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1. Einleitung 

 

Extrazelluläre Matrix (ECM) ist nicht nur für die strukturelle und funktionelle 

Organisation der Zelle durch Signalprozesse, sondern auch für die mechanische 

Stabilität des Gewebes verantwortlich. 

Die Interaktionen zwischen der ECM und der Zelle sind entscheidend für das 

Ü berleben der Zelle und für normale zelluläre Funktionen wie Adhäsion, Wachstum 

und Migration. Die physische Bindung zwischen den Adhäsionsrezeptoren, wie den 

Integrinen, und dem Aktinzytoskelett gewährleistet die bidirektionale 

Kraftübertragung und übermittelt biochemische Signale über die Plasmamembran 

(Calderwood et al., 2000; Calderwood & Ginsberg, 2003; Blystone, 2004).  

Damit das Genexpressionsmuster der Zelle transformiert werden kann, ist es 

notwendig, dass extrazelluläre Informationen von den Zelloberflächenrezeptoren 

erfasst, in die Zelle weitergeleitet und in eine intrazelluläre Antwort translatiert 

werden. Dieser Prozess wird als Signaltransduktion bezeichnet und enthält ein 

komplexes Netzwerk von Signalkaskaden (Cooper,1995; Schmidt, 2004). Durch 

Interaktion mit dem Zytoskelett, den Signalmolekülen und anderen zellulären 

Proteinen übertragen zytoplasmische Domänen der Integrine das „outside-in 

Signal“ der Zelle und regulieren die Integrin-mediierten Funktionen (Liu et al., 2000). 

 

 

1. 1 Fokale Adhäsion 

 

Um die ECM oder andere Zellen ziehen zu können, ist es nötig, dass eine Stressfaser 

(Aktinfilamentbündel) an der richtigen Stelle einer Plasmamembran fest verankert ist 

(Bruce et al., 1995; Burridge & Chrzanowska-Wodnicka, 1996). Zudem bedarf es 

einer Zelladhäsion der einzelnen Zellen aneinander und an den Bestandteilen der 

ECM, damit überhaupt mehrzellige Organismen existieren können.  

Adhäsionen, bei denen Zellen auf der intrazellulären Seite mit dem Aktinzytoskelett 

verbunden sind, werden als Fokalkontakte oder fokale Adhäsionen bezeichnet 

(Zaidel-Bar et al. 2004). 
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Fokale Adhäsionen sind erst durch die Elektronenmikroskopie von Abercrombie et al. 

(1971) als elektronendichte Regionen der Plasmamembrane identifiziert worden, die 

innige Verbindung mit dem Substrat herstellen (Lo, 2006).  

Die wichtigsten Transmembran-Verbindungsproteine der fokalen Kontakte gehören 

zur Familie der Integrine, die sich jeweils aus einer α- und einer β-Untereinheit 

zusammensetzen. Zudem spielen die Integrine eine zentrale Rolle bei der zellulären 

Adhäsion und der Verbindung mit dem Zytoskelett und sind an der Erzeugung der 

intrazellulären Signale mit Tyrosinphosphorylierung beteiligt (Schaller et al., 1993.) 

Vor allem sind die fokalen Adhäsionen ein Hauptort der Signaltransduktion, die das 

Wachstum der Zelle steuert, und bilden eine strukturelle Verbindung zwischen dem 

Aktinzytoskelett und der extrazellulären Matrix (Burridge, 2005).  

Die Signaltransduktion durch fokale Adhäsionen ist bei der Regulation zellulärer 

Prozesse wie Migration, Ü berleben, Proliferation oder Differenzierung festgestellt 

worden (Burridge & Chrzanowska-Wodnicka, 1996; Schwartz et al., 1992). Im 

Bereich der fokalen Adhäsionen finden sich verschiedene Proteine wie FAK, Talin, 

Vinculin, Tensin, p130 cas, Paxillin usw., die an der Integrin-vermittelten 

Signaltransduktion der Zelle beteiligt sind. 

 

 

1.1.2 Fokale Adhäsionsmoleküle 

 

Es gibt mehr als 50 verschiedene fokale Adhäsionsmoleküle, die vor 2001 identifiziert 

wurden (Zamir & Geiger, 2001); ihre Liste wächst seither ständig weiter. Diese 

Moleküle werden gemäß ihrer Lokalisation in drei Gruppen unterteilt: extrazellulär, 

transmembranär, zytoplasmatisch. Bekanntlich bestehen mehrere Mitglieder der 

fokalen Adhäsionsmoleküle, einschließlich ß1-Intergrin, ILK, FAK, Paxillin, Zyxin, 

Talin/Vinculin. Tensin, Vinexin, α-Actinin, PINCH, Profilin, PTP1B, Rho und ERM-

Familie (Lo, 2006).  

Diese Proteine enthalten mehrfache Domänen, durch die sie mit andersartigen 

molekularen Partnern interagieren können und gestalten ein dichtes und heterogenes 

Protein-Netzwerk an der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran (Zamir & 

Geiger, 2001).  
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Darunter finden sich fokale Adhäsionsproteine wie die FAK (focal adhesion kinase), 

Cas (crk-associated substrate) und Paxillin, die als Adapterproteine an der 

Koordination der Integrin-vermittelten Signaltransduktion beteiligt sind (Burridge & 

Chrzanowska-Wodnicka, 1996). 

FAK gehört zur Gruppe der zytoplasmatischen Tyrosinkinasen, die eine essenzielle 

Rolle während der embryonalen Entwicklung übernehmen (Schaller. 2010). Vor 

allem kann sie durch verschiedene Stimuli aus der extrazellulären Matrix aktiviert 

werden und reguliert zelluläre Prozesse wie die Proliferation und die Migration der 

Zellen (Mitra et al., 2005; Schaller. 2010). Weiterhin sind vermutlich Adapterproteine 

wie Paxillin, p130Cas (Kostic & Sheetz, 2006; Zaidel-bar et al., 2005) und Zysin 

(Zaidel-bar et al., 2003; Yoshigi et al., 2005; Lele et al., 2006) an der zellulären 

Reaktion auf mechanischen Stress beteiligt (Bershadsky et al., 2006). Paxillin wird als 

ein 68-kDa Zytoskelettprotein zu FAC (focal adhesion complex) rekrutiert, wenn 

Integrine sich aufgrund der Besetzung von deren Rezeptoren zusammenlagern 

(Hildebrand et al., 1995; Flück et al., 1999). 

Weitere Proteine wie Vinculin, Talin und α-Aktinin dienen einer strukturellen 

Verbindung zwischen Integrinen und F-Aktin (Burridge & Chrzanowska-Wodnicka, 

1996).  

Vinculin und Talin sind Zytoskelettproteine, die für eine essenzielle Komponente der 

Verankerung des Aktinzytoskeletts an der Innenseite der Plamamembran gehalten 

werden. (Schwartz 1992; Anastasi et al., 2009). Neben der Rolle bei der Verbindung 

mit Aktinzytoskelett ist auch das Talin an der Aktivierung der Integrine beteiligt 

(Tadokoro et al., 2003). α-Aktinin ist eine in hohem Maße konservierte Familie der 

Aktin-verbindenden Proteine (Clarkson et al., 2005), die eine Rolle bei der Regulation 

der zytoskelettalen Organisation und Muskelkontraktion spielen (MacArthur & North, 

2004). Vor allem gehört es zur Superfamilie des Spektrinproteins, die Spektrine und 

Dystrophine beinhaltet (Blanchard et al., 1989). Des Weiteren ist das α-Aktinin an 

zwei Hauptproteinkomplexen beteiligt, die die Sarkomere durch Interaktion mit dem 

Dystrophin (Hance et al, 1999) und dem Integrin an die Muskelfasermembran (Otey 

et al, 1990) binden (MacArthur & North, 2004).  
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1. 2 Palladin 

 

Palladin ist ein Phosphorprotein, das eine wichtige Rolle bei der Organisation des 

Aktinzytoskeletons spielt und an der Zellmotilität und -adhäsion in Bezug auf 

Stressfaser, fokale Adhäsion, Zellbindung, Zellwachstum und Z-Scheibe beteiligt ist 

(Goicoechea et al., 2006). Zudem ist Palladin an der Gewebeumgestaltung beteiligt, 

die in Reaktion auf eine Beschädigung des Gewebes erfolgt (Boukhelifa et al., 2003). 

Das Palladin wurde nach dem Renaissance-Architekten Andrea Palladio bennant, um 

seine Beteiligung an architektonischen Elementen der Zelle widerzuspiegeln (Parast 

& Otey, 2000).  

Bekanntermaßen gehört Palladin zur Familie der Proteine Palladin, Myotilin und 

Myopalladin, die durch konservierte Domainen der Igl-Type im C-terminalen Anteil 

des Proteins gekennzeichnet ist (Parast & Otey 2000; Mykkänen et al., 2001; 

Salmikangas et al., 1999; Bang et al., 2001). Darunter sind Myotilin und Myopalladin 

an der Aufrechterhaltung der Integrität der Sarkomere beteiligt (Rönty et al., 2005).  

Hauptsächlich werden Myotilin und Myopalladin im gestreiften Muskel exprimiert, 

während das Palladin weitgehend in den mesenchymalen Zellen und Epithelzellen 

exprimiert wird (Otey & Carpen, 2004; Mykkänen et al., 2001).  

Darüber hinaus existiert das Palladin in vielfachen Isoformen, deren Transkription in 

der Zelle, bezogen auf den spezifischen Zelltyp, reguliert wird. Die genomischen 

Strukturen des Palladin der Mäuse beziehen die Präsenz dreier verschiedener 

Promotorregionen mit ein, die die spezifische Gewebeexpression der 

unterschiedlichen Isoformen ermöglichen können (Rachlin & Otey, 2006; Rönty et al., 

2006). Ferner besteht das Palladin-Gen der Mäuse aus mindestens 25 Exonen und 

führt zu 4 Proteinisoformen mit 200 kDa, 140kDa, 90-92 kDa und 50 kDa (Rachlin & 

Otey, 2006; Wang & Moser, 2008). 

Insbesondere enthält das Palladin drei Tandeme der Ig-C2-Domainen. Im Gegensatz 

zu den intrazellulären Ig-C2-haltigen Proteinen, die spezifisch für den Skelettmuskel 

sind, ist das Palladin in den Geweben und Zellen von Muskel und Nichtmuskel 

vorhanden (Parast & Otey, 2000). Das Palladin bildet eine neuartige Unterfamilie der 

zytoskeletalen Ig-C2-haltigen Proteine mit Myotilin und Myopalladin (Salmikangas et 

al., 1999; Parast & Ostey, 2000; Bang et al., 2001; Mykkänen et al., 2001). 
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              Die Myotilin/Palladin/Myopalladin-Familie 

 

                                                             Myotilin 

                                                    

                                                             Palladin 

 

                                                          Myopalladin          

 

           IgC2: Immunglobulin-ähnliche Domäne des Typs C2 

        PR: Prolinreiche Region 

Abb.1: Schematische Darstellung der Proteine der Myotilin/Palladin/Myopalladin 

 Familie (eigene Darstellung, modifiziert nach Goicoechea et al., 2002). 

 

 

Neben den Ig-Domänen spielen die zwei PR(Prolinreiche Region)-Domänen des 

Palladins eine wichtige Rolle bei seinen molekularen Bindungsinteraktionen 

(Grunewald & Butt, 2008). Ein Cluster von prolinreichen und serinreichen Regionen 

ist in der Mitte des Proteins vorhanden. Darunter werden die zwei prolinreichen 

Regionen als PR1 und PR2 bezeichnet (Rachlin & Otey, 2006). 

Die prolinreiche Region 1-Domäne des Palladins bindet sich mit Lasp-1 (LIM and 

SH3 domain protein 1) (Grunewald & Butt, 2008), das als ein Aktin-bindendes 

Protein für die Motilität der Zelle erforderlich ist (Rachlin & Otey., 2006; Grunewald 

et al., 2008). 

Die drei Isoformen des Palladin-Proteins teilen sich eine gemeinsame PR2-Domäne, 

die eine Bindungsstelle für VASP(Vasodilator-stimulated phosphoprotein)-

Familienmitglieder ist. Die 140- und die 200-kDA-Isoformen des Palladins besitzen 

zwei zusätzliche VASP-Bindungsstellen in ihrer PR1-Domäne (Boukhelifa et al., 

2004; Rachlin & Otey, 2006). Die PR2- Domäne des Palladin bindet Profilin (actin-

regulatin protein) (Boukhelifa et al., 2006), Eps8 (Goicoechea et al., 2006), Src 

(Rönty et al., 2007) und Signalvermittler wie ArgBp-2 und SPIN-90 (Röntyet al. 2005, 

Rönty et al. 2007).  

 

 

 

IgC2 IgC2 

IgC22 PR2

@! 

PR1

@! 

IgC2 

IgC22 IgC2 

IgC2 

IgC22 IgC22 IgC22 

IgC22 

Die Myotilin/Palladin/Myopalladin-Familie 
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1.3 Muskulatur 

 

Der Skelettmuskel ist ein hoch plastisches Gewebe, das über eine morphologische und 

metabolische Adaptation an die körperliche Aktivität verfügt (Hood et al., 2006). 

 

1.3.1 Trainingsbedingte Muskeladaptation 

 

Beispiele für trainingsinduzierte Veränderungen in der Skelettmuskulatur sind erhöhte 

Kapillardichte, Proteinexpression der wichtigsten Gene für die Stoffwechselkontrolle, 

erhöhte Transportprozesse der Membran und eine verbesserte Sensibilität für 

Hormone wie Insulin (Widegren et al., 2001).  

Im Allgemeinen führt ein Krafttraining zu einer morphologischen Adaptation, die als 

Muskelhypertrophie angesehen werden kann (Hansen et al., 2001). Diese 

morphologische Veränderung des Skelettmuskels unter Trainingsbelastung geht vor 

allem mit einer Kraftzunahme einher, wobei die Erhöhung der Muskelkraft durch 

neuromuskuläre Anpassungen bezüglich einer Verbesserung der intramuskulären 

Koordination erzielt werden kann. Neben einer Muskelhypertrophie konnte auch eine 

Verbesserung der Kraftausdauer und anaeroben Kapazität durch Krafttraining 

nachgewiesen werden (Costill et al., 1979; Stone et al., 1991; Braith et al., 1993). 

Jedoch bewirkt ein Ausdauertraining metabolische und strukturelle Adaptationen im 

Skelettmuskel, die mit einer Vermehrung des Mitochondriengehalts und Erhöhung der 

Kapillarisierung einhergehen (Hoppeler et al., 1985). Beim Tiermodell konnte auch 

beobachtet werden, dass die oxidative Kapazität im Skelettmuskel nach 

Ausdauertraining zunimmt (Davies et al., 1981: Dudley et al., 1982; Houle-Leroy et 

al., 2000). Vor allem erhöht sich die oxidative Kapazität im Muskel durch eine 

Zuhname der Mitochondriendichte (Holloszy & Coyle, 1984). Zudem ist bekannt, 

dass das Ausdauertraining eine Verschiebung der schnellen Muskelfasern zu einem 

langsamen Phänotyp bewirkt (Sullivan et al. 1995; Bigard et al. 2000; Gallo et al. 

