der Myostatinwerte bei Roth et al.
(2003) unter anderem mit der Art des Trainings. Roth et al. lieen ihre
Probanden lediglich konzentrisch trainieren und Willoughby fuhrte mit den
Probanden ein auxotonisches Training durch. Der Autor vermutet, aufgrund
verschiedener Studienergebnisse, dass exzentrische Kontraktionen eine
starkere Auswirkung auf die Myostatinexpression im Muskel haben koénnte.
Exzentrische Kontraktionen fuhren im Allgemeinen zu einer starkeren
Stresssituation im Muskel und dadurch auch zu mehr Schadigungen der
Muskulatur auf Mikroebene. Ob die Abweichung der Myostatinregulation im
Vergleich zu den Studien von Roth et al. (2003) und Kim et al. (2007) an der
angewandten Kontraktionsform beim Training oder am Zeitpunkt der
Biopsieentnahme lagen, geht aus dem derzeitigen Stand der Literatur nicht

hervor.

Dass der Myostatinwert in der mRNA nicht unbedingt auf eine
Krafttrainingsintervention reagieren muss zeigt die Studie von Jensky et al.
(2010) die mit zwolf jungen Frauen sowohl exzentrische Kontraktionen als auch
konzentrische Kontraktionen durchgefuhrt haben. Sechs Probanden flhrten an
sieben Trainingstagen (jeweils montags, mittwochs und freitags) ein
exzentrisches Beintraining durch. Sechs Probanden fuhrten ein konzentrisches
Beintraining mit je zehn Satzen durch. Die Satze wurden mit maximalen Lasten
und einer 20-sekindigen Pause ausgefihrt. Die Biopsien wurden jeweils eine
Woche vor dem ersten Trainingsreiz, nach dem ersten und letzten Trainingsreiz
mit jeweils acht Stunden Abstand entnommen. Die Ergebnisse zeigten weder
einen signifikanten Anstieg noch einen Abfall der Myostatin mMRNA Werte. Bei
beiden Gruppen gab es sehr unterschiedliche Messwerte der Probanden, so
dass keine Signifikanz erreicht werden konnte. Wie in der vorliegenden Studie

gab es sowohl Probanden, deren Myostatinwerte gestiegen waren, als auch
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Probanden, deren Myostatinwerte gesunken bzw. unverandert waren. Die
Autoren fuhren dazu an, das es bisher keine Studien gab, die geschlechtliche
Unterschiede der Myostatinexpression nach Krafttraining in den Fokus
genommen hat. Im folgenden eine Ubersichtstabelle aller relevanter

Myostatinstudien mit Menschen:
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on

Autoren/ | N/ Geschlecht Trainings- Belastungs- Analyse/ Gemessene Myostatin-
Jahr intervention normative Methoden Parameter Expression
Coffey et al. |7 Krafttrainierte und |Einmaliger Trainingsreiz |8x5 max. Biopsie 3h nach Myostatin, MyoD, [Nach Kraft bei ET: |
(2006) 6 Ausdauertrainierte|bei trainierten Sportlern  [Beinstreckertbung; Belastung Myogenin, VEGF, . R
Manner PDK4, MAFBX | Nach Cycling bei ET:
1 h cycling bei 70% RT-PCR ’ i
Vo2max
Costaetal. |9 gesunde 6 Tage hintereinander 6x15 Wdh. MVC RT-PCR, Myostatin, MyoD, [Myostatin deutlich|
(2007) untrainierte &, Exzentrisches Exzentrisch am Myf5,— An allen
6 Kontrolle Kraftiraining ORI Myogenin? MeRzeitpunkten
Gonzales- 42 gesunde Vergleich des Keine PCR, Myostatin, Myostatin bei HIV
Cadavid et al. |Manner, 61 HIV Myostatingehalts von Trainingsintervention Western Blot mRNA kranken war deutlich
(1998) infizierte Manner Gesunden und HIV (Antikbrper) ’ erhoht.
positiven Mannern. Myostatin Protein
Immunofluoreszens
Hittel et al. 10 insulinresistente |Halbes Jahr 1200kcal/Woche bei Myostatin Myostatin sank um
(2010) Manner Ausdauertraining 55%V02max 37%
Hulmi etal. |11 untrainierte alte |Einmaliger Trainingsreiz |5x10 Wdh. Beinpresse |Biopsien vor, nach 1h{Myostatin, Nach einmaligem
(2007) Méanner und 11 im Vergleich zu 21 uber 21 Wochen und 24h bzw. nach  |Myogenin, Activin |Training: |
Kontrollpr. wdchigem Training 21 Wochen IIb | Nach 21 Wochen: 1
Ivey et al. 1.8, 11].Q, Unilaterales 3x wo. HRT MRI, Myostatin & mehr
(2000) 12a.3, 11a.9 Kniestreckertraining Genotype genotype, Muskelwaqhstum als
Q, alter kein
Muskelwachstum

Unterschied, 5 Frauen

mit weniger Myostat
Allelen mehr M.-

in-
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Autoren/ | N/ Geschlecht Trainings- Belastungs- Analyse/ Gemessene Myostatin-
Jahr intervention normative Methoden Parameter Expression
wachstum
Jensky etal. [12j. @ Unilaterales 7 Trainingseinheiten |PCR. mRNA Myostatin, MyoD, |Keine Unterschiede
(2010) Kniestreckertraining, 6 Follistatin bei Myostatin und
konz.; 6 exz. Follistatin.