2008). Die individuelle Reaktion auf körperliches Training im Skelettmuskel wird vor 

allem sowohl durch genetische Faktoren als auch durch weitere Faktoren wie 

Geschlecht, Alter und Ernährung beeinflusst (Bouchard et al., 1999). Dabei spielt die 

Art des Trainings eine entscheidende Rolle bei den trainingsinduzierten 

Veränderungen der Skelettmuskulatur. 
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Bisher wurden mehrere Trainingsprotokolle entwickelt, um verschiedene Aspekte des 

neuromuskulären Systems zu verbessern, wie z. B. Maximalkraft, muskuläre 

Hypertrophie und Kraftausdauer. Diese Protokolle unterscheiden sich in der 

Konfiguration trainingsintensiver Variablen, wie z. B. in Intensität, 

Gesamtanstrengung und Pausenintervall (Fleck & Kraemer, 1997). In zahlreichen 

Studien zeigten sich unterschiedliche hormonelle Reaktionen auf diese 

Trainingsprotokolle, die zur Muskelhypertrophie führen (Kraemer et al., 1992; 

Häkkinen & Pakarinen., 1993; Raastad et al., 2000; Kostka et al., 2003). 

Zudem beeinflusst die Anzahl der Sätze in einer Trainingseinheit die Veränderung der 

Muskelhypertrophie zwischen den verschiedenen Trainingsprotokollen, wobei die 

Intensität, die Wiederholungen und die Pausenintervalle innerhalb jedes einzelnen 

Protokolls verantwortlich sind. (Smilios et al., 2003; Kim, 2004). Gewöhnlich wird 

eine intensive muskuläre Betätigung mit geringer Dauer mit Muskelhypertrophie in 

Zusammenhang gebracht, wohingegen eine moderat intensive körperliche Aktivität 

mit langer Trainingsdauer eine erhöhte oxidative Kapazität und eine mitochondriale 

Masse bewirkt (Baar, 2006; Coffey & Hawley, 2007). 

 

1.3.2 Hypertrophie 

 

Muskelhypertrophie stellt die Vergrößerung des Muskelquerschnitts durch 

Dickenwachstum der Muskelfasern als Folge der Zunahme der Zahl und des 

Querschnitts der Myofibrillen dar (Weineck, 2002).  

Für ihre Entwicklung ist die Vermehrung der kontraktilen und nicht kontraktilen 

Proteine erforderlich (Friedmann, 2007).  Die Entstehung der Hypertrophie geht im 

adulten Skelettmuskel mit erhöhter Expression des IGF-I (Insulin-like growth factors 

I) einher (DeVol et al., 1990; Goldspink et al., 1983;). Vor allem wird die 

Hypertrophie des Skelettmuskels durch IGF-1 mit der Vermehrung der Kernzahl 

(Musarò et al. 2001) angeregt (Suetta et al., 2010). Der Ablauf der 

Muskelhypertrophie scheint die Hinzufügung des Muskelkerns zur bestehenden 

Muskelfaser einzubeziehen (Schiaffino et al., 1976; Schiaffino et al.,1972; Salleo et 

al., 1983; Snow, 1990; Adams et al., 2002). Weiterhin führt die Aktivierung und 

Proliferation der Satellitenzellen zu einem Anstieg der Muskelkernzahl in 

hypertrophierten Muskelfasern (Kadi et al, 1999). 
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Die Skelettmuskeln der Säugetiere sind ein hoch plastisches Gewebe, das sich den 

Veränderungen durch den Belastungsreiz anpasst. Zudem löst die Steigerung der 

Muskelbelastung eine Adaptation aus, die zu einer Vergrößerung des Muskels und 

einer Veränderung der Kontraktionsfähigkeit führt.  

Generell ist bekannt, dass die Trainingsintensität ein wichtiger Faktor für die 

Hypertrophie und den Kraftzuwachs des Skelettmuskels ist (Abe et al., 2006).  

Eine Studie von McDonagh & Davies aus dem Jahre 1984 ergab, dass Krafttraining 

mit einer übermäßigen Intensität von 65 % des 1RM (one repetition maximum) für 

die Steigerung der Muskelgröße und der Kraft erforderlich ist.  

Andererseits führt eine Betätigung mit sehr geringer Intensität und großem Volumen 

zu einer Verbesserung der oxidativen Kapazität des Muskels, verändert aber kaum die 

Muskelgröße (Holloszy & Booth, 1976; Kawada & Ishii et al, 2005). Neben der 

Trainingsintensität wirkt sich auch eine Ä nderung der Trainingsform auf die 

Adaptation der Muskelhypertrophie aus.  

Bei einem Trainingsprotokoll mit kurzer Dauer und hoher Intensität konnte eine 

Skelettmuskelhypertrophie beobachtet werden (Baar, 2006), während ein 

Intervalltraining mit hoher Intensität, basierend auf dem Wechsel von Belastungs- und 

Erholungsphasen, keine Muskelfaserhypertrophie bewirken kann (Ross & Leveritt 

2001).  

 

1.3.3 Kapillarisierung 

 

Bekanntermaßen weisen die Blutgefäße des Skelettmuskels ein hohes Maß an 

Plastizität auf (Holloszy, 1976; Holloszy & Coyle, 1984). Der Aufbau eines 

vaskulären Netzwerks im Skelettmuskel führt zu Kapillarwachstum (Risau, 1997). 

Hauptsächlich fungiert das Kapillarbett im Skelettmuskel als Sauerstoffversorger 

(Hudlická, 1985). Weiterhin bilden die Kapillaren einen wesentlichen Teil des 

Gefäßsystems für den Stoffaustausch in den Geweben.  

Die Erhöhung der Durchblutung im Skelettmuskel beim Training gilt als eine 

wesentliche Adaptation an das körperliche Training (Laughlin et al., 2006).  

Die Kapazität der Durchblutung im Skelettmuskel wird durch körperliches Training 

aufgrund einer Gefäßneubildung und geänderter Gefäßplastizität erhöht (Laughlin & 

Roseguini., 2008). Es konnte gezeigt werden, dass ein trainierter Muskel eine hohe 

Kapillarzahl aufweist (Nelissen-Vrancken et al., 1993).  
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Zudem konnte in zahlreichen Studien festgestellt werden, dass körperliches Training 

die kardiovaskuläre Funktion verbessert und die vaskuläre Transportkapazität des 

Skelettmuskels steigert (Bevegard & Shepherd, 1966; Clausen & Trap-Jensen, 1970; 

Rowell, 1993; Laughlin et al., 1996). Die erhöhte Kapillarisierung wird vor allem 

durch mechanische und metabolische Stimuli ausgelöst, die die Freisetzung 

diffusionsfähiger Faktoren als angiogene Wachstumfaktoren steuern (Folkman & Shin, 

1992; Hudlicka et al. 1992). Darüber hinaus ist VEGF (vascular endothelial growth 

factor) ein wesentlicher Regulator der Angiogenese im Skelettmuskel (Amaral et al. 

2001; Wagner et al. 2001; Tang et al. 2004). Eine erhöhte Expression des VEGF-

Ptoteins liefert einen entscheidenden Anreiz für die Angiogenese (Lloyd et al., 2003), 

die auf die Neubildung von Kapillaren aus bereits bestehenden Gefäßen hindeutet 

(Folkman 1986; Chavakis & Dimmeler 2002; Prior et al, 2004). 

 

 

1.3.4 Muskelfasertypen 

 

Die physiologische Eigenschaft eines Muskels reflektiert die spezifischen Typen und 

die Konzentration der Proteine innerhalb der Muskelfaser, z.B. die Präsenz der 

langsamen und schnellen Myosinisoformen, die Konzentration der mitochondrialen 

Proteine usw. (Edgerton & Roy, 1991). Die Krafteigenschaften eines Muskels werden 

nicht nur durch seinen Querschnitt, sondern auch durch die Zusammensetzung der 

Myosinschwerketten seiner Fasern bestimmt. Da sowohl für die meisten strukturellen 

Proteine der Myofibrillen als auch für die Enzyme des Muskelenergiestoffwechsels 

verschiedene Isoformen existieren, setzt sich der Skelettmuskel aus einer Vielzahl 

verschiedener Muskelfasertypen zusammen (Friedmann, 2007). 

Generell besteht der Skelettmuskel von Säugetieren aus heterogenen Fasertypen, die 

vor allem auf der unterschiedlichen Expression der MHC-Isoformen basieren 

(Gunning & Hardeman, 1991; Pette & Staron, 1997). Zudem hängt die kontraktile 

Beschaffenheit eines Muskels vom jeweiligen Anteil der Fasertypen ab (Nakatani et 

al. 1999).  
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Bekanntlich sind Typ I-Fasern reich an Mitochondrien, benutzen hauptsächlich den 

oxidativen Metabolismus für die Energieerzeugung, was eine stabile und dauerhafte 

Versorgung des ATPs sicherstellt: folglich sind diese Fasern ermüdungsresistent.  

Im Gegensatz dazu enthalten Fasern des Typs II die drei Isoformen IIa, IIx und IIb. 

Des Weiteren haben Typ IIb-Fasern das niedrigste Niveau an mitochondrialem Inhalt 

und an oxidativen Enzymen, ihre Hauptenergiequelle beruht auf glykolytischem 

Metabolismus; ferner sind sie empfindlich für Ermüdung (Berchtold et al., 2000; 

Olson & Williams, 2000). 

Da die Muskelfasern über ein hohes adaptives Potential verfügen, kann sich die 

Verteilung der Muskelfasertypen infolge regelmäßiger Trainingsbelastung verändern 

(Pette, 1999; Friedmann, 2007). 

 

 

1.4 Signaltransduktionswege 

 

1.4.1 Caspase  

 

Die als programmierter Zelltod bezeichnete Apoptose ist ein biologischer Prozess, der 

durch spezifische Gene reguliert wird (Steller, 1995; Yuan, 1995; Danial & 

Korsmeyer, 2004). Die Notwendigkeit der Apoptose in multizellulären Organismen 

ist weithin anerkannt, da dieser Prozess die Eliminierung von unfunktionellen, 

anormalen und beschädigten Zellen ermöglicht (Thompson, 1995; Siu et al., 2004). 

Im Skelettmuskel trägt die Apoptose zur Muskelfaseratrophie bei Dystrophin-

defizienter Myopathie bei (Sandri & Carraro, 1999). Des Weiteren zeigen 

verschiedene Studien eine apoptotische Fragmentierung der DNA in den 

Skelettmuskeln eines Tiermodells für muskuläre Dystrophie als Folge der Dystrophin-

Defizienz (Taverna et al., 1998).  

Die Apoptose wird durch ein komplexes Signalnetzwerk reguliert. Ihre Signalwege 

können bestimmte Endoproteasen, sog. Caspasen, aktivieren, die dann zum 

endgültigen Eintritt des Zelltodes führen (Dirks & Leeuwenburgh, 2005). Die 

Caspasen wurden eingehend untersucht und als wichtige Komponenten in der 

Meditation der apoptotischen Signaltransduktion benannt (Earnshaw et al., 1999; 

Grütter., 2000; Chang & Yang., 2000; Degterev et al., 2003). 
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Beim Menschen sind bisher 14 verschiedene Caspasen bekannt, die in Signalkaskaden 

angeordnet sind. Die Mitglieder der Caspasefamilie besitzen eine einheitliche 

Proteinstruktur und können in drei Subfamilien eingeteilt werden: Zytokinaktivatoren 

(Caspase-1, -4 und -5), Apoptoseinitiatoren (Caspase -2, -8, -9 und -10) und 

Apoptoseeffektoren (Caspase-3, -6 und -7) (Fuentes-Prior & Salvesen, 2004). 

Unter anderem stellt die Caspase-3 eine zentrale Effektorcaspase für verschiedene 

Apoptoseformen dar, die Proteine mit wichtiger Struktur und Funktion unmittelbar 

spalten kann (Ronit et al., 1997); sie gehört zu den kritischen Enzymen im 

Apoptoseprozess. Vor allem spielt die Caspase-3 im Skelettmuskel eine 

entscheidende Rolle beim Abbau des Muskelproteins (Du et al., 2004). Der Ausfall 

der Caspase-3 im normalen Muskel spiegelt den Widerstand der Muskelfaser gegen 

Apoptose wider (Sandri et al., 2001). 

Abgesehen von der Funktion bei der Apoptoseregulation wirkt die Caspase-3 bei der 

Muskelregeneration mit (Schwerk & Schulze-Osthoff, 2003; Fernando et al., 2005; 

Hilder et al., 2005). Diesbezüglich kann eine erhöhte Aktivität der Caspase-3 zu 

intrazellulären Ä nderungen führen, die wiederum ein Differenzierungsprogramm, d.h. 

einen Zell-autonomen Effekt anregen. Weiterhin fanden Fernando et al., 2005, heraus, 

dass eine Hemmung der Caspase-3 eine Beeinträchtigung der Myogenese bewirkt.  

 

 

1.4.2 AKT Signalweg 

 

Die Proteinkinase B wird als Serin-/Threoninkinase bezeichnet, die als Folge der 

Stimulation von IGF-I aktiviert werden kann. Zudem übermitteln diese Proteinkinasen 

B(Akt) ihren hypertrophischen Effekt mindestens zum Teil durch die Stimulation des 

Proteinsynthesewegs von mTOR (mammalian Target of Rapamycin) und GSK3β 

(Glycogensynthase -Kinase-3 β) (Glass, 2003). 

Die Aktivierung der Akt/mTOR-Signalwege kann das Muskelwachstum durch die 

Inhibierung der GSK-3β fördern. Die GSK-3β ist eine Serin-/Threoninkinase, die über 

eIF-2B (eukaryotic initiation factor-2B) die initiierte Translation hemmen kann (Hardt 

& Sadoshima, 2002); sie kann dabei die Proteinsynthese reduzieren. Umgekehrt 

inhibiert Akt-Phosphorylierung die Aktivität von GSK-3β (Cross et al., 1995), 

wodurch die Proteinsynthese zunimmt (Tidball, 2005; Bodine et al., 2001). 
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Im Skelettmuskel führt die Aktivierung von Akt zu einer Hypertrophieentwicklung 

(Bodine et al., 2001). Ferner ist eine relativ kurzfristige Aktivierung von Akt im 

Skelettmuskel ausreichend, um eine Hypertrophie durch Induktion des 

Proteinsynthesewegs zu bewirken. Somit scheint Akt die Proteinsynthese auf 

verschiedene Weise zu fördern (Jefferson et al., 1999).  

Die genetische Unterbrechung des Akt-Signalwegs führt zu einer Schädigung im 

Organwachstum (Chen et al., 2001). In einer Studie konnte festgestellt werden, dass 

die Unterbrechung von Akt und der zugehörigen Akt2-Gene die Atrophie des 

Skelettmuskels neben anderen Spätkomplikationen hervorruft (Peng et al., 2003). 

Abgesehen davon kann diese gehemmte Aktivität der Akt-Signalwege eine Abnahme 

der Muskelmasse bewirken (Sandri, 2008). Es wird deutlich, dass die Aktivierung von 

Akt für die Auslösung der Skelettmuskelhypertrophie erforderlich ist (Lai et al. 2004). 

Diese Aktivierung von Akt bedingt ihre PH-Domäne (Ren et al., 1997; Zong et al., 

2009) und wird durch Phosphorylierung von Akt an Thr-308 und Ser-473 reguliert 

(Troussard et al., 2003). Die Phosphorylierung an Thr-308 ist wichtig für die 

Aktivierung der Akt. Die Phosphorylierung von Akt an Ser-473 bestimmt die 

Spezifität der Akt zu FOXO1 (Forkhead box protein O1) und FOXO3 (Forkhead box 

protein O3) und die geringere Aktivität der Akt (Frias et al., 2006; Guertin et al., 

2006; Jacinto. 2006; Shiota et al., 2006). Während Akt an Thr-308 durch PDK-1 

phosphoryliert wird, bleibt die Regulation der Aktivierung von Akt an Ser-473 unklar 

und umstritten (Troussard et al., 2003).  

 

 

1.4.3 ERK Signalweg 

 

Der MAPK (mitogen-activated protein kinase)-Signalweg wird als eine 

Wachstumsfaktoren abhängige Signalkaskade bezeichnet (Vojtek et al. 1998). Diese 

Kaskaden umfassen mindestens drei serienmäßige Proteinkinasen, die in der 

Aktivierung einer mehrfunktionalen MAPK kulminieren (Lewis et al., 1998; Errede et 

al, 1995; Gustin et al, 1998). MAPK sind Serin-/Threonin-spezifische Proteinkinasen, 

die auf extrazelluläre Anregungen reagieren und verschiedene zelluläre Tätigkeiten, 

wie zum Beispiel Differenzierung, Ü berleben und Apoptose der Zelle, Mitose und 

Genexpression regulieren (Pearson et al., 2001).  
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Bisher besteht die Familie der MAPK aus drei großen Gruppen: ERK, JNK und p38 

MAPK (Clerk et al., 1998; Ono & Han., 2000). Unter anderem sind ERK 1/2 

(extracellular signal regulated kinase 1/2) die ersten der identifizierten MAPK-

Isoformen und wichtige Effektorkinasen am Ende einer Signaltransduktionskaskade, 

durch die extrazelluläre Signale in intrazelluläre Antworten umgewandelt werden. 

Weiterhin werden ERK 1/2 als Reaktion auf mitogene Reize einschließlich 

Wachstumsfaktoren über den Rezeptor der Tyrosinkinasen, G-protein-gekoppelte 

Rezeptoren, Proteinkinase C und zellulären Stress aktiviert (van Biesen et al., 1996; 

Schonwasser et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.2: Die Muskelkontraktion reguliert intrazelluläre Signalmoleküle im Skelettmuskel  

(eigene Darstellung, modifiziert nach Sakamoto & Goodyear, 2002). 

 

Vor allem ist die Wachstumsfaktor-vermittelte Aktivierung der ERK1/2 an 

Ras/Raf/MEK-Signalkaskaden beteiligt (Davis, 1993; Cohen, 1997; Ray & Sturgil, 

1988).  
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Für diese Aktivierung der ERK ist die Phosphorylierung des Threonin- und des 

Tyrosin-Restes erforderlich (Her et al, 1993). Zudem ist bekannt, dass diese ERK-

Signalwege in Reaktion auf Insulin, kontraktile Aktivität und Training aktiviert 

werden (Gosmanov et al., 2002). Unter anderem ist die Aktivität der 

Muskelkontraktion ein wirksamer Anreiz für die Aktivierung der ERK1/2 (Hayashi et 

al., 1999; Sherwood et al., 1999; Wojtaszewski et al., 1999). Des Weiteren entsteht 

eine erhöhte Phosphorylierung der ERK1/2 als Reaktion auf körperliche Aktivität in 

erheblichem Maße in den Skelettmuskelfasern (Aronson et al., 1997; Goodyear et al., 

1996; Widegren et al., 2001). 
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1.4 Fragestellung 

 

Obgleich in den letzten Jahren die Struktur und Funktion der fokalen Adhäsionsmoleküle im 

Rahmen der Zellbiologie und Medizin weithin untersucht wurden, bleibt die Rolle des Palladin 

im Skelettmuskel unter Trainingsbelastung unklar.  

Aus diesem Grund soll die vorliegende Arbeit die Auswirkung eines Fehlens des Palladin 

Exon 2 und Exon 2-4 im Skelettmuskel auf trainingsinduzierte Muskeladaptation bzw. 

Hypertrophie, Kapillarisierung und Fasertypisierung mittels morphologischer und 

histochemischer Methoden untersuchen. 

 

Als Ziel der vorliegenden Arbeit sollen hierzu die folgenden Fragen erörtert werden. 

 

•    Beeinflusst die Palladin-Defizienz die Muskelfasergröße durch körperliches Training?  

 

•    Beeinflusst die Palladin-Defizienz die Zellkernlokalisation durch körperliches Training?  

 

•   Beeinflusst die Palladin-Defizienz die Kapillarisierung durch körperliches Training?  

 

•    Welcher Muskelfasertyp dominiert bei KO-Mäusen unter Trainingsbelastung?  

 

•  Welche Rolle spielt die intrazelluläre Signaltransduktion bei trainingsinduzierter 

Muskeladaptation der KO-Mäuse?  

•    Welchen Einfluss hat die Palladin-Defizienz auf die Aktivierung von Caspase-3 im 

Skelettmuskel unter Trainingsbelastung? 

•  Welchen Einfluss hat die Palladin-Defizienz auf die Aktivierung von p-Akt im 

Skelettmuskel unter Trainingsbelastung?  

•  Welchen Einfluss hat die Palladin-Defizienz auf die Aktivierung von p-ERK im 

Skelettmuskel unter Trainingsbelastung?  
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2. Methoden 

 

2.1 Versuchstiere  

 

Versuchstiere wurden vor Versuchsbeginn randomisiert in 3 Gruppen aufgeteilt. Die 3 

Gruppen bestand aus Palladin Exon 2-4 Kontrollgruppe, Palladin Exon 2-4 Trainingsgruppe 

und Palladin Exon 2 Trainingsgruppe. Dabei wurden diese 3 Gruppen mit WT Mäusen und 

KO Mäusen gebildet. Die Gruppen der Tiere sind in (Tab.1) dargestellt.  

Alle Versuchstiere waren weiblichen Geschlechts und zwischen 3 und 6 Monaten alt.  

Die Tiere wurden einem ständigen Tageszyklus ausgesetzt, der aus festem 12 Stunden-Tag-

Nacht-Rhythmus betand. Zudem wurden sie andauernd bei einer Raumtemperatur von 20-

22°C und beständiger Luftfeuchtigkeit (80%) gehalten.  

Die Tiere wurden in Käfigen zu maximal fünf Mäusen gehalten und hatten Leitungswasser ad 

libitum und freien Zugang zum Futter. 

Dieses transgene Maus-Knockoutmodell wurde von Dr. Moser am Max Planck Institut 

konzipiert und in der Abteilung für Molekulare Medizin des Max Planck Instituts für 

Biochemie in Martinsired generiert. 

 

 

 

 Palladin Exon 2-4 Kontrollgruppe: n=10 
 

 

Diese Gruppe wurde mit 5 Wildtyp- und 5 Knock-out Tiere gebildet und blieb im Gegensatz 

zu anderen Gruppen untrainiert. Knock-out Tiere dieser Gruppe wurde das Palladin Exon 2-4 

ausgeknockt.  
 

 

Palladin Exon 2-4 Trainingsgruppe: n=18 
 

 

Für jede der Knock-out Tiere wurde das Palladin Exon 2-4 ausgeknockt. 

Diese Gruppe wurde auch mit 9 Wildtyp- und 9 Knock-out Tiere gebildet und trainiert 
 

 

Palladin Exon 2 Trainingsgruppe: n=10 
 

 

Knock-out Tiere dieser Gruppe wurde Palladin Exon 2 ausgeknockt. 

Diese Gruppe wurde mit 5 Wildtyp- und 5 Knock-out Tiere gebildet und trainiert. 
 

Tab. 1: Darstellung der Gruppierung der Versuchstiere  
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2.1.1 Aufbau des Trainings  

 

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden alle Tiere der Trainingsgruppe mit Hilfe eines 

Laufbandes über vier Wochen fünfmal in der Woche trainiert. 

Pro Bahn konnten ein bis zwei Mäuse ohne begrenzende Wirkung auf die Lauffähigkeit 

laufen.  

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3: Drei Mäuse während der Ausdauerbelastung auf dem Laufband.  

 

Durch ständige Beobachtung der Trainingseinheiten konnte festgestellt werden, dass alle 

Mäuse das vollständige Programm absolvierten. Die Trainingsgruppen trainierten mit einem 

Umfang von 60 min 5 Tage in der Woche mit einer Intensität von 18 Meter pro Minute bei 

10 % Steigerung auf einem Laufband.  

Die Mäuse wurden zunächst an das Laufbandtraining gewöhnt. Nach einigen anfänglichen 

Testläufen von 15-20 Minuten bei variierender Steigung und Geschwindigkeit wurden die 

Mäuse trainiert. 

Die Erkennung individueller Tiere erfolgte mittels farblicher Markierung, die an den 

Schwänzen der Tiere aufgetragen wurden.     

 

2.1.2 Präparation   

 

Nach Beendigung des vierwöchig geplanten Trainingsprogramms wurde die Tiere mit 

Kohlenstoffdioxid betäubt und durch einen Genickbruch getötet. Um Gewebe der Tiere zu 

konservieren, wurden die Tiere von Prof. Dr. Bloch präpariert.  
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Dabei wurden die Präparat von Diaphragma, Herz und Aorta, sowie die Skelettmuskeln 

gastrocnemius, soleus, extensor digitorum longus und vastus lateralis entnommen und 

gewogen.  

Ein Teil der Gewebe wurde für molekularbiologische und biochemische Untersuchungen 

direkt in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Für histologische und immunologische 

Untersuchungen wurde der andere Teil zunächst in 4% igem PFA bei 4°C fixiert und 

anschließend in 0.1 M PBS dreimalig gewaschen. Die Proben wurden über Nacht in 18% iger 

Saccharoselösung eingelegt, um sie am nächsten Tag in Tissue Tec einzubetten. Wie auch die 

Stickstoffpräparate wurde das Gewebe für die Kryostatschnitte so lange in einem 

Gefrierschrank bei -80°C gelagert, bis die Präparate für den Schneidevorgang benötigt 

wurden. 

 

Die Skelettmuskeln der unteren Extremitäten wurden wie folgt behandelt: 

 

- Muskeln der rechten hinteren Extremität: Die Muskeln des rechten Beines wurde halbiert, 

woraufhin eine Hälfte in Paraffin eingebettet wurde, die zweite erneut geteilt und zur Hälfte 

für die EM in PBS gelagert und zur anderen Hälfte in Tissue Tec gebettet wurde. 

 

- Muskeln der linken hinteren Extremität: Die Muskeln wurden nach der Entnahme direkt in 

flüssingem Stickstoff tiefgefroren. 

 

2.2 Kryostatschnitte  

 

Die Anfertigung der Kryostatschnitte erfolgte mit dem Kryostat der Firma LEICA 

(Bensheim). Dieses funktioniert grundsätzlich nach demselben Prinzip wie ein 

Rotationsmikrotom innerhalb einer Gefrierkammer. 

Die Gewebspräparate wurden mit dem Gewebskleber Tissue Tec auf einer Plattform 

festgefroren, gegen die das Messer denn durch Drehen der Kurbel bewegt werden kann.  

Diese Komponenten befinden sich in einem Kasten, dessen Lufttemperatur auf -20°C 

heruntergekühlt wird, und der durch ein verschiebbares, durchsichtiges Kunststofffenster an 

der Oberseite zugänglich ist. So findet die Fixierung des Gewebes bei geöffnetem Deckel 

statt. 
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Die Objektträger wurden vor der Gewebsaufnahme außerhalb des Kühlfachs gelagert, da 

ihnen bei Raumtemperatur der kalte Gewebsschnitt gut anhaftet.  

Dieser wurde bei einer Einstellung von 7 µm produziert und entweder mit einem feinen 

Pinsel auf den Objektträger transferiert oder durch Heranhalten des Objektträgers durch 

dessen höhere Temperatur quasi angesogen.  

Objekträger mit Gewebsschnitten wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.  

Für das Anfertigen der Kryostatsschnitte wurden die Gewebsproben verwendet, die nach der 

Präparation direkt in flüssigem Stickstoff tief gefroren wurden.  

 

2.3 Semidünnschnitte 

 

Bei Semidünnschnitten wird das Gewebe deutlich dünner geschnitten als dies bei 

Kryostatschnitten der Fall ist. Durch die Einbettung in einem deutlich härteren 

Medium(Araldit) können Schnitte zwischen 0.5 µm und 2 µm angefertigt werden.  

Die Semidünnschnitte wurden aus den Gewebsteilen angefertigt, die für die 

elektronenmikroskopische Untersuchung prozessiert wurden. Diese lagerten nach der  

Präparation zunächst über Nacht in PFA(4%) und wurden dann nach einem Waschschritt in 

PBS (0,1 M) wie folgt behandelt:  

 

Gewebe waschen und fixieren:   

 

       - Cacodylatpuffer (0,1 mol, pH: 7,2):                       3 x 15 Minuten  

       - OsO4-Fixierung (1g OsO4 in 25ml Aqua bidest.):                   2 Stunden 

       - Cacodylatpuffer (0.1 mol, pH: 7,2):                      3 x 15 Minuten 

  

Dehydration: 

 

      - Ethanol (50%):                                         20 Minuten 

      - 2% Uranylacetat in 70% Ethanol:                  über Nacht im Kühlschrank 

      - Ethanol(70%):                                        20 Minuten 

      - Ethanol(90%):                                         15 Minuten 

      - Ethanol(100%):                                         3 x 15 Minuten 

      - Propylenoxyd: Ethanol (1:1):                              2 x 20 Minuten 

      - Propylenoxyd (100%):                                   2 x 20 Minuten 
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2.4 Färbemethoden  

 

2.4.1 Methylenblaufärbung 

 

Die Herstellung der Semidünnschnitte erfolgte mit Methylenblau. Dabei wurde das Gewebe 

mit einer Methylenblaulösung betropft, die sich wie folgt zusammensetzte:  

 

-  50%: Methylenblau in 1%-igem Borax 

-  50%: 1%-iges Azur II in Aqua dest. 

Nach 2-3 Minute wurde die Lösung mit Aqua dest. abgespült.  

 

 

2.4.2 Analyse der Methylenblau gefärbten Schnitte 

 

2.4.2.1 Faserdurchmesserbestimmung 

 

Um Hinweise auf die Auswirkung der Palladin Defizienz auf die Hypertrophie der 

Skelettmuskulatur zu erhalten, wurden zunächst bei 400-facher Vergrößerung zehn zufällig 

ausgewähte Gewebeareale pro Maus abfotografiert.  

Dazu wurde ein Mikroskop Axiophot (ZEISS, Jena) bei 400-facher Vergrößerung mit 

digitaler Kamera (Sony, 3CCD, Japan) und einem Computer (PC Plll, 450 MHZ) benutzt. So 

konnten digitale Bilder der angefärbten Gewebepräparate gespeichert werden.  

Das dafür verwendete Softwareprogramm KS 300 3.0 (ZEISS, Jena) ermöglichte auch eine 

Kalibration.  