Jespersen et

15 untrainierte

3 monatiges Krafttraining/

4-5 Satze a 5-16 Wdh.

Biopsien nach 30 und

Myostatin mRNA,

Myo mRNA: nach Tr

al. (2009) junge Manner 3 monate “detraining” 90 Tagen sowie nach [Protein, Faser- keine signfikanten
3,10,30,60,90 Tagen |Histologie Veranderungen
detraining, Western (nurTd), nach
blot, Antikérper detraining Anstieg um
79%
Kim et al. 19 Manner und 19 |Einmaliger Trainingsreiz |3x12 Wdh. Beinpresse |Biopsie 24h nach Myostatin, p21cip, |Deutlicher Riickgang
(2005) Frauen bei alten und jungen und Beinstrecker Belastung p27cip, Cyclin B1 |bei jung und alt |
Probanden RT-PCR und D1, MGF
Kim et al. 66 untrainierte 16 Wochen Krafttraining [3x8-12 Wdh. Biopsie 24h nach Myostatin, p21cip, [Myo-mRNA sank
(2007) junge/alte Beinpresse und Belastung RT-PCR  [p27cip, Cyclin B1 |um52%; Myo-Protein
Manner/Frauen Beinstrecker; 3xwo. und D1, (50kDa)stieg um 44%
Kopple et al. |8 Hemodialyse- Leichtes Ausdauertraining |9 Wochen Biopsien Myostatin mRNA, |Myostatin mRNA |
(2006) Patienten RT-PCR IGF1, IGF1R,?
IGFBPs
Louis et al. |6 trainierte Sportler |Einmaliger Reiz 3x10 Wdh 10RM bzw. |Biospien vor, nach  |Myostatin Myo sank von 2,5fach
(2007) 30 min Laufen mit 75% jund 1,2,4,8,12 und bis 6,3fach starkster

VO2max

24h post Traiining

Abfall nach 8h!
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Autoren/ | N/ Geschlecht Trainings- Belastungs- Analyse/ Gemessene Myostatin-
Jahr intervention normative Methoden Parameter Expression
Marcell et al. |27 gesunde alte Vergleich von Myostatin  |Keine Biopsien Myostatin, GHR, |GH und Testo|
(2001) Manner und Hormonen Trainingsintervetion RT-PCR IGF1, AR negativ korreliert mit
Myostatin?t
Reardon et |12 atrophe Vergleich zu Immobilisierte Biopsien vor und funf |Myostatin, Positive Korrelation
al. (2001) Huftpatienten Kontrollprobanden Hiftpatienten mit prae- [Tage nach Huft-TEP IGE1 Myostatin -
(43,89) und postoperativ OP 1 Muskelatrophie
ATPase, HE, PCR  |-IF+ 1
Atrophie 1
Roth et al. 15 alte und junge |Unilaterales 3x wo. Krafttraining Biopsien vor und 48- |Myostatin mRNA [|37% |
(2003) Manner und Frauen |Kniestreckertraining (nur |HRT, 9 Wochen 72 h nach 9 Wochen Alter und Geschlecht
(73,89) konzentrisch) Training egal
Myostatinexpression
keine Signifikanz zu
Kraftzuwachs.
Schuelke et {1 Kind mit Keine Case report
al. (2004) extremem Trainingsintervention
Muskelwachstum
Walker et al. [17 gesunde Manner|Ganzkorpertraining(GT)  [2x wo. Krafttraining bei |Plasmamessung Myostatin, IGF-1 |SD 20% |
(2004) VS. 80% ORM, 10 Wochen |prae-post, — Kein sign.Unterschied
Armbeugertraining(AB)  |Training RIA, Western GT zu AB
Analysis
Willoughby |22 untrainierte 12 Manner Krafttraining  |3x wo. Krafttraining bei [ImRNA und Protein  [Myostatin mMRNA |mRNA und Protein: 1

85-90% ORM, 12

und Protein,
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Autoren/ | N/ Geschlecht Trainings- Belastungs- Analyse/ Gemessene Myostatin-
Jahr intervention normative Methoden Parameter Expression
(2004) Manner der u. Extremitaten, Wochen Training FLRG,1 activinllb,|
10 Kontrolle cortisol,t
glucocorticoid
receptor,t
myofibrillar
proteint
Zachwieja et [12 gesunde Manner |25 Tage Bettruhe mit 6° [Vergleich vor und nach |Blutplasma, DEXA  |Myostatin Plasma Myostatin um
al. (1999) negativer Neigung Bettruhe immunoreaktives |12% 1
Protein,
LeanBodyMass|

Tabelle 8: Ubersicht aller humanen Studien zur Myostatinregulation.
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4.3 Muskelfaserdurchmesser

Die Vermessung des Muskelfaserdurchmessers zeigte im Gesamtkollektiv
keine signifikanten Veranderungen. Wie im Kapitel 3.4 zu erkennen ist, herrscht
in den Gruppen ein starker inter-individueller Unterschied bezlglich des SMD.
Grolde Standardabweichungen der einzelnen Probanden lie3en statistisch keine
signifikante Aussage zu. Da zumindest in der Kraftgruppe ein gewisses
Wachstum in Form einer Hypertrophie zu erwarten war, ist die Aussagekraft der
Messmethoden in Frage zu stellen. Es stellt sich die Frage, ob die
Untersuchungsmethode mit der geringen Gewebemenge valide ist, welche
Fehlerindikatoren es zusatzlich bei solchen Biopsie Untersuchungen gibt und
letztendlich auch, ob nach einem dreimonatigen Krafttraining Uberhaupt
zwingend mit einer Hypertrophie (bei jungen Sportlern) zu rechnen ist.
Zahlreiche Studien beschaftigten sich mit der Aussagekraft von Muskelbiopsien.
Fast alle Arbeitsgruppen sind sich dabei einig, dass die Muskelbiopsie zur
Bestimmung des Muskelfaserdurchmessers ein sehr storungsanfalliges

Verfahren ist. Folgende Fehlerquellen sind hier aufzufuhren:

Bei der Enthahme des Muskelgewebes ist die Tiefe der Enthahmestelle nicht
genau festzulegen, und deshalb sind geringe Abweichungen nicht
ausgeschlossen. In der Untersuchung von Mahon et al. (1984) zeigten sich bei
einigen Probanden signifikante Unterschiede zwischen den Faserdurchmessern
einer Referenzbiopsie und einer an derselben Stelle entnommenen tieferen
Gewebeentnahme. Eine weitere Problematik besteht darin, bei der
Nachfolgebiopsie meist nicht die bestehende Narbe neu zu eroffnen sondern
kurz unter oder uber der Entnahmestelle zu schneiden. Bei der Praparation des
Gewebes liegen die Fehlerquellen vor allem in der unterschiedlichen
Geschwindigkeiten des Herunterkihlens der Proben im direkten Anschluss an
die Muskelbiopsie (Halkjaer-Kistensen, Ingemann-Hansen 1981), sowie die im
spateren Verlauf durch die Alkoholreihe vorgenommene Dehydration

(Blomstrand et al. 1984). Beide koénnen zu unterschiedlich starken
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Kontraktionen der Muskelfasern flihren. Werden die gefarbten Schnitte im
nachsten Schritt unter dem Mikroskop betrachtet, fallt auf, dass die
Muskelfasern eines Typs starke Grofenvariationen aufweisen. Diese
Variationen werden in der Publikation von Blomstrand et al. (1984) deutlich. Es
stellt sich somit die Frage, wie viele Muskelfasern vermessen werden mussen,
um solche ,Ausreil3er” statistisch zu relativieren und ob der Abstand zwischen
den beiden Entnahmestellen eine Auswirkung auf die Faserdurchmesser hat.
Hierzu liegen in der Literatur unterschiedliche Angaben vor. In der Studie von
Willan et al. (2002) wurden Biopsien am musculus vastus lateralis im Abstand
von 2,5 cm entnommen. Im Ergebnis waren die Fasern der proximalen Biopsie
im Durchschnitt 12,5-20% groRer. Mahon et al. kommen dagegen zu keinem
einheitlichen Ergebnis. Obwohl sie die Biopsien im Abstand von 5 cm
entnahmen konnten sie nur bei zwei von finf Probanden signifikante
Unterschiede zwischen den zwei Arealen feststellen. Simoneau et al. (1986)
entnahmen die Biopsien, wie in unserer Studie, im Abstand von einem cm
voneinander. Sie konnten dabei keine signifikanten Unterschiede im
Querschnitt beider Biopsien erkennen. Aufgrund dieser unterschiedlichen
Ergebnisse kann letztendlich nicht klar gesagt werden, ob - und wenn inwiefern
- sich die Entnahme an zwei Stellen des musculus vastus lateralis auf das
Ergebnis auswirkt. Zur Frage, wie viele Fasern vermessen werden mussen, um
einerseits einen Ruckschluss auf Veranderungen des gesamten Muskels zu
schlieBen und zum anderen den Einfluss von stark abweichenden
Faserquerschnitten statistisch zu verringern, resumieren Always et al. (1989) in
ihrer Studie, dass mindestens 200 Fasern gemessen werden muissen, um ein
akzeptables Ergebnis im Sinne einer Validitat zu erzielen. Lexell et al. (1989)
empfehlen nach ihrer grofl3 angelegten Studie am musculus vastus lateralis von
13 kurz zuvor verstorbenen mannlichen Personen, so viele Fasern wie moglich
zu vermessen. Eine Begrundung findet sich in ihrer Studie anhand der so
genannten ,cross sectional area“. Dabei handelt es sich um die gesamte Flache
einzelner Fasern, die innerhalb einer definierten Region zwischen 480-1750
ccm der Typ | Fasern und 420-1440 ccm fur die Typ Il Fasern variierte.