Um einen Messwert zu erhalten wurde das Programm Scion Image (SCION 

CORPORATION, MARYLAND, USA) verwendet.  

Mit Hilfe dieses Programms wurde die in transversaler Richtung geschnittene Muskelzelle 

manuell mit dem Cursor der PC-Maus umrandet. 
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Das Programm hat nun, nachdem diese Einstellung vorgenommen wurde, automatisch eine 

Ellipse berechnet, die der manuell gezeichneten, die Zelle umrandenden Form am nächsten 

kommt.  

Dann wurde in dieser Ellipse auf halber Strecke der längsten möglichen Geraden orthogonal 

zu Letzterer der Abstand von der einen Seite der Ellipse zu andern gemessen.  

Grund dieser Einstellung ist, dass, sollte das Bild keine optimale transversale Muskellzelle 

zeigen, sondern die Muskelfaser schräg oder gar longitudinal geschnitten worden sein, ein 

Durchmesser errechnet würde, wie er bei einem sauberen Querschnitt aufgetreten wäre.  

Die Messwerte wurden dann in Exceltabellen übertragen und ausgewertet.  

 

 

2.4.2.2 Zellkernzählung und -lokalisation 

 

Zur Erfassung der Anzahl und Lokalisation von Zellkernen wurden Methylenblau gefärbte 

Gewebsquerschnitte herangezogen.  

Diese wurden aus Gewebe erstellt, das in Tissue Tec eingebettet war. Bei einer 400-fachen 

Vergrößerung wurden nun zehn zufällig ausgewählte Gewebeareale pro Maus abfotografiert.  

Zu diesem Zweck wurde erneut das Mikroskop Axiophot (ZEISS, Jena) verwendet, das über 

eine digitale Kamera (Sony, 3CCD, Japan) mit einem Pentium III PC (450 MHZ) verbunden 

ist.  

So konnten digitale Bilder der angefärbten Gewebepräparate gespeichert werden. 

Anschließend wurde auch hier das Softwarenprogramm KS 300 3.0 (ZEISS, Jena) zur 

Fotografie und Kalibration (mit Hilfe des Eichobjektträgers) verwendet.  

Für jedes der Tiere wurden nun pro Bild in fünf zufällig gewählten Muskelzellen die Kerne 

gezählt und dabei festgehalten, wie viele der letzteren peripher in der Zelle lagen.  

Dies wurde an je 10 Bildern durchgeführt, so dass pro Maus 50 Zellen ausgezählt wurden. 

Tiere, bei denen schlechte Gewebsqualität oder ein Mangel an transversalen 

Muskelquerschnitten dazu führten, dass nicht genug Zellen ausgewertet werden konnten, 

wurden aus der Wertung genommen.  
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2.4.2.3 Kapillarisierung  

 

Die Messung der Kapillarisierung erfolgte, ähnlich der Erfassung der Zellkerne, durch ein 

Auszählverfahren.  

Hierzu wurden pro Tier und Muskel mindestens 50 Muskelzellquerschnitte ausgewählt und 

die Kapillaren, die jede Zelle umgaben, gezählt.  

Somit wurden Kapillaren bei benachbarten Zellen doppelt oder sogar öfter gezählt, so dass 

diese Methode keine Aussage über die Anzahl der Kapillaren insgesamt zulässt, sondern nur 

über die vaskuläre Versorgung der jeweiligen Muskelfasern.  

 

 

2.4.3 Succinatdehydrogenasefärbung  

 

Die SDH ist ein Enzym, das im Zitronensäurezyklus eine Rolle spielt. Bei Durchführung der 

Succinatdehydrogenasefärbung wird die Typisierung der Muskulatur anhand der Dichte der 

Mitochondrien evident.  

ST Fasern (Typ 1) enthalten deutlich mehr Mitochondrien als Muskelzellen vom FT Fasertyp 

(Typ IIb/x).  

Die ST Fasern werden bei dieser Methode somit stärker gefärbt und haben im Vergleich 

einen höheren Grauwert als der Hintergrund oder FT-Fasern. 

Um eine SDH Färbung durchzuführen, wurden Schnitte der in flüssigem Stickstoff 

gefrorenen Gewebe mit Hilfe des Kryostats erstellt.  

Hier wurden je drei 7µm dicke Gewebeproben auf einem Objektträger platziert. War eine 

Küvette mit Präparat tragenden Objektträgern voll, so wurde diese aus dem -20°C Bereich 

des Kryostats herausgenommen.  

Auf jedem Objektträger wurde dann mit einem Fettstift um jedes Gewebestück ein Kreis 

aufgetragen. Nachfolgend wurde mit Hilfe einer Pipette in jeden dieser Kreise die 

Färbelösung geträufelt, wobei der Fettkreis ein Verlaufen der Flüssigkeit verhinderte.  

 

 

 

 



Methoden 

23 

 

Die Färbelösung zur Anfärbung von Succinatdehydrogenase setzt sich wie folgt zusammen:  

 

- 5ml 50 mM Tris-HCl pH 7,4  

- 5ml 0,2 M Natrium-Succinat(Brensaeure)  

- 1ml 50 mM MgCl2 * 6H2O  

- 9ml Nitroblau-Tetrazonliumchlorid(NBT)  

 

Nachdem diese Lösung auf jedes Gewebselement aufgetragen wurde, wurden die 

Objektträger in Plastikschalen transferiet, in denen sie durch schmale Balken wenige mm 

über einem Wasserbecken gehalten wurden. In dieser Anordung wurden diese feuchten 

Kammern bei 37 °C für ca. eine Stunde in einem Inkubator platziert.  

Der Wirkmechanismus dieser Färbung ist wie folgt:  

Das Substrat des Enzyms Succinatdehydrogenase ist das Anion Succinat, das im 

Zitronensäurezyklus als Elektronendonator in der Elektronentransportkette fungiert. Die 

Färbelösung enthält sowohl Succinat, das Substrat des Enzyms Succinatdehydrogenase, als 

auch einen Farstoff, der das Produkt (Fumarat) anfärbt. Dieser Farbstoff ist das Nitroblau.  

Der Vorgang der enzymatischen Reaktion und die Anfärbung des Produkts durch den 

Farbstoff erfolgten während der Inkubation. Nach Entnahme aus dem Inkubator wurden die 

Schnitte kurz mit Aqua dest. abgespült, luftgetrocknet und mit Glyceringelatine (Kaisers 

Glycerine) eingedeckt.  

 

 

2.4.3.1. Auswertung der SDH-Färbung 

 

Zur Auswertung erfolgte die Messung der Dichte am selben PC wie bei der 

Zelldurchmesserbestimmung (2.4.2.1).  

Anschließend wurde jede Zelle mit dem Programm Image J umrandet. Es wurde darauf 

geachtet, die Zelle genau zu umranden. 

Das Programm hat den Grauwert der Zelle automatisch gemessen und in arbitrary units (au) 

angegeben.  
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Da die Lichtdurchlässigkeit der diversen Zellen objektiviert werden musste, wurde vor der 

Aufnahme pro Bild an drei Stellen der zellfreie Hintergrund gemessen und die Heiligkeit so 

eingestellt, dass die Schattierung des Hintergrundes bei 215 ± 5 au lag.  

In Excelltabellen wurde nach der Datenaufnahme der Wert jeder Zelle von dem 

Hintergrundwert des jeweiligen Bildes abgezogen, so dass am Ende pro Zelle die relative 

Lichtdurchlässigkeit feststand.  

Je geringer die Lichtdurchlässigkeit, das heißt je größer die Differenz des Wertes der Zelle zu 

dem des Hintergrundes, desto mehr Succcinatdehydrogenseaktivität weist die Zelle auf.  

 

Die Messung wurde pro Tier an 50 Zellen durchgeführt. 

Um einen genaueren Einblick in die Verteilung der Graustufen zu erhalten, wurde nach der 

Betrachtung der Mittelwerte eine Einteilung der Messwerte in Unterguppen vorgenommen.  

 

Folgendes Spektrum wurde zur Gruppeneinteilung herangezogen:  

 

<20 20-40 40-60 60-80 80-100 100-120 >120 

Tab. 2: Gruppeneinteilung zur genaueren Betrachtung der SDH-Verteiling ( in arbitrary units) 

 

2.4.4 Immunhistochemie 

 

In der Immunhistochemie wird die Spezifität von Antikörper genutzt, um die Verteilung von 

bestimmten Antigenen am histologischen Schnitt sichtbar zu machen. Dazu eigenen sich 

besonders Antigene, die spezifisch nur in bestimmten Zelltypen oder nur in bestimmten 

Geweben auftreten. Wie in 2. 2 für Kryostatschnitt beschrieben, wurde ein Teil des 

Muskelgewebes für die Immunhistochemie verwendet. Für die Immunlokalisationen wurde 

an Kryostatschnitten ein Verfahren zur indirekten Antigenmakierung verwendet, wobei ein 

spezifischer Sekundärantikörper an den antigenspezifischen Primärantikörper gebunden 

wurde. Der Sekundärantikörper richtet sich gegen das Fragment von Immunglobulinen der 

Tierspezies, in welcher der Primärantikörper hergestellt wurde.  

 

 



Methoden 

25 

 

An den Sekundärantikörper wird durch eine Verbindung zwischen Biotin und Avidin ein 

Peroxidase-Komplex (HRP) angelagert. Zur Visualisierung des gesamten Antikörper-

Komplexes werden verschiedene Chromogene verwendet (z.B. DAB), die an die Peroxidase 

des HRP binden 

Das Ergebnis dieser Reaktion konnte per Lichtmikroskop betrachtet werden.  

Es wurde ein Standard Färbeprotokoll verwendet. Dabei wurden die Gewebeschnitte auf den 

Objektträgern mit einem hydrophoben PAP-Pen Makierstift umrandet. 

 

 

- TBS Waschen 

 

Zunächst wurden die fixierten Schnitte dreimal 10 min mit TBS gewaschen. 

 

TBS 0.05 M (pH 7.6):    6.057 g   Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

                                         8.8 g    NaCl (= 150 mmol) 

                                              80 ml              HCI (Hydrochlorid= 1n) auf pH7.6 

                                   15 ml               Tween20 

                      mit a dest, auf 1000 mal auffüllen. 

 

- Hemmung der endogenen Peroxidase 

 

Da die endogene Peroxidase im Gewebe vorkommt, musste diese gehemmt werden, um 

falsch positive Ergebnisse zu vermeiden.  

Nach drei Waschschritten mit TBS erfolgte eine Hemmung der endogenen Peroxidase durch 

H2O2. Die zur Blockierung der endogenen Peroxidase notwendige H2O2-Lösung wurde kurz 

vor dem Gebrauch angesetz und in jedes Gewebe gegeben.  

Die Inkubation erfolgte 20 min bei Raumtemperatur. 

 

Hemmung der endogene Peroxidase:  20 ml  Methanol 

                               4.5 ml  H2O 

                                   5      ml    H2O2  
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- Permeabilisierung der Zellmembran 

 

Nach zwei Waschschritten mit TBS (je 10 min) wurde in TBS gelöstes Ammoniumchlorid 

und 0.25% Trion X für 10 min hinzugefügt.  

Das Ammoniumchlorid bewirkt eine Auflösung der Aldehydvernetzungen und Demaskierung 

des Gewebes, während das Detergenz Triton X die Membran auflöst. 

Somit wurde die Plasmamembran permeabilisiert, um dem Antikörper den Zugang zum 

Zytoplasma zu ermöglichen.  

 

Permeablisierung der Zellmembran:                 0.5 M               Ammoniumchlorid  

+ 0.25 %             Triton X in TBS 

                                               0.59 g      Ammoniumchlorid 

                                    50 µl      Triton X-100 

20  ml              TBS  

 

- Blockierung unspezifischer Bindungsstellen   

 

Nach zwei weiteren Waschschritten mit TBS (je 10 min) erfolgte das Blockieren 

unspezifischer Bindungsstellen durch 5% BSA in TBS für 60 Minuten.  

Damit war die Vorbehandlung der Präparate abgeschlossen und es konnte mit der 

eigentlichen Immundetektion begonnen werden.  

 

Blockierung unspezifischer Bindungsstellen:  TBS 10ml + BSA 0,5 g  

 

- Inkubation mit primärem Antikörper 

Die Zellen wurden mit folgenden primären Antikörpern in den angegebenen Verdünnungen 

(Tab. 1) in 0.8% BSA-Lösung bei 4 °C über Nacht inkubiert. Der primäre Antikörper war 

gegen die jeweiligen Antigene/Proteine gerichtet, die detektiert werden sollten. Die 

Inkubationsphase erfolgte in einer feuchten Kammer, um die Austrocknung des Präparates zu 

vermeiden. 
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Inkubation mit primärem Antikörper:  TBS 5ml + BSA 0,04g + primärer Antikörper  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 3: Verwendete primäre Antikörper 

 

 

- Inkubation mit sekundärem Antikörper 

 

Am nächsten Tag folgte das viermalige Waschen mit TBS (je 10 min). Anschließend wurden 

die Zellen mit den folgenden aufgeführten sekundären Antikörpern in den angegebenen 

Verdünnungen bei Raumtemperatur für 60 min inkubiert (Tab.2). 

 

Der sekundäre Antikörper bindet nun an das freie Ende des primären Antikörpers. 

 

 

Inkubation mit sekundärem Antikörper:   TBS 5 ml + sekundärer Antikörper 

 

 

Sekundäre Antikörper Verdünnung 

Goat anti rabbit biotin      ( Dako Hambrug, D) 1:400 

 Goat anti mouse biotin  ( Dako Hambrug, D) 1:400 

Tab. 4: Sekundäre Antikörper und ihre Verdünnung 

 

 

 

 

 

Verwendete Antikörper 

Antikörper Hersteller Horst Verdünnung  

Caspase 3 BD-Pharmingen Rabbit 1:500 

p-Akt(Thr 308) Cell Signaling Rabbit 1:500 

p-Akt(Ser 473) Cell Signaling Rabbit 1:500 

p-Erk Sigma Maus 1:400 
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- Inkubation mit dem Horseradisch Peroxidasekomplex  

 

Nach erneutem viermaligem Waschen mit TBS (je 10) wurden die Zellen mit dem 

Horseradisch Peroxidase (HRP) komplex für 60 min bei Raumtemperatur inkubiert, um die 

enzymatische Färbereaktion mit DAB vorzubereiten. Damit waren die erforderlichen 

Antikörper und gebundenen Enzymlabel für Immundetektion angefertigt. 

Die Peroxidase wurde im Verhältnis 1:150 mit TBS verdünnt.  

 

 

Inkubation mit HRP- komplex:  TBS 10ml + HRP-Komplex 66,67 ul  

 

- DAB-Entwicklung  

 

Nach 4 Waschgängen mit TBS (je 10 min) wurde im letzten Schritt eine DAB-Entwicklung 

durchgeführt. Zur Entwicklung der Immunfärbung wurde eine DAB-Lösung in 

Phosphatpuffer (PB) angesetzt und auf die Schnitte aufgetragen. Die Zellen wurden in der 

DAB-Lösung für ca. 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde das DAB 

durch den HRP-Komplex umgesetzt, was eine bräunliche Farbreaktion an den Stellen 

auslöste, wo das zu untersuchende Protein im Gewebe lokalisiert war.  

Nach der Entwicklung wurden die Zellen 3mal mit TBS (je 5 min) gewaschen. 

 

0.1 M Phosphatpuffer(PH 7.4):  Na2HPO4xH2O      14.4g 

                           NaH2PO4xH2O       2.6g 

                           Mit a.dest, auf 1000 ml auffüllen. 

DAB-Lösung(15 ml 0.1m PB):  150  ul      DAB- Lösung(=7.5 mg) 

                                 150  ul      NH4Cl(=6.0 mg) 

                                 300       ul      NiSo4(=0.05 M) 

                                300   ul      10%ige Glucose 

                                 50       ul      Glucoseoxidase 
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- Entwässerung und Eindecken  

 

Zuletzt wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert. 

Nach einer kurzen Inkubation in Xylol wurden die Gewebeschnitte mit Entellan eingedeckt 

und mit einem Deckgläschen versiegelt.  

 

Entwässerug:        In  70 % Ethanol      5 Miunten 

In  96 % Ethanol      5 Minuten 

                In 100 % Ethanhl          5 Minuten 

                In  Xylol           10     Minuten 

 

 

- IHC Kontrolle 

 

Zur Kontrolle für einen erfolgreichen Färbeprozess wurde eine immunhistochemische 

Kontrollfärbung (IHC) durchgeführt, um die Zuverlässigkeit der Färbetechnik zu sichern und 

unspezifische Bindungen der Antikörper auszuschließen. Dabei wurden alle Schritte des 

immunhistochemischen Standard Protokolls mitgemacht, nur statt der primären Antikörper 

wurde 0.8% BSA aufgetragen.  

 

 

2.4.4.1 Auswertungen der Immunhistochemie 

 

Zur Analyse der immunhistochemischen Färbung wurde ein Mikroskop „KS300 

Axiophot“ der Firma Zeiss (Jena, D) bei 40-facher Vergrößerung mit digitalen Kamera (Sony, 

3CCD, Japan) und einen Computer (PC Plll, 450 MHZ) benutzt. Durch die Verwendung des 

Programms „ KS 300 3.0“ war es möglich die Färbeergebnisse der Präparate festzuhalten. 

Zunächst wurden pro Präparat mindestens 50 Zellen von zwei bis drei Gewebeschnitten 

ausgewählt. 

Sie wurden mit einer an das Mikroskop angeschlossenen Kamera mit 40-facher 

Vergrößerung fotografiert und durch eine Graustufenmessung mit der Software „ Image 

J“ gemessen.  
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Die Farbdichtemessung der Zellen wurde gegenüber dem Hintergrund gemessen. Der Wert 

des Hintergrundes wurde als zellfreier Bereich des Gewebeausschnitts definiert. Als 

Standardisierung erfolgte eine dreimalige Hintergrundmessung, aus dem der Mittelwert 

gebildet wurde und der bei einer Intensität von 215±5 Du (Density Unit) liegen sollte. Aus 

den Werten der Graustufenmessung wurden als statistische Größe die arithmetrischen 

Mittelwerte und deren Standardabweichung berechnet. 

 

2.5 Statistik 

 

Alle statistischen Berechnungen und Darstellungen wurden mit Hilfe des 

Computerprogramms SPSS, Version 17.0 und mit Microsoft Excel 2003 durchgeführt. Alle 

Werte sind als Mittelwert± Standardabweichung SD (Standard Deviation) angegeben.  

Ein Vergleich der Gruppen und die Ermittlung der Signifikanzen erfolgten mit einfaktorieller 

ANOVA (analysis of variance). Bei der Post-hoc-Analyse kam Bonferroni-Test zu 

Anwendung. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 wurden die Unterschiede als 

signifikant bezeichnet(Kennzeichnung mit *). 
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3. Ergebnisse 

 

 

3.1 Muskelfaserdurchmesser 

 
 

Die Muskelfasern sowohl im M. gastrocnemius als auch im M. vastus lateralis der WT Mäuse 

sind im Vergleich zu KO Mäusen innerhalb der jeweiligen Gruppen zwar größer, jedoch sind 

diese Unterschiede nicht signifikant.  

Es ist deutlich erkennbar, dass der Muskelfaserdurchmesser der WT Mäuse unter 

Trainingsbelastung geringfügig größer ist als derjenigen mit Palladin-Defizit.  

 

Bei der Analyse des M. gastrocnemius konnte festgestellt werden, dass das vierwöchige 

Training bei den WT- und KO Mäusen in der Exon 2-4 Gruppe zu einer leichten Zunahme 

der Muskelfasergröße führt. Dabei gab es keinen Unterschied in der trainingsinduzierten 

Veränderung der Muskelfasergröße zwischen den WT- und KO-Mäusen.   

Beim Vergleich der Muskelfasergröße in der Exon 2 Gruppe konnte kein Unterschied 

zwischen den WT- und KO-Mäusen festgestellt werden. 

 

Bei der Analyse des M. vastus lateralis zeigte sich eine signifikante Zunahme der 

Muskelfasergröße durch das Training bei den WT- und KO Mäusen in der Exon 2-4 Gruppe. 

Dabei ergab sich kein Unterschied in der trainingsinduzierten Zuhname der Muskelfasergröße 

zwischen den WT- und KO-Mäusen. Beim Vergleich der Muskelfasergröße in der Exon 2 

Gruppe konnte kein Unterschied zwischen den WT- und KO-Mäusen festgestellt werden. 

 

Die Ergebnisse für Muskelfasergrößen sind in Tab. 5 und 6 dargestellt und als Mittelwert und  

Standardabweichung angegeben. 
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Gruppe 

 

 

 

Untrainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 

1 

WT 

n=5 

2 

KO 

n=4 

3 

WT 

n=6 

4 

KO 

n=8 

5 

WT 

n=4 

6 

KO 

n=5 

 

Zelldurchmesser 

(µm) 
 

(MW/SD) 
 

 

 

 

30.6 

±3.4 

 

 

 

28.8 

±2.4 

 

 

 

39.4 

±5.6 

 

 

 

37.8 

±3.8 

 

 

 

45.2 

±4.5 

 

 

 

39 

±7.4 

 

p-wert 

 

-- 

 

-- 
 

 

-- 
 

 

p=0.82 

(4 zu 2)  

 

-- 

 

-- 

  

Tab. 5: Mittelwert (M) und Standardabweichung (SD) für Faserdurchmesser im M. 

gastrocnemius. 1=WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2= KO(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 

3= WT (Trainierte Exon2-4 Gruppe), 4= KO (Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= WT 

(Trainierte Exon 2 Gruppe), 6= KO (Trainierte Exon 2 Gruppe).  

 

 
Muskelfaserdurchmesser im M. gastrocnemius 

 
                     Untrainierte Palladin Exon 2-4 Gruppe 

WT                                    KO 

 
   

                           Trainierte Palladin Exon 2-4 Gruppe 

               WT                                    KO 

      
 

Trainierte Palladin Exon 2 Gruppe 

                WT                                        KO 
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Abb. 4: Vergleichende graphische Darstellung der Muskelfaserdurchmesser im M. 

gastrocnemius. 

 

 

 

Gruppe 

 

 

Untrainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 

1 

WT 

n=3 

2 

KO 

n=5 

3 

WT 

n=8 

4 

KO 

n=9 

5 

WT 

n=5 

6 

KO 

n=5 
 

 

Zelldurchmesser 

(µm) 
 

(MW/SD) 
 

 

 

 

 

34.1 

±3.6 

 

 

 

29.7 

±5.9 

 

 

 

46.5 

±5.5 

 

 

 

42.2 

±5.9 

 

 

 

46.6 

±7.1 

 

 

 

38.8 

±3 

 

 

 

 

p=Wert 

 

p=0.039 

(1 zu 3) 

 

 

-- 
 

-- 
 

p=0.006 

(4 zu 2) 

 

-- 
 

-- 

Tab. 6: Mittelwert (M) und Standardabweichung (SD) für Faserdurchmesser im M. vastus 

lateralis. 1= WT ( Untrainierte Exon 2-4 Gruppe),  2= KO ( Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 

3= WT (Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO (Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= WT 

(Trainierte Exon 2 Gruppe), 6= KO (Trainierte Exon 2 Gruppe). 
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Muskelfaserdurchmesser im M. vastus lateralis  

 
Untrainierte Palladin Exon 2-4 Gruppe 

              WT                                  KO 

        

Trainierte Palladin Exon 2-4 Gruppe 

              WT                                  KO 

             

  

                         Trainierte Palladin Exon 2 Gruppe 

              WT                                  KO 

        

 

 

Abb. 5: Vergleichende graphische Darstellung der Muskelfaserdurchmesser im M. vastus 

 lateralis. 
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3.2 Zellkernlokalisation   

 

 

Bei der Analyse peripherer Zellkernlokalisation im M. gastrocnemius konnte festgestellt 

werden, dass es durch Training zu einer signifikanten Abnahme der peripheren Zellkernzahl 

bei den WT- und KO Mäusen in Exon 2-4 Gruppe kommt. 

Die Analyse der zentralen Zellkernlokalisation im M. gastrocnemius dagegen zeigte eine 

signifikante Zunahme der zentralen Zellkernzahl durch das Training bei den WT- und KO 

Mäusen in der Exon 2-4 Gruppe. Dabei gab es keinen Unterschied in der trainingsinduzierten 

Veränderung der Zellkernlokalisation zwischen den WT- und KO-Mäusen in der Exon 2-4 

Gruppe. 

Beim Vergleich der Zellkernlokalisation in der Exon 2 Gruppe konnte kein Unterschied 

zwischen den WT- und KO-Mäusen festgestellt werden. 

 

Bei der Analyse des M. vastus lateralis konnte festgestellt werden, dass das vierwöchige 

Training nur bei den WT Mäusen in der Exon 2-4 Gruppe und zu einer signifikanten 

Abnahme der peripheren Zellkernzahl führt. Bei den KO Mäusen bewirkte das Training keine 

signifikante Veränderung. 

Die Analyse der zentralen Zellkernlokalisation des M. vastus lateralis zeigte unter 

Trainingsbelastung eine signifikante Erhöhung der zentralen Zellkernzahl bei den WT 

Mäusen in der Exon 2-4 Gruppe. Dabei gab es keinen Unterschied in der trainingsinduzierten 

Veränderung der Zellkernlokalisation zwischen den WT- und KO-Mäusen in der Exon 2-4 

Gruppe. 

Beim Vergleich der Zellkernlokalisation in der Exon 2 Gruppe konnte kein Unterschied 

zwischen den WT- und KO-Mäusen festgestellt werden. 

 

Diese Ergebnisse sind in den Tabellen 7-10 dargestellt und als Mittelwert und 

Standardabweichung angegeben. 
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Gruppe 

 

 

Untrainierte 

 Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 

1 

WT 

n=5 

2 

KO 

n=4 

3 

WT 

n=6 

4 

KO 

n=8 

5 

WT 

n=4 

6 

KO 

n=5 

 
Prozentualer Anteil 

peripherer Zellkernzahl 

(%-Werte) 
 

 (MW/SD) 
 

 
 

 

 

97 

±0.9 

 
 

 

 

96.9 

±1.2 

 
 

 

 

89.2 

±3.7 

 
 

 

 

91.2 

±1.5 

 
 

 

 

92.6 

±0.4 

 
 

 

 

94.5 

±0.9 

 
 

 

p=Wert 

 

-- 

 

-- 
 

p=0.00 

(3 zu 1) 

 

 

p=0.001 

(4 zu 2) 

 

 

-- 

 

-- 

Tab. 7: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für periphere Zellkernzahl im M. 

gastrocnemius. 1=WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2= KO(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 

3= WT(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= WT(Trainierte 

Exon 2 Gruppe), 6= KO (Trainierte Exon 2 Gruppe). 

 

 

 

Gruppe 

 

 

 

Untrainierte  

Exon 2 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Type 

 

1 

WT 

n=5 

2 

KO 

n=4 

3 

WT 

n=6 

4 

KO 

n=8 

5 

WT 

n=4 

6 

KO 

n=5 

 
Prozentualer Anteil 

peripherer Zellkernzahl 

(%-Werte) 
 

(MW/SD) 
 

 
 

 

 

2.9 

±0.9 

 
 

 

 

3 

±1.2 

 
 

 

 

10.9 

±3.7 

 
 

 

 

8.8 

±1.5 

 
 

 

 

7.4 

±0.4 

 
 

 

 

5.4 

±0.9 

 
 

 

p=Wert 

 

p=0.00 

(1 zu 3) 

 

p=0.001 

(2 zu 4) 

 

p=0.00 

 (3 zu 1) 

 

p=0.001 

(4 zu 2) 

 

-- 

 

-- 

Tab. 8: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für zentrale Zellkernzahl im M. 

gastrocnemius. 1=WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2= KO(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 

3= WT (Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= WT(Trainierte 

Exon 2 Gruppe), 6= KO(Trainierte Exon 2 Gruppe). 
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Abb. 6: Vergleichende graphische Darstellung peripherer Zellkernzahl im M. gastrocnemius. 

 

 

 

 
Abb. 7: Vergleichende graphische Darstellung zentraler Zellkernzahl im M. gastrocnemius. 
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Gruppe 

 

 

 

Untrainierte  

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 

1 

WT 

n=3 

2 

KO 

n=5 

3 

WT 

n=8 

4 

KO 

n=9 

5 

WT 

n=5 

6 

KO 

n=5 

 
Prozentualer Anteil 

peripherer Zellkernzahl 

(%-Werte) 
 

 (MW/SD) 
 

 
 

 

97 

±0.6 

 
 

 

97.6 

±0.5 

 
 

 

90 

±2.5 

 
 

 

93.6 

±3.9 

 
 

 

92.3 

±1.8 

 
 

 

94.2 

±0.8 

 
 

p=Wert 

 

p=0.003 

(1 zu 3) 

 

p=0.12 

(2 zu 4) 

 

p=0.03 

 (3 zu 1) 

 

p=0.12 

(4 zu 2) 

 

-- 
 

-- 

Tab. 9: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für periphere Zellkernzahl im M. vastus 

lateralis. 1= WT(Untrainierte Exon2-4 Gruppe), 2= KO(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 3= 

WT(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= WT(Trainierte 

Exon 2 Gruppe), 6= KO(TrainierteExon 2 Gruppe). 

 

 

 

Gruppe 

 

 

 

Untrainierte  

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 

1 

WT 

n=3 

2 

KO 

n=5 

3 

WT 

n=8 

4 

KO 

n=9 

5 

WT 

n=5 

6 

KO 

n=5 

 
Prozentualer Anteil 

peripherer Zellkernzahl 

(%-Werte) 
 

(MW/SD) 
 

 
 

 

 

2.6 

±0.6 

 
 

 

 

2.4 

±0.5 

 
 

 

 

9.9 

±2.5 

 
 

 

 

6.5 

±3.9 

 

 

 

 

 

 

7.7 

±2.1 

 

 

 

 

 

 

5.7 

±0.9 

 
 

p=Wert 

 

p=0.05 

(1 zu 3) 

 

 

-- 
 

p=0.05 

 (3 zu 1) 

 

 

-- 
 

-- 

 

-- 

Tab. 10: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für zentrale Zellkernzahl im M. vastus 

lateralis. 1= WT(Untrainierte Exon2-4 Gruppe), 2= KO(Untrainierte Exon2-4 Gruppe), 3= 

WT(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= WT(Trainierte 

Exon 2 Gruppe), 6= KO(Trainierte Exon 2 Gruppe). 
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Abb. 8: Vergleichende graphische Darstellung peripherer Zellkernzahl im M. vastus lateralis. 