Genauere Angaben zur bendtigten Muskelfasermenge versuchen McGuigan et
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al. (2002) nach ihrer Untersuchung zu geben. Sie kommen zu dem Schluss,
dass 50 Typ lIx, 200 Typ lla und 150 Typ | Muskelfasern vermessen werden
mussen, um die ,cross-sectional area“ der jeweiligen Typen zu bestimmen. In
der Diskussion warnen die Autoren vor falscher Interpretation der Ergebnisse.
Die in dieser Arbeit vermessenen Faserquerschnitte liegen im Bereich von 60-
100 Mikrometern und stimmen mit den in der Literatur gemessenen Grofden
uberein (Ricoy et al. 1998, Trappe et al. 2000, Mahon et al. 1984). Da aufgrund
der geringen Gewebemenge von ungefahr 30 - 50 mg aber im Durchschnitt nur
ein Drittel an Muskelgewebe vergleichbarer Studien vorhanden war, konnten
die Querschnitte nur von insgesamt circa 100 Muskelfasern pro Proband
vermessen werden. Alle vorher genannten Studien sprechen daflr, dass diese
Gewebemenge nicht ausreicht, um einen wissenschaftlich korrekten Vergleich
zwischen Vor- und Nachtest zuzulassen. Die einzige Untersuchung, die fur die
Validitat der Ergebnisse spricht, wurde von McCall et al. (1998) veroffentlicht.
Nach ihrer Auffassung reichen pro Muskelfasertyp 50 Zellen aus, um ein valides
Ergebnis im Bezug auf die Muskelfaserquerschnitte zu erhalten. Die
methodisch bedingten Fehlerquellen, die einerseits auf der Entnahme und der
histologischen Praparation, andererseits auf der geringen Biopsiemenge
beruhen, lassen die Ergebnisse der nicht signifikanten Querschnittzunahme
resultierend auf ein dreimonatiges Krafttraining nach intensiver
Literaturrecherche nur wenig aussagekraftig erscheinen. Es stellt sich somit die
Frage, ob nach einem solchen Krafttraining Uberhaupt zwingend mit einer
Hypertrophie bei jungen Sportlern zu rechnen ist. Die Probanden waren zwar
krafttrainingsunerfahren, es handelte sich jedoch um Sportstudenten, denen
man eine Grundfitness und aufgrund der Anforderungen der meisten Sportarten
auch eine gewisse Kraftfahigkeit der Beinmuskulatur attestieren muss.
Betrachtet man verschiedene Krafttrainingsstudien, so zeigt sich, dass die
meisten  Untersuchungen die Wirksamkeit der jeweiligen Methode
ausschlieRBlich an Kraftmessungen oder der Zunahme der (fettfreien
Kdérpermasse festmachen. Die Zahl der Studien, die die Hypertrophie wirklich
am jeweils trainierten Muskelquerschnitt messen, ist gering. Studien, die die

Auswirkungen eines Krafttrainings im Bezug auf eine Muskelhypertrophie
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untersuchen, wurden vor allem an alteren Probanden sowie an Personen mit
chronischen Erkrankungen durchgefuhrt (Trappe et al. 2000, Hagerman et al.
2000, Hakkinen K, Hakkinen A 1995, Pyka et al. 1994). Das Ziel war es hierbei,
die Mdglichkeiten des Krafttrainings zur Vermeidung von Sarkopenie zu
bestimmen, um somit die Mobilitat und muskulare Stabilitat dieser Probanden
zu verbessern. Bei Sportlern liegt das Interesse auf einem anderen Gebiet. Bei
ihnen soll das Krafttraining die Leistungsfahigkeit verbessern, weshalb vor
allem die Steigerung der Maximal-, Schnell- und Sprungkraft nach einer
Trainingsmethode von Bedeutung ist (Peterson et al. 2004). Hierbei zahlt
besonders die Steigerung dieser Parameter mit mdglichst geringer
Muskelmassenzunahme. Daher wird zumeist auf die aufwendige Bestimmung
der Hypertrophie verzichtet. In der Literatur wird haufig beschrieben, dass nach
ca. vier Wochen, in denen Kraftsteigerungen vor allem auf neuronalen
Adaptationen beruhen sollen, eine Hypertrophie der trainierten Muskulatur
einsetzt (Steinacker et al. 2000). Betrachtet man die Ergebnisse der Studien,
erkennt man, dass diese weitlaufige Meinung nicht durch alle
wissenschaftlichen Studien belegt werden kann. Fasst man die
Untersuchungen zusammen, wird deutlich, dass am haufigsten bei alteren
Personen nach einer Trainingsintervention von acht bis zwdlf Wochen eine
Hypertrophie gemessen werden konnte (Trappe et al. 2000, Hagerman et al.
2000, Hakkinen, K., Hakkinen, A. 1995, Pyka et al. 1994). Betrachtet man
hingegen Studien mit jungen Probanden, sind die Ergebnisse nicht so
eindeutig. Infolge des Krafttrainings wurden zwar teilweise signifikante
Zunahmen gemessen (Kim et al. 2005, Ivey et al. 2000), jedoch gibt es
ebenfalls Untersuchungen, bei denen keine signifikante Hypertrophie nach
sechs bis achtwoéchigem Training bestimmt werden konnte (Lithi et al. 1986,
Staron et al. 1994). Besonders interessant ist die Studie von Andersen et al.
(1994) da ihr Trainingsdesign mit dem aus dieser Arbeit identisch ist. Hierbei
handelte es sich um Sportler, genauer um Fulballspieler, die neben ihrem
normalen Training dreimal wodchentlich ein Krafttraining mit 80% der
Maximalkraft Uber zwolf Wochen durchfuhrten. Nach Abschluss dieser

Trainingsperiode konnte auch bei dieser Gruppe, identisch mit den Ergebnissen
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dieser Arbeit, keine signifikante Zunahme des Muskelquerschnitts gemessen
werden. Da die Studien kein einheitliches Ergebnis erbringen, besteht die
Frage, ob es einen direkten Zusammenhang zwischen der Kraftfahigkeit und
dem Querschnitt des musculus quadriceps femoris gibt. Einige Studien haben
diese Korrelation anhand von Computertomographie (Greig et al. 1993) und
Ultraschall (Sipila, Suominen 1991) untersucht und bestatigt. Die
unterschiedlichen Ergebnisse konnten daher darauf beruhen, dass die
Kraftzunahme in manchen Studien zu gering war, um mit der jeweiligen
Methode eine Hypertrophie messbar zu machen. Auch wenn die
Vergleichbarkeit der Studien zwischen Kraftzunahme und
Hypertrophiemessung aufgrund unterschiedlicher Messmethoden schwer fallt,
lassen die Ergebnisse dieser Arbeit zumindest die Vermutung zu, dass die
Messbarkeit einer Hypertrophie auf Biopsieebene erst ab einer gewissen
Kraftsteigerung gemessen werden kann. Die Probanden Nr. 2 und 33, bei
denen die deutlichsten Zuwachse der Faserquerschnitte gemessen wurden,
erzielten bei der Kraftmessung mit 797,29 N fur Proband 2 und 737,71 N flr
Proband 33 die mit Abstand hochsten Kraftzuwachse im Nachtest. Gleichzeitig
fuhrten diese Kraftsteigerungen um circa 30%, die in anderen Studien noch
hoher ausfielen hier ebenfalls zu signifikanten Hypertrophien (Hagerman et al.
2000, Hakkinen et al. 2001). Die restliche Gruppe erzielte im Vergleich eine
Kraftsteigerung von nur 244,6 N oder 10,3%. Solche Steigerungen resultierten
in den Studien von Luthi et al. (1986), Abe et al. (2000) und Hakkinen et al.
(2001) ebenfalls in keiner signifikanten Zunahme der Faserquerschnitte. Diese
Feststellung Iasst sich durch wissenschaftliche Publikationen leider nicht weiter
bestatigen, jedoch ist sie auffallig und eventuell eine Begrindung fur die nicht
signifikante Steigerung der Faserquerschnitte der gesamten Gruppe, die
aufgrund ihrer sportlichen Vorerfahrung im gegebenen Zeitraum geringere
Kraftzuwachse erzielen konnte als untrainierte Personen in anderen Studien.
Weiterhin bleibt zu bemerken, dass nicht jeder Mensch gleich auf einen
Krafttrainingsreiz reagiert. Es scheint Phanotypen zu geben, die starker mit
einer Hypertrophie des Muskels auf Krafttrainingsreize reagieren als andere.

AbschlieBend bleibt festzuhalten, dass zwar die Aussagekraft der

87



Diskussion

Biopsieauswertung infolge der beschriebenen methodischen Probleme, unter
anderem der geringen Gewebemenge, angezweifelt werden kann, das Ergebnis
aufgrund der sportlichen Vorerfahrung der Probanden letztendlich jedoch nicht
zwingend im Widerspruch zu anderen wissenschaftlichen Untersuchungen
steht.