 

 

 

 
Abb. 9: Vergleichende graphische Darstellung zentraler Zellkernzahl im M. vastus lateralis. 
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3.3 Kapillarisierung. 

 

Beim Vergleich der Kapillarisierung ergaben sich keine Unterschiede zwischen WT- und KO 

Mäusen innerhalb der einzelnen Gruppen.  

 

Bei der Analyse der Kapillarisierung im M. gastrocnemius konnte festgestellt werden, dass es 

durch Training zu keiner Veränderung der Kapillarzahl bei den WT- und KO Mäusen in Exon 

2-4 Gruppe kommt. Dabei gab es keinen Unterschied in der trainingsinduzierten 

Kapillarisierung zwischen den WT- und KO-Mäusen in der Exon 2-4 Gruppe. 

Beim Vergleich der Kapillarzahl in der Exon 2 Gruppe konnte kein Unterschied zwischen den 

WT- und KO-Mäusen festgestellt werden. 

 

Die Analyse der Kapillarzahl im M. vastus lateralis zeigte unter Trainingsbelastung keine 

Zunahme der Kapillarzahl bei den WT- und KO Mäusen in der Exon 2-4 Gruppe. Dabei gab 

es keinen Unterschied in der trainingsinduzierten Kapillarisierung zwischen den WT- und 

KO-Mäusen in der Exon 2-4 Gruppe. 

Beim Vergleich der Kapillarzahl in der Exon 2 Gruppe konnte kein Unterschied zwischen den 

WT- und KO-Mäusen festgestellt werden. 

 

Diese Ergebnisse sind in Tab. 11 und 12 dargestellt und als Mittelwert ± Standardabweichung 

angegeben. 
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Gruppe 

 

 

Untrainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

    Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

      Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 

 1 

WT 

n=5 

 2 

KO 

n=4 

 3 

WT 

n=5 

 4 

KO 

n=8 

 5 

WT 

n=4 

 6 

KO 

n=5 

 

Kapillarzahl  

pro Muskelfaser 

(MW/SD) 
 

 

3.9 

±1.1 

 

4.7 

±0.5 

 

4.4 

±1.4 

 

4.7 

±1.6 

 

3.9 

±0.9 

 

4.7 

±0.9 

 
 

 

p-Wert 

 

p=1.0 

(1 zu 2) 

 

 

p=1.0 

(2 zu 4) 

 

 

p=1.0 

(1 zu 3) 

 

   -- 
 

  -- 

 

-- 

Tab. 11: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Kapillarzahl im M. gastrocnemius. 

1= WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2= KO(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 3= 

WT(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= WT(Trainierte 

Exon 2 Gruppe), 6= KO(Trainierte Exon 2 Gruppe). 

 

 

Abb. 10: Vergleichende graphische Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen 

           der Kapillarisierung im M. gastrocnemius 
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Gruppe 

 

 

 

Untrainierte  

Exon2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 

1 

WT 

n=3 

2 

KO 

n=5 

3 

WT 

n=8 

4 

KO 

n=9 

5 

WT 

n=5 

6 

KO 

n=5 

 

Kapillarzahl  

pro Muskelfaser 

(MW/SD) 
 

 

4.5 

±1 

 

6.5 

±1.5 

 

4.7 

±1.2 

 

5.1 

±1.5 

 

4.4 

±0.7 

 

4.5 

±0.7 

 
 

p-Wert 

 

p=0.52 

(1 zu 2) 

 

 

p=0.76 

(2 zu 4) 

 

 

p=1.0 

(1 zu 3) 

 

 

-- 
 

 

-- 
 

-- 

Tab.12: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Kapillarzahl im M. vastus lateralis.  

1= WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2= KO(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 3= 

WT(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= WT(Trainierte 

Exon 2 Gruppe), 6= KO(Trainierte Exon 2 Gruppe). 

 

 

 
Abb. 11: Vergleichende graphische Darstellung der Kapillarisierung im M. vastus lateralis. 
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3.4 Muskeltypisierung 

  
Bei der Analyse der SDH-Aktivität im M. gastocnemius (Abb. 12) konnte festgestellt werden, 

dass im untrainierten Zustand die Exon 2-4 KO Mäuse im Vergleich zu WT Mäusen einen 

größeren Anteil am Fasertyp-I aufweisen. Bei den Exon 2-4 KO Mäusen ließ sich eine 

signifikante Abnahme der SDH-Aktivität in den Bereichen 0-20, 20-40 und 40-60 als 

Anzeichen für den Fasertyp-II beobachten. In den Bereichen 80-100 und 100≤ als Anzeichen 

für den Fasertyp-I zeigten KO Mäuse eine höhere SDH-Aktivität als WT Mäuse.  

 

Im trainierten Zustand ließ sich kein Unterschied in der Verteilung der SDH-Aktivität 

zwischen den WT- und den KO Mäusen in der Exon 2-4 Gruppe beobachten. Die WT- und 

KO Mäusen wiesen eine erhöhte SDH-Aktivität in den Bereichen zwischen 0 und 40 und eine 

gleichzeitige Verringerung in den Bereichen zwischen 80 und 100≤ auf.  

In der Exon 2 Gruppe konnte ebenfalls kein Unterschied in der Verteilung der SDH-Aktivität 

zwischen den WT- und den KO Mäusen beobachtet werden. Die WT- und KO Mäuse wiesen 

eine erhöhte SDH-Aktivität in den Bereichen zwischen 0 und 60 und eine Verringerung in 

den Bereichen zwischen 60 und 100≤ auf. 

Anhand dieser Verteilung der SDH-Aktivität war in den beiden Gruppen ein hoher Anteil des 

Fasertyps-II zu erkennen. 

 

Die WT Mäuse zeigten keine Verschiebung des Faserspektrums, wobei es unter 

Trainingsbelastung in allen Bereichen zu keiner Veränderung der SDH-Aktivität kam.  

Bei den Exon 2-4 KO Mäusen kam es zu einer trainingsbedingten Verschiebung des 

Faserspektrums in Richtung des Muskelfasertyps-II.  Im Vergleich zum untrainierten ließ 

sich im trainierten Zustand eine höhere SDH-Aktivität in den Bereichen 0-20 und 20-40 

beobachten, wobei sich eine Abnahme der SDH-Aktivität in den Bereichen 80-100 und 100≤

zeigte. 

 

Die Einteilung für verschiedene Grauwertstufen und die densitometrischen Messergebnisse 

für WT- und KO-Mäuse sind in Abb. 12 dargestellt. 
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Abb. 12:     Durchschnittliche Verteilung der densitometrisch gemessenen 

    Succinatdehydrogenaseaktivität im M. gastocnemius 

 

Bei der Analyse der SDH-Aktivität im M. soleus (Abb. 13) konnte festgestellt werden, dass 

im untrainierten Zustand die Exon 2-4 KO Mäuse im Vergleich zu WT Mäusen einen 

größeren Anteil am Fasertyp-I aufweisen. Bei den Exon 2-4 KO Mäusen ließ sich eine große 

Abnahme der SDH-Aktivität in den Bereichen 0-20, 20-40 und 40-60 als Anzeichen für den 

Fasertyp-II beobachten. In den Bereichen 60-80 und 80-100 als Anzeichen für den Fasertyp-I 

zeigten KO Mäuse eine höhere SDH-Aktivität als WT Mäuse.  

 

Im trainierten Zustand ließ sich kein Unterschied in der Verteilung der SDH-Aktivität 

zwischen den WT- und den KO Mäusen in der Exon 2-4 Gruppe beobachten. 

In der Analyse der Exon 2 Gruppe wiesen WT Mäuse eine höhere SDH-Aktivität im Bereich 

0-20 und eine signifikant geringere SDH-Aktivität im Bereich 100-120 als KO Mäuse auf. 
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Beim Vergleich der SDH-Aktivität in den Bereichen zwischen 20-100 gab es kein 

Unterschied zwischen den WT- und den KO Mäusen.  

Insgesamt waren in den beiden Gruppen keine Unterschiede in der Fasertypenverteilung 

zwischen den WT- und den KO Mäusen zu erkennen. 

Die WT Mäuse zeigten unter Trainingsbelastung eine leichte Umwandlung zum Fasertyp-I. 

Das körperliche Training führte zu einer Abnahme der SDH-Aktivität im Bereich 20-40 

sowie zu einer signifikanten Zunahme der SDH-Aktivität im Bereich 80-100. 

Die Analyse der SDH-Aktivität in Exon 2-4 KO Mäusen zeigte eine Verschiebung des 

Faserspektrums in Richtung des Muskelfasertyps-II. Im Vergleich zum untrainierten ließ sich 

im trainierten Zustand eine höhere Zunahme in den Bereichen 20-40 und 40-60 beobachten, 

wobei es zu einer signifikanten Abnahme in den Bereichen 60-80 und 80-100 kam. 

Die Einteilung für verschiedene Grauwertstufen und die densitometrischen Messergebnisse 

für WT- und KO-Mäuse ist in Abb. 13 dargestellt. 
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Abb. 13: Durchschnittliche Verteilung der densitometrischen Succinatdehydrogenase  

  im M. soleus 
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Bei der Analyse der SDH-Aktivität im M. extensor digitorum longus (Abb. 14) zeigten sich 

signifikante Unterschiede zwischen den untrainierten WT- und KO-Mäusen in den Bereichen 

0-20 und 60-80. Insgesamt waren jedoch keine Unterschiede in der Fasertypenverteilung 

zwischen den WT- und den KO Mäusen im untrainierten Zustand zu erkennen. Dabei wiesen 

die WT und die KO Mäuse einen größeren Anteil am Muskelfasertyp-II auf. 

 

Im trainierten Zustand ließ sich kein Unterschied in der Verteilung der SDH-Aktivität 

zwischen den WT- und den KO Mäusen in der Exon 2-4 Gruppe beobachten. 

In der Analyse der Exon 2 Gruppe wiesen WT Mäuse eine signifikant höhere SDH-Aktivität 

im Bereich 0-20 und eine signifikant geringere SDH-Aktivität im Bereich 40-60 als KO 

Mäuse auf. Beim Vergleich der SDH-Aktivität in den Bereichen 20-40, 60-80 und 80-100 gab 

es kein Unterschied zwischen den WT- und den KO Mäusen.  

Insgesamt waren in den beiden Gruppen keine Unterschiede in der Fasertypenverteilung 

zwischen den WT- und den KO Mäusen zu erkennen. 

 

Die WT Mäuse zeigten unter Trainingsbelastung eine Umwandlung zum Fasertyp-I. Das 

körperliche Training führte zu einer Abnahme der SDH-Aktivität in den Bereichen 0-20 und 

20-40 sowie zu einer signifikanten Zunahme der SDH-Aktivität in den Bereich 60-80 und 80-

100. 

 

Bei den Exon 2-4 KO Mäusen kam es zu einer trainingsbedingten Verschiebung des 

Faserspektrums in Richtung des Muskelfasertyps-I.  Im Vergleich zum untrainierten ließ 

sich im trainierten Zustand eine geringere SDH-Aktivität in den Bereichen 0-20 und 20-40 

beobachten, wobei sich eine signifikante Zunahme der SDH-Aktivität in den Bereichen 60-80 

und 80-100 zeigte. 

 

Die Einteilung für verschiedene Lichtdurchlässigkeiten und die durchschnittliche Verteilung 

der densitometrischen Messung der WT- und KO-Mäuse sind in Abb. 14 dargestellt. 
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Abb. 14:     Durchschnittliche Verteilung der densitometrisch gemessenen 

    Succinatdehydrogenaseaktivität im M. extensor digitorum longus 

 

 

 

Bei der Analyse der SDH-Aktivität im M. vastus lateralis (Abb. 15) zeigten sich Unterschiede 

zwischen den untrainierten WT- und KO-Mäusen in den Bereichen 0-20 und 40-60. 

Insgesamt waren jedoch keine Unterschiede in der Fasertypenverteilung zwischen WT und 

KO Mäusen zu erkennen, wobei die WT- und die KO Mäuse im untrainierten Zustand einen 

hohen Anteil des Muskelfasertyps-II aufwiesen.  
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Im trainierten Zustand ließen sich keine Unterschiede in der Verteilung der SDH-Aktivität 

zwischen den WT- und den KO-Mäusen in der Exon 2-4 Gruppe beobachten. Die WT- und 

KO Mäusen wiesen eine erhöhte SDH-Aktivität im Bereich 20-40 und eine gleichzeitige 

Verringerung in den Bereichen zwischen 80 und 100≤ auf.  

Anhand dieser Verteilung der SDH-Aktivität war dabei ein hoher Anteil des Fasertyps-II zu 

erkennen. 

 

In der Exon 2 Gruppe konnte ebenfalls kein Unterschied in der Verteilung der SDH-Aktivität 

zwischen den WT- und den KO Mäusen beobachtet werden. Die WT- und KO Mäuse wiesen 

eine erhöhte SDH-Aktivität in den Bereichen 0-20 und 20-40 als Anzeichen für den Fasertyp-

II und eine gleichzeitige Verringerung in den Bereichen zwischen 60 und 100≤ als Anzeichen 

für den Fasertyp-I auf. Dabei ließ sich ein hoher Anteil des Fasertyps-II beobachten. 

 

Die WT Mäuse zeigten keine trainingsinduzierte Verschiebung des Faserspektrums. Während 

ein körperliches Training einen Anstieg im Bereich 20-40 bewirkte, kam es zu einer Abnahme 

im Bereich 40-60. Dabei zeigte sich keine Veränderung der SDH-Aktivität in den Bereichen 

80-100 und 100≤.  

 

Ebenfalls ließ sich bei den Exon 2-4 KO Mäusen keine trainingsinduzierte Verschiebung des 

Faserspektrums beobachten. Das Training bewirkte eine Erhöhung der SDH-Aktivität im 

Bereich 20-40 und eine signifikante Abnahme im Bereich 80-100, während es keine 

Veränderung der SDH-Aktivität in den Bereichen 60-80 und 100≤ kam. 

 

Die Einteilung für verschiedene Grauwertstufen und die densitometrischen Messergebnisse 

für WT- und KO-Mäuse ist in Abb. 15 dargestellt. 
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Abb. 15:  Durchschnittliche Verteilung der densitometrischen Succinatdehydrogenase     

im M. vastus lateralis. 

 
3.5 Aktivierung von Caspase-3 

 

Die immunhistochemische Analyse im M. gastrocnemius (Abb. 16) zeigte keinen 

Unterschied in der basalen Aktivierung von Caspase-3 zwischen den WT- und den KO Tieren 

im untrainierten Zustand.  

In der Exon 2-4 Gruppe ließ sich bei WT- und KO Mäusen im trainierten Zustand keine 

Veränderung der basalen Aktivierung von Caspase-3 feststellen. Des Weiteren konnte in der 

Exon 2 Gruppe beobachtet werden, dass ein vierwöchiges Training eine leichte Abnahme der 

basalen Aktivierung von Caspase-3 bei WT- und KO Mäusen bewirkt. Hier zeigten sich keine 

Unterschiede in der trainingsinduzierten Veränderung der basalen Aktivierung von Caspase-3 

zwischen den WT- und den KO-Mäusen in allen Gruppen. 
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Bei der Analyse des M. soleus (Abb. 17) gab es keinen signifikanten Unterschied in der 

basalen Aktivierung von Caspase-3 zwischen den WT- und KO-Mäusen im untrainierten 

Zustand. Bei der Exon 2-4 Gruppe zeigte sich im trainierten Zustand keine Veränderung der 

basalen Aktivierung von Caspase-3 bei den WT- und den KO-Mäusen. Unter 

Trainingsbelastung kam es zu einer leichten Abnahme der basalen Aktivierung von Caspase-3 

bei den WT- und den KO-Mäusen in der Exon 2 Gruppe. Hinsichtlich trainingsinduzierter 

Veränderungen der basalen Aktivierung von Caspase-3 ließen sich in allen Gruppen keine 

Unterschiede zwischen den WT- und den KO Mäusen feststellen.  

Bei der basalen Caspase-3-Aktivierung des M. extensor digitorum longus (Abb. 18) bestand 

im untrainierten Zustand kein signifikanter Unterschied zwischen den WT- und den KO-

Mäusen. Bei der Exon 2-4 Gruppe zeigte sich bei den WT Mäusen im trainierten Zustand 

keine Veränderung der basalen Aktivierung von Caspase-3, wohingegen bei den Exon 2-4 

KO Mäusen das Training einen leichten Anstieg der basalen Aktivierung von Caspase-3 

bewirkte. In der Exon 2 Gruppe ließ sich eine leichte Verringerung der basalen Aktivierung 

von Caspase-3 bei den WT-Tieren im trainierten Zustand feststellen, während körperliches 

Training zu keiner Veränderung der basalen Aktivierung von Caspase-3 bei den Exon 2 KO 

Mäusen führte. Hier ließen sich in allen Gruppen keine Unterschiede in der 

trainingsinduzierten Veränderung der basalen Aktivierung von Caspase-3 zwischen den WT- 

und den KO-Mäusen beobachten.  

Beim Vergleich der basalen Aktivierung von Caspase-3 im M. vastus lateralis (Abb. 19) 

zeigte sich kein Unterschied zwischen den WT- und den KO-Mäusen in der untrainierten 

Gruppe. 

In der Exon 2-4 Gruppe zeigte sich unter Trainingsbelastung ebenfalls eine Reduktion der 

basalen Aktivierung von Caspase-3 bei den WT- und den KO Mäusen. Hierbei ließ sich auch 

eine signifikante Reduktion bei den Exon 2-4 WT Mäusen beobachten.  

Im trainierten Zustand wiesen die WT- und KO Mäuse in der Exon 2 Gruppe eine 

Verringerung der basalen Aktivierung von Caspase-3 auf, wobei die Abnahme bei den Exon 2 

WT Mäusen signifikant war. Insgesamt konnten in allen Gruppen kein Unterschied in der 

trainingsinduzierten Abnahme der basalen Aktivierung von Caspase-3 zwischen den WT- und 

den KO Mäusen festgestellt werden. 

 

Diese Ergebnisse sind in den Tabellen 13-16 dargestellt und als Mittelwert ± 

Standardabweichung angegeben. 
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Gruppe 

 

 

 

Untrainierte  

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 

1 

WT 

n=5 

2 

KO 

n=5 

3 

WT 

n=9 

4 

KO 

n=6 

5 

WT 

n=5 

6 

KO 

n=3 

 

Densitometrische 

Einheiten  
 

(MW/SD) 
 

 

 

 

11.3 

±3.9 

 

 

 

11.4 

±6.3 

 

 

 

10.5 

±5.5 

 

 

 

7.2 

±2 

 

 

 

6.6 

±2.8 

 

 

 

6.5 

±2.6 

 
 

p-Wert 

 

p=1.0 

(1 zu 2) 

 

 

p=1.0 

(2 zu 4) 

 

 

p=1.0 

(3 zu 1) 

 

 

-- 

 

-- 

 

p=1.0 

(6 zu 5) 

 

Tab. 13: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert im M. gastrocnemius 

vastus lateralis. 1= WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2= KO(Untrainierte Exon 2-4 

Gruppe), 3= WT(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= 

WT(Trainierte Exon 2 Gruppe), 6= KO(Trainierte Exon 2 Gruppe). 
 

M. gastrocnemius 

                   

 
Abb. 16: Caspase-3 Aktivierung mit densitometrischer Auswertung im M. gastrocnemius 
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Gruppe 

 

 

 

Untrainierte  

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2-4Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 

1 

WT 

n=5 

2 

KO 

n=5 

3 

WT 

n=4 

4 

KO 

n=5 

5 

WT 

n=3 

6 

KO 

n=6 
 

Densitometrische 

Einheiten 
 

(MW/SD) 
 

 

 

23.8 

±15.9 

 

 

12.4 

±4.4 

 

 

28.9 

±9.9 

 

 

16.9 

±7.9 

 

 

9.1 

±5.6 

 

 

6.9 

±1.3 

 
 

 

p-Wert 

 

p=0.79 

(1 zu 2) 

 

 

p=1.0 

(2 zu 4) 

 

 

p=1.0 

(1 zu 3) 

 

-- 

 

-- 

 

-- 

Tab. 14: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert im M. soleus.  

1= WT (Untrainierte Exon2-4 Gruppe), 2= KO (Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 3= WT 

(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO (Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= WT (Trainierte 

Exon 2 Gruppe), 6= KO (Trainierte Exon 2 Gruppe). 

 

M. soleus 

  

            

 

Abb. 17: Caspase-3 Aktivierung mit densitometrischer Auswertung im M. soleus 
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Gruppe 

 

 

 

Untrainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 

1 

WT 

n=5 

2 

KO 

n=4 

3 

WT 

n=3 

4 

KO 

n=4 

5 

WT 

n=5 

6 

KO 

n=5 

 

Densitometrische 

Einheiten 
 

(MW/SD) 
 

 

12.1 

±6.8 

 

9.3 

±2.9 

 

12.4 

±2.8 

 

17.2 

±6.1 

 

6.8 

±2.4 

 

8.7 

±6 

 
 

 

 

 

p-Wert 

 

p=1.0 

(1 zu 2) 

 

 

p=0.45 

(2 zu 4) 

 

 

p=1.0 

(3 zu 1) 

 

 

p=1.0 

(4 zu 3) 

 

 

-- 

 

p=1.0 

(6 zu 5) 

 

Tab. 15: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert im M. extensor 

digitorum longus. 1= WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2= KO(Untrainierte Exon 2-4 

Gruppe), 3= WT(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe),5= WT 

(Trainierte Exon 2 Gruppe), 6= KO (Trainierte Exon 2 Gruppe). 

 

 

M. extensor digitorum longus 
 

             

 

Abb. 18: Caspase-3 Aktivierung mit densitometrischer Auswertung im M. extensor 

                  digitorum longus 
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Gruppe 

 

 

 

Untrainierte  

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 

1 

WT 

n=5 

2 

KO 

n=5 

3 

WT 

n=8 

4 

KO 

n=8 

5 

WT 

n=4 

6 

KO 

n=5 

 

Densitometrische 

Einheiten 

(MW/SD) 
 

 

 

 

24.6 

±7.3 

 

 

 

19 

±9.5 

 

 

 

12 

±7.2 

 

 

 

9.7 

±1.7 

 

 

 

5.7 

±2.8 

 

 

 

8.9 

±3.9 

 

 

p-Wert 

 

p=0.014 

(1 zu 3) 

 

 

-- 

 

p=0.014 

(3 zu 1) 

 

 

-- 

 

-- 

 

-- 

Tab. 16: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert im M. vastus 

lateralis. 1= WT (Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2= KO (Untrainierte Exon 2-4 

Gruppe), 3= WT (Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO (Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 

5= WT (Trainierte Exon 2 Gruppe), 6= KO (Trainierte Exon 2 Gruppe). 

 

 

M. vastus lateralis 

       
 

 
Abb. 19: Caspase-3 Aktivierung mit densitometrischer Auswertung im M. vastus lateralis 
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3.6. Aktivierung von p-Akt(Thr308) 
 

 

 

Die immunhistochemische Analyse im M. gastrocnemius (Abb. 20) zeigte keinen 

Unterschied in den basalen p-Akt (Thr 308)-Werten zwischen den WT- und den KO-Tieren 

im untrainierten Zustand. 

 

 

Unter Trainingsbelastung ließ sich in der Exon 2-4 Gruppe eine Verringerung der basalen p-

Akt-Werte bei den WT-Tieren feststellen, während körperliches Training zu keiner 

Veränderung der basalen p-Akt Werte bei den Exon 2-4 KO Tieren führte. 

In der Exon 2 Gruppe konnte im trainierten Zustand kein Unterschied in der basalen p-Akt 

(Thr 308)-Werte zwischen den WT- und den KO Tieren festgestellt werden.  

Insgesamt zeigte sich dabei kein Unterschied in der trainingsinduzierten Veränderung der 

basalen p-Akt Werte zwischen den WT- und den KO-Mäusen. 

 

 

Für basale p-Akt (Thr 308)-Werte im M. soleus (Abb. 21) gab es im untrainierten Zustand 

keinen signifikanten Unterschied zwischen den WT- und den KO-Mäusen. 

In der Exon 2-4 Gruppe konnte unter Trainingsbelastung eine leichte Reduktion der basalen 

p-Akt Werte bei den WT Mäusen festgestellt werden, während das Training keine 

Veränderung der basalen p-Akt Werte bei den Exon 2-4 KO Tieren bewirkte.  

Im trainierten Zustand ließ sich kein Unterschied in der basalen p-Akt Werte zwischen den 

WT- und den KO-Mäusen in der Exon 2 Gruppe beobachten.  

Hinsichtlich trainingsinduzierter Veränderungen der basalen p-Akt Werte zeigte sich in allen 

Gruppen kein Unterschied zwischen den WT- und den KO Mäusen. 
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Bei der Analyse der basalen p-Akt (Thr 308)-Werte im M. extensor digitorum longus (Abb. 

22) in der untrainierten Gruppe gab es einen signifikanten Unterschied zwischen den WT- 

und den KO-Mäusen. Die basalen p-Akt Werte waren bei den WT-Mäusen höher.  

Unter Trainingsbelastung kam es zu einer signifikanten Abnahme der basalen p-Akt Werte 

bei den WT- und den KO-Mäusen in der Exon 2-4 Gruppe. 

 

Bei der Exon 2 Gruppe zeigte sich im trainierten Zustand kein Unterschied in der basalen p-

Akt Werte zwischen den WT- und den KO-Mäusen. Hier ließ sich in allen Gruppen kein 

Unterschied in der trainingsinduzierten Abnahme der basalen p-Akt Werte zwischen den WT- 

und den KO Mäusen beobachten. 

 

Für basale p-Akt (Thr 308)-Werte im M. vastus lateralis (Abb. 23) gab es in der untrainierten 

Gruppe keinen signifikanten Unterschied zwischen den WT- und den KO Mäusen.  

In der Exon 2-4 Gruppe zeigte sich unter Trainingsbelastung keine Veränderung der basalen 

p-Akt Werte bei den WT- und den KO Mäusen. In der Exon 2 Gruppe ließ sich im trainierten 

Zustand kein Unterschied in der basalen p-Akt Werte zwischen den WT- und den KO Mäusen 

beobachten.  

Insgesamt konnte in allen Gruppen kein Unterschied in den trainingsinduzierten 

Veränderungen der basalen p-Akt (Thr 308)-Werte zwischen den WT- und den KO Mäusen 

festgestellt werden. 

 

Diese Ergebnisse sind in den Tabellen 17–20 dargestellt und als Mittelwert ± 

Standardabweichung angegeben. 
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Gruppe 
 

 

Untrainierte 

 Exon 2-4 Gruppe 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

  

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

Type 

 

1 

WT 

n=5 

2 

KO 

n=5 

3 

WT 

n=6 

4 

KO 

n=8 

5 

WT 

n=4 

6 

KO 

n=5 

 

Densitometrische 

Einheiten 

(MW/SD) 
 

 

 

21.9 

±6.2 

 

 

20.4 

±3.9 

 

 

13.3 

±9.1 

 

 

24.5 

±23.4 

 

 

6.5 

±2.4 

 

 

10 

±5.6 

 
 

 

   p-Wert 

 

p=0.52 

(1 zu 2) 

 

 

p=0.76 

(2 zu 4) 

 

 

p=1.0 

(3 zu 4) 

 

-- 

 

p=1.0 

(5 zu 6) 

 
-- 

Tab. 17: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert im M. gastrocnemius. 

1= WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2= KO(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 3= 

WT(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= WT(Trainierte 

Exon 2 Gruppe), 6= KO(Trainierte Exon 2 Gruppe). 

 

M. gastrocnemius 
 

      

 

Abb. 20: p-Akt Aktivierung mit densitometrischer Auswertung im M. gastrocnemius 
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Gruppe 
 

 

 

Untrainierte  

Exon 2-4 Gruppe 
 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 
 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 
 

 

Type 

 

1 

WT 

n=4 

2 

KO 

n=5 

3 

WT 

n=5 

4 

KO 

n=7 

5 

WT 

n=3 

6 

KO 

n=4 

 

Densitometrische 

Einheiten 

(MW/SD) 
 

 

 

18.9 

±10 

 

 

10.3 

±5.7 

 

 

8.9 

±5.1 

 

 

8.4 

±4.8 

 

 

13.8 

±7.1 

 

 

9.6 

±2.4 

 
 

p-Wert 

 

p=0.66 

(1 zu 2) 

 

 

p=1.0 

(2 zu 4) 

 

 

p=0.31 

(3 zu 1) 

 

 

p=1.0 

(4 zu 3) 

 

 

-- 
 

-- 

Tab. 18: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert im M. soleus.  

1= WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2= KO(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 3= 

WT(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= WT(Trainierte 

Exon 2 Gruppe), 6= KO(Trainierte Exon 2 Gruppe). 

 

M. soleus 
 

 

                  

 
Abb. 21: p-Akt (Thr308)-Aktivierung mit densitometrischer Auswertung im M. soleus 
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Gruppe 
 

 

Untrainierte  

Exon 2-4 Gruppe 
 

    Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 
 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 
 

 

Type 

 

1 

WT 

n=5 

2 

KO 

n=5 

3 

WT 

n=5 

4 

KO 

n=6 

5 

WT 

n=5 

6 

KO 

n=5 

 

Densitometrische 

   Einheiten 

(MW/SD) 
 

 

 

22.7 

±6.2 

 

 

17.3 

±4.4 

 

 

6.7 

±2.4 

 

 

4 

±1.2 

 

 

10.1 

±4.1 

 

 

7.8 

±2.7 

 
 

 

p-Wert 

 

p=0.00 

(1 zu 2) 

 

 

p=0.00 

(2 zu 4) 

 

 

p=0.00 

(3 zu 1) 

 

-- 

 

-- 

 

-- 

Tab. 19: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert im M. extensor 

digitorum longus. 1=WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2=KO(Untrainierte Exon 2-4 

Gruppe), 3=WT(Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Exon 2-4 Gruppe), 5= WT(Exon 2 Gruppe), 6= 

KO(Exon 2 Gruppe). 