4.4 Muskelfaserverteilung

Bei der Verteilung der Muskelfasertypen |, lla und lIx stellte sich im Vorher-
Nachher- Vergleich kein signifikanter Unterschied heraus. Ein so genannter
Jiber-switch®  konnte nicht beobachtet werden. Dass sich die
Muskelfaserzusammensetzung durch ein Kraft- und Ausdauertraining mit
submaximalen Belastungen verandern kann, Dbestatigen zahlreiche
Untersuchungen. Die meisten Studien zeigen eine signifikante Abnahme der
Typ lIx Muskelfasern (Andersen, Aagaard 2000; Bamman et al. 2003; Fry et al.
1994; Green et al. 1999; Hather et al. 1991; Kosek et al. 2006; Martel et al.
2006; Staron et al. 1994; Staron et al. 1990). Zusatzlich ergibt sich zumeist eine
signifikante Zunahme der Typ lla Fasern bei Krafttrainingsbelastungen und eine
Zunahme von Typ I Fasern bei Ausdauerbelastungen.
Muskelfasertyptransformationen sowie die Apoptose und Faserneogenese von
Muskelfasern  bestimmter Typen konnen Veranderungen in  der
Muskelfaserzusammensetzung hervorrufen. Eine Transformation der Typ lIx
Fasern zu Typ lla / Typ | Fasern erscheint sinnvoll, da die zur sehr schnellen
Kontraktion fahigen Typ lIx Fasern, die allerdings energetisch nur flr kurze
Anspannungszeiten optimiert sind, bei serieller Beanspruchung in eine
energetische Notlage gelangen. Allgemein wird angenommen, dass besonders
ein zur Ermidung fUhrendes Krafttraining - wie es in der Studie durchgefihrt
wurde - die Muskelfasertransformation in Richtung Typ lIx OCTyp lla (O Typ I)
vorantreibt. Eine  Transformation zu ermudungswiderstandsfahigeren
Muskelfasern scheint damit fur das biologische System eine Moglichkeit zu
sein, bei einem Krafttraining mit submaximalen Lasten und einer konstanten

Leistungsfahigkeit dieser Fasern seine Gesamtleistung zu verbessern. Eine

88



Diskussion

Optimierung ist auch durch die Apoptose von Typ IlIx Fasern und die
Neogenese von Typ lla (/ Typ |) Fasern denkbar. Uber den Prozess der
Apoptose ist bisher wenig bekannt. Ein Anstieg der Konzentration des Hormons
Cortisol, welches die Bildung schneller MHCs hemmt oder eine Abnahme der
Ausschuttung des Hormons Thyroxin, welches in geringen Konzentrationen die
Bildung langsamer MHCs fordert, konnten auf die Neogenese der Muskelfasern
nach Krafttrainingsbelastungen Einfluss haben (Kadi et al 2005, Steinacker et
al. 2000).

In der vorliegenden Studie konnten keine signifikanten Veranderungen der
Muskelfasertypen beobachtet werden, was wiederum evil. mit dem
Trainingszustand bzw. der Alltagsanforderung der Probanden
zusammenhangen konnte. Die Probanden hatten eine langjahrige sportliche
Vorerfahrung und neben den spezifischen Trainingsreizen, die wahrend der
Interventionszeit gesetzt wurden, weitere sportliche Belastungen innerhalb ihres
Sportstudiums zu tolerieren. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass
auch andere trainingswirksame Reize wahrend des Untersuchungszeitraums
Einfluss auf die mdgliche Faserauspragung der Beinmuskulatur hatten. So
wurden beispielsweise auch in der Kontrollgruppe unspezifische Trainingsreize
wahrend der Interventionszeit durch die sportlichen Belastungen im Studium
gesetzt. In weiteren Studien kdonnte man versuchen, durch die Mitwirkung
unsportlicher Probanden, die mogliche Faserumverteilung durch Training

genauer zu eruieren.

1. Messung von Follistatin und Myopro im Serum

Das Myostatin Propetid (Myopro) und das Follistatin (Folli) sind bekannt als
potente Inhibitoren des Myostatingens (Bogdanovic et al. 2005). Um diese
Antigene im Serum zu detektieren wurde eine besonders sensitive Methode der
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assays) angewandt, die real-time
Immuno-PCR (IPCR, Imperacer®) (Niemeyer et al. 2005). Mit Hilfe dieser
Methode konnten im Serum der Probanden die Folli und Myopro Werte
bestimmt werden (Diel et al. 2010).
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Analog zu den Messergebnissen der mMRNA Untersuchungen konnten auch hier
keine signifikanten Veranderungen der Werte durch Training festgestellt werden
(siehe Abb. 38).
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Abbildung 38: Keine signifikanten Veranderungen der Myopro und Folli Werte vor und nach den
Trainingsinterventionen.

2. Satellitenzellproliferation

Bei der vorliegenden Arbeit wurde ein spezifischer monoclonaler Antikorper
gegen PCNA als Marker fur den Nachweis proliferativer Satellitenzellen
verwendet. PCNA ist als Teil des Zellzyklus bekannt und kann daher Uber ein
geeignetes Antigen nachgewiesen werden (Johnson, Allen 1993). Das
immunhistochemische Verfahren birgt jedoch einige Risiken. Durch die haufige
Inkubation mit verschiedenen Substanzen und das Aufbringen und Absaugen
des Puffers Ioste sich in manchen Farbedurchgangen Gewebe von den
Objekttragern. Diesem Problem konnte teils durch Verwendung der speziellen
Objekttrager der Marke ,Super-Frost+“ entgegen gewirkt werden. Das in
Methoden beschriebene ,festbacken® der Schnitte auf den Objekttragern zeigte
ebenfalls deutliche Wirkung gegen dieses Phanomen. Zur weiteren Vorbeugung
konnte in Zukunft eine Fixierung des Gewebes mittels Citratpuffer und
Autoklavierung durchgefuhrt werden. Dies wurde die Auswertung erleichtern, da
die gleichen Zellareale vollstandiger wieder zu erkennen waren. Trotz
Blockierung potentieller unspezifischer Antikdrperbindestellen mit einer Block-
Lésung fur eine Stunde (5% BSA (Rinderalbumin) in TBS) (BSA, PAA
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Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich), kam es zu vereinzelten Farbungen
an unvorhergesehenen Stellen im Zellverband und vereinzelten Farbungen der
Satellitenzellen in den Negativkontrollen. Dies konnte auf Kreuzreaktionen
zurtuck zu fihren sein. Generell wirft dies die Frage auf, ob und wie viele
Zellkerne durch Kreuzreaktionen in den PCNA- behandelten Proben gefarbt
und als Satellitenzelle gewertet wurden. Auf Grundlage der gewonnenen
Ergebnisse kann festgestellt werden, dass sich PCNA als Marker fur
Satellitenzellen erweist. Der Vorteil dieser Methode liegt in ihrer relativ
unkomplizierten Anwendbarkeit und Reproduzierbarkeit an in Paraffin
eingebettetem Material. Das hauptsachliche Problem bei der Untersuchung der
Biopsien lag an der Tatsache, dass die Gewebeproben der
Eingangsuntersuchung keine Schnitte am Mikrotom zulieRen. Das Gewebe war
sehr pords und brichig, und so gelangen keine verwertbaren Schnitte. Die
Proben der Ausgangsuntersuchung lieRen sich adaquat schneiden und
verarbeiten. Daher konnte kein ,vorher-nacher Vergleich® angestellt werden.

Die Ergebnisse kdnnen ergo nur im interindividuellen Vergleich gelten.

3. Abschliessende Betrachtung

Zusammengefasst ist festzustellen, dass es zwar funktionelle Verbesserungen
der Trainingsgruppen gab, allerdings keine signifikanten morphologischen
Veranderungen. So konnte beispielsweise keine Hypertrophie der Muskulatur in
der Kraftgruppe festgestellt werden. Ob dies an der Messmethodik, dem
Studiendesign oder dem Fitnesslevel der Probanden (junge Sportstudierende)
lag, bleibt ungeklart. Weiterhin konnte auch in der Analyse der Muskelbiopsien
keine signifikante Veranderung der Myostatinwerte gemessen werden. Hier
bleibt zu erwahnen, dass es unter den Probanden grole interindividuelle
Abweichungen gab und daher keine signifikanten Ergebnisse fur die
Trainingsgruppen errechnet werden konnten. Ob der Trainingszustand der
Probanden bzw. der Entnahmezeitpunkt der Biopsien hier eine essentielle Rolle

gespielt hat, konnte in weiteren Studien zum Thema geklart werden.
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5 Zusammenfassung

Es wurden Untersuchungen durchgefuhrt Uber die Regulation des
Wachstumsfaktors Myostatin unter verschiedenen korperlichen Belastungen.
Diverse Studien zeigten in der Vergangenheit sowohl eine gesteigerte
Expression als auch eine verringerte Expression des Myostatingens als
Reaktion auf verschiedene Belastungsreize. In dieser Studie sollte die
Expression bzw. die Regulation des Myostatingens nach einem zwdolf-wéchigem
Kraft- oder Ausdauertraining mit einer Kontrollgruppe verglichen werden. Hierfur
stellten sich 33 gesunde, sportliche Manner zur Verfugung. Das mittlere Alter
betrug 22,2 + 1,8 Jahre, das durchschnittliche Korpergewicht betrug 77,8 + 8
kg, die durchschnittliche Korpergréfie betrug 183,15 +£5,87 cm. Die Probanden
wurden randomisiert einer Ausdauer-, einer Kraft- und einer Kontrollgruppe
zugeteilt. Die Trainingsgruppen trainierten Uber einen Zeitraum von zwolf
Wochen und jeweils an drei nicht aufeinander folgenden Trainingstagen pro
Woche. Das Ausdauertraining wurde mit einem Umfang von 45 Minuten pro
Einheit und einer Intensitdt von 80% der aerob-anaeroben Schwelle
durchgefuhrt. Das Krafttraining wurde mit einem Umfang von 8
Trainingsibungen zu je drei Satzen und einer Intensitdt von ca. 80% der
Maximalkraft zu je 10 Wiederholungen durchgefuhrt. Vor-, wahrend und nach
der Studie wurden sowohl Maximalkrafttests als auch ergometrische
Leistungsuntersuchungen durchgefuhrt. Die Muskelbiopsien wurden vor und
nach der Studie am rechten M. vastus lateralis entnommen. Als Parameter
registrierten wir Maximalkraftwerte, Laktatwerte, Herzfrequenzwerte, maximale
Sauerstoffaufnahme (VO2max), Myostatinwerte, Muskelfaserdurchmesser,
Muskelfaserzusammensetzung, Satellitenzellanzahl. Die wesentlichen

Ergebnisse lauten:

- keine signifikante Veranderung des Myostatinwertes im Vergleich zum
Ausgangswert

- signifikante Verbesserungen der Ausdauergruppe bei den Laktat- und
Herzfrequenzwerten (Rechtsverscheibung)

- signifikante Verbesserungen der Kraftgruppe bei den Maximalkraftwerten
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- keine signifikante Veranderung des Muskelfaserdurchmesser und der
Muskelfaserverteilung

Aus den Befunden wird geschlossen, dass obwohl es zu einer funktionellen
Anpassung der Probanden auf die spezifischen Reize gekommen ist, keine
signifikante Veranderung des Myostatingehaltes im Muskel festgestellt werden
konnte. Im Bereich der Anti-Doping Forschung ist diese Aussage als
grundlegende Erkenntnis zu werten da Myostatin als Wachstumsregulator im
Gen-Doping bereits in der Diskussion steht. Die Kernaussage der vorliegenden
Studie lautet, dass bei mittelfristigem Training sportlicher Probanden keine

signifikante Veranderung der Myostatinwerte in der mRNA nachzuweisen ist.
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Abstract:

Myostatin oder GDF8 is a negative regulator of skeletel muscle mass but it's
role in human skeletal muscle is insufficiently desribed. The aim of this study
was to examine the effects of strength and endurance training on myostatin
MRNA in the vastus lateralis muscle of healthy and physically active humans.
33 healthy and physically active sports students (static and dynamic knee
extensor strength 33 + 4.5 N/kgBW; 1185 + 170 W, respectively; maximum
oxygen uptake 52.5 £ 8 ml/lkgBW/min) were recruited and randomly assigned to
a moderate endurance training group (n=11), a strength training group (n=11)
and a control group (n=11). Muscle biopsies were taken from the vastus
lateralis muscle 2-3 days before the start as well as at the end of the 12 weeks'
training period. Exercise-specific functional improvements after moderate
endurance training and strength training were measured for submaximal
endurance and for static and dynamic strength of the knee extensor muscles.
None of the myostatin mRNA values showed significant pre-post differences or
group-specific differences. These results are in contrast to data with sedentary
subjects, suggesting that myostatin is necessary for adaptations of skeletal
muscle to exercise stress. We conclude that functional improvements after
moderate endurance training and strength training can occur without alterations

in myostatin mRNA in physically active humans.

Kurzbeschreibung:

Myostatin oder auch GDF8 ist ein negativer Regulator der Skelettmuskel-
Masse. Allerdings ist dessen Expression als Reaktion auf Training bisher nur
unzureichend beschrieben worden. Das Ziel dieser Studie war es den Effekt
von Kraft- und Ausdauertraining auf die Regulation der Myostatin mRNA bei
gesunden und aktiven Mannern zu untersuchen. Dazu wurden 33 mannliche
Sportstudenten (statische und dynamische Knie-Extensor Kraft: 33 + 4.5
N/kgKG; 1185 £ 170 W; Maximale Sauerstoffaufnahme: 52.5 + 8 ml/kgKG/min)



randomisiert in eine Ausdauergruppe (n=11), Kraftgruppe (n=11) oder
Kontrollgruppe (n=11) eingeteilt! Muskelbiopsien wurden 2-3 Tage vor und nach
der zwolf-wochigen Trainingsintervention am M. vastus lateralis entnommen.
Funktionelle Steigerungen der Maximalkraft und des
Ausdauerleistungsvermogens konnten in den jeweiligen Trainingsgruppen
nachgewiesen werden (p<0,01). Die mRNA Analysen aller Gruppen ergaben
keine signifikanten Veranderungen im prae-post Vergleich. Diese Ergebnisse
unterscheiden sich von denen anderer Arbeitsgruppen, bei denen eher
unsportliche und altere Probanden auf eine Myostatin-Regulation untersucht
worden sind. Zusammenfassend ist festzuhalten, dass funktionelle
Steigerungen der Kraft- und Ausdauerfahigkeiten als Reaktion auf ein Training
nicht in einem signifikanten Zusammenhang mit einer Myostatin-Regulation der

MRNA bei gesunden sportlichen Mannern stehen.