 

M. extensor digitorum longus 

                

 

Abb. 22: p-Akt(thr308)-Aktivierung mit densitometrischer Auswertung im M. extensor 

digitorum longus 
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Gruppe 
 

Untrainierte  

Exon 2-4 Gruppe 
 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 
 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 
 

 

Type 

 

1 

WT 

n=5 

2 

KO 

n=5 

3 

WT 

n=6 

4 

KO 

n=7 

5 

WT 

n=5 

6 

KO 

n=5 

 
Densitometrische 

Einheiten 
 

(MW/SD) 
 
 

 

14.1 

±9.8 

 

19.9 

±4.1 

 

15.2 

±4.1 

 

18.4 

±5.7 

 

11.7 

±6.6 

 

12.5 

±5.1 

 

 

p-Wert 

 

p=1.0 

(1 zu 2) 

 

 

p=1.0 

(2 zu 4) 

 

 

p=1.0 

(3 zu 1) 

 

 

p=1.0 

(3 zu 4) 

 

-- 

 

p=1.0 

(6 zu 5) 

 

Tab. 20: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert vom M. vastus 

lateralis. 1=WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2=KO(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 

3=WT(Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Exon 2-4 Gruppe), 5= WT(Exon 2 Gruppe), 6= 

KO(Exon 2 Gruppe). 

 

M. vastus lateralis 

 

               

 
 

Abb.23: p-Akt(Thr308)-Aktivierung mit densitometrischer Auswertung im M. vastus 

       Lateralis 



Ergebnisse 

65 

 

 

3.7. Aktivierung von p-Akt(Ser473) 

 

Die immunhistochemische Analyse im M. gastrocnemius (Abb. 24) zeigte im untrainierten 

Zustand keinen Unterschied in den basalen p-Akt (Ser 473)-Werten zwischen den WT- und 

den KO Tieren.  

Unter Trainingsbelastung konnte in der Exon 2-4 Gruppe eine Verringerung der basalen p-

Akt Werte festgestellt werden, wobei kein Unterschied zwischen den WT- und den KO Tieren 

bestand. In der Exon 2-Gruppe ließ sich im trainierten Zustand kein Unterschied in der 

basalen p-Akt (Ser 473)-Werte zwischen den WT- und den KO Tieren beobachten. 

Insgesamt ließ sich kein Unterschied in der trainingsinduzierten Abnahme der basalen p-Akt 

Werte zwischen den WT- und den KO-Mäusen beobachten. 

 

Für basale p-Akt (Ser 473)-Werte im M. soleus (Abb. 25) gab es im untrainierten Zustand 

einen signifikanten Unterschied zwischen den WT- und den KO Mäusen. Die basalen p-Akt 

Werte waren bei den WT-Mäusen höher. 

In der Exon 2-4 Gruppe konnte unter Trainingsbelastung eine Reduktion der basalen p-Akt 

Werte sowohl bei den WT- als auch bei den KO Mäusen festgestellt werden. Bei den WT 

Mäusen war dabei die Reduktion signifikant. Im trainierten Zustand ließ sich kein 

Unterschied in der basalen p-Akt Werte zwischen den WT- und den KO Mäusen in der Exon 

2 Gruppe beobachten.  

Für diese trainingsinduzierte Abnahme der basalen p-Akt Werte konnte in allen Gruppen kein 

Unterschied zwischen den WT- und den KO Mäusen festgestellt werden. 

 

Beim Vergleich der basalen p-Akt (Ser 473)-Werte im M. extensor digitorum longus (Abb. 

26) zeigte sich in der untrainierten Gruppe kein Unterschied zwischen den WT- und den KO 

Mäusen. Unter Trainingsbelastung kam es ebenfalls zu einer signifikanten Abnahme der 

basalen p-Akt (Ser 473)-Werte bei den WT- und den KO Mäusen in der Exon 2-4 Gruppe.  
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Bei der Exon 2 Gruppe zeigte sich im trainierten Zustand kein Unterschied in der basalen p-

Akt Werte zwischen den WT- und den KO Mäusen.  

Hier ließ sich in allen Gruppen kein Unterschied in der trainingsinduzierten Abnahme der 

basalen p-Akt Werte zwischen den WT- und den KO-Mäusen beobachten. 

 

Für basale p-Akt (ser473)-Werte im M. vastus lateralis (Abb. 27) gab es in der untrainierten 

Gruppe einen signifikanten Unterschied zwischen den WT- und den KO Mäusen. Die basalen 

p-Akt Werte waren bei den WT-Mäusen höher. 

Bei der Exon 2-4 Gruppe zeigte sich unter Trainingsbelastung eine Reduktion der basalen p-

Akt Werte bei den WT- und den KO Mäusen. Bei den WT Mäusen war dabei die Reduktion 

signifikant. 

Bei der Exon 2 Gruppe zeigte sich im trainierten Zustand kein Unterschied in der basalen p-

Akt Werte zwischen den WT- und den KO Mäusen.  

Insgesamt konnte in allen Gruppen kein Unterschied in der trainingsinduzierten Abnahme der 

basalen p-Akt Werte zwischen den WT- und den KO Mäusen festgestellt werden. 

 

Diese Ergebnisse sind in Tabellen 21-24 dargestellt und als Mittelwert ± Standardabweichung 

angegeben. 
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Gruppe 

 

Untrainierte  

Exon 2-4 Gruppe 

     Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

Type 

 

1 

WT 

n=5 

2 

KO 

n=5 

3 

WT 

n=10 

4 

KO 

n=7 

5 

WT 

n=3 

6 

KO 

n=5 

 

Densitometrische 

Einheiten 

(MW/SD) 
 

 

 

15.6 

±4.8 

 

 

15.7 

±3 

 

 

12.5 

±6.1 

 

 

8.5 

±3.1 

 

 

7.7 

±1.4 

 

 

4.9 

±0.9 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

p=Wert 

 

p=1.0 

(1 zu 2) 

 

 

p=0.11 

(2 zu 4) 

 

 

p=1.0 

(3 zu 1) 

 

 

p=0.98 

(4 zu 3) 

 

 

p=1.0 

(5 zu 3) 

 

p=1.0 

(6 zu 5) 

Tab. 21: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert im M. 

gastrocnemius. 1=WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2=KO(Untrainierte Exon 2-4 

Gruppe), 3= WT(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= 

WT(Trainierte Exon 2 Gruppe), 6= KO(Trainierte Exon 2 Gruppe). 
 

M. gastrocnemius 

                    

 
 

Abb. 24:p-Akt(ser473)Aktivierung mit densitometrischer Auswertung im M. gastrocnemius 
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Gruppe 

 

 

 

Untrainierte 

Exon 2-4Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 

1 

WT 

n=5 

2 

KO 

n=5 

3 

WT 

n=5 

4 

KO 

n=7 

5 

WT 

n=4 

6 

KO 

n=5 

 

Densitometrische 

Einheiten 
 

(MW/SD) 
 

 

 

27.1 

±8.2 

 

 

14.4 

±2.8 

 

 

13.4 

±3.3 

 

 

11.7 

±3.4 

 

 

7.8 

±1.8 

 

 

5.4 

±1.3 

 
 

p-Wert 

 

p=0.001 

(1 zu 2) 

 

 

p=1.0 

(2 zu 4) 

 

 

p=0.00 

(3 zu 1) 

 

 
-- 

 

p=1.0 

(5 zu 6) 

 

 

p=1.0 

(6 zu 5) 

Tab. 22: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert im M. soleus 

1= WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2= KO(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 3= 

WT(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= WT(Trainierte 

Exon 2 Gruppe), 6= KO(Trainierte Exon 2 Gruppe). 

 

M. soleus 
 

                  

 

Abb. 25:p-Akt(ser473)-Aktivierung mit densitometrischer Auswertung im M. soleus 
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Gruppe 

 

 

 

Untrainierte  

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 

1 

WT 

n=5 

2 

KO 

n=3 

3 

WT 

n=9 

4 

KO 

n=7 

5 

WT 

n=5 

6 

KO 

n=4 
 

Densitometrische 

Einheiten 
 

(MW/SD) 
 

 

18.8 

±10.3 

 

19.3 

±5.5 

 

6.7 

±3.2 

 

5.5 

±1.5 

 

5.8 

±2.3 

 

4.9 

±0.9 

 
 

 

p-Wert 

 

p=0.001 

(1 zu 3) 

 

 

p=0.004 

(2 zu 4) 

 

p=0.001 

(3 zu 1) 

 

 

p=0.004 

(4 zu 2) 

 

-- 

 

-- 

Tab. 23: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert im M. extensor 

digitorum longus. 1=WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2=KO(Untrainierte Exon 2-4 

Gruppe), 3= WT(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= 

WT(Trainierte Exon 2 Gruppe), 6= KO(Trainierte Exon 2 Gruppe). 

 

M. extensor digitorum longus  
 

 

                

 

Abb. 26: p-Akt(ser473)-Aktivierung mit densitometrischer Auswertung im M. extensor 

                                                                           digitorum longus 
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Gruppe 

 

 

 

Untrainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 

1 

WT 

n=5 

2 

KO 

n=5 

3 

WT 

n=7 

4 

KO 

n=7 

5 

WT 

n=5 

6 

KO 

n=5 

 

Densitometrische 

Einheiten 

(MW/SD) 
 

 

 

17.4 

 ±6.2 

 

 

10.2 

 ±4.3 

 

 

7 

±3 

 

 

6.6 

±1.9 

 

 

7.7 

±1.4 

 

 

5 

±2.3 

 

 

 

p=Wert 
p=0.00 

(1 zu 3) 

p=0.04 

(2 zu 1) 

 

p=0.00 

(3 zu 1) 

 

p=1.0 

(4 zu 3) 

 

 

  -- 
p=1.0 

(6 zu 5) 

Tab. 24: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert im M. vastus lateralis. 

1= WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2= KO(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 3= 

WT(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= WT(Trainierte 

Exon 2 Gruppe), 6= KO(Trainierte Exon 2 Gruppe). 

 

  M. vastus lateralis 

 

                

 
Abb.27:p-Akt(ser473)-Aktivierung mit densitometrischer Auswertung im M.vastus lateralis 
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3.8 Aktivierung von p-ERK 

 

Die immunhistochemische Analyse im M. gastrocnemius (Abb. 28) zeigte im untrainierten 

Zustand keinen Unterschied in der basalen Aktivierung von p-ERK zwischen den WT- und 

den KO Tieren. Unter Trainingsbelastung kam es zu einer signifikanten Zunahme der basalen 

Aktivierung von p-ERK bei den WT- und den KO Mäusen in der Exon 2-4 Gruppe.  

Bei der Exon 2-4 Gruppe zeigte sich im trainierten Zustand kein Unterschied in der basalen 

Aktivierung von p-ERK zwischen den WT- und den KO Mäusen. Für die trainingsinduzierte 

Zunahme der basalen Aktivierung von p-ERK konnte in allen Gruppen kein Unterschied 

zwischen den WT- und den KO Mäusen festgestellt werden. 

 

Beim Vergleich der basalen Aktivierung von p-ERK im M. soleus (Abb. 29) zeigte sich in der 

untrainierten Gruppe kein Unterschied zwischen den WT- und den KO Mäusen. 

Unter Trainingsbelastung wiesen die WT- und KO Mäuse in der Exon 2-4 Gruppe einen 

signifikanten Anstieg der basalen p-ERK Aktivierung auf 

In der Exon 2 Gruppe konnte im trainierten Zustand kein Unterschied in der basalen p-ERK 

Aktivierung zwischen den WT- und den KO-Mäusen festgestellt werden. 

Hierbei ließ sich in allen Gruppen kein Unterschied in der trainingsinduzierten Zunahme der 

basalen Aktivierung von p-ERK zwischen den WT- und den KO Mäusen beobachten. 

 

Für basale Aktivierung von p-ERK im M. extensor digitorum longus (Abb. 30) gab es in der 

untrainierten Gruppe keinen signifikanten Unterschied zwischen den WT- und den KO 

Mäusen.  

Nach einem vierwöchigen Training ließ sich eine Zunahme der basalen p-ERK Aktivierung 

bei den WT- und den KO Mäusen in der Exon 2-4 Gruppe beobachten. 

Bei der Exon 2 Gruppe zeigte sich im trainierten Zustand kein Unterschied in der basalen p-

ERK Aktivierung zwischen den WT- und den KO Mäusen. 

Insgesamt ließ sich in allen Gruppen kein Unterschied in der trainingsinduzierten Zunahme 

der basalen p-ERK Aktivierung zwischen den WT- und den KO Mäusen feststellen. 

 

Diese Ergebnisse sind in den Tabellen 25 und 27 dargestellt und als Mittelwert ± 

Standardabweichung angegeben. 
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Gruppe 

 

 

 

Untrainierte  

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 

1 

WT 

n=5 

 

2 

KO 

n=5 

3 

WT 

n=8 

4 

KO 

   n=7 

5 

WT 

n=4 

6 

KO 

n=5 

 

Densitometrische 

Einheiten 
 

 (MW/SD) 
 

 

 

19.7 

±2.3 

 

 

17.3 

±1.1 

 

 

85.2 

±10.8 

 

 

63.7 

±20.8 

 

 

61.2 

±14.7 

 

 

59.6 

±16.3 

 

 

 

 

 

 

 

p-Wert 

 

p=0.00 

(1 zu 3) 

 

 

p=0.00 

(2 zu 4) 

 

p=0.00 

(3 zu1) 

 

 

p=0.00 

(4 zu 2) 

 

 

-- 
 

 

-- 

Tab. 25: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert im M. gastrocnemius. 

1= WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2= KO(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 3= 

WT(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 5= WT(Trainierte 

Exon 2 Gruppe), 6= KO(Trainierte Exon 2 Gruppe). 

M. gastrocnemius 

                  

 

Abb. 28: p-ERK Aktivierung mit densitometrischer Auswertung im M. gastrocnemius 
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Gruppe 

 

 

 

Untrainierte  

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 1 

WT 

n=5 

 2 

KO 

n=5 

 3 

WT 

n=4 

 4 

KO 

n=3 

 5 

WT 

n=4 

 6 

KO 

n=5 
 

Densitometrische 

Einheiten 
 

(MW/SD) 
 

 

 

20.1 

±2.7 

 

 

16.4 

±2.3 

 

 

84.9 

±23.2 

 

 

 77 

±44.3 

 

 

33.2 

±20.9 

 

 

28.4 

±22.2 

 

 

 

 

p-Wert 

 

p=0.003 

(1 zu 3) 

 

 

p=0.012 

(2 zu 4) 

 

p=0.003 

(3 zu 1) 

 

 

p=0.012 

(4 zu 2) 

 

-- 

 

 

-- 

Tab. 26: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert im M. soleus.  

1= WT (Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2= KO (Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 3= WT 

(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4= KO (TrainierteExon 2-4 Gruppe), 5= WT (Trainierte Exon 

2 Gruppe), 6= KO (Trainierte Exon 2 Gruppe). 

 
 

M. soleus 

                    

 

Abb. 29: p-ERK Aktivierung mit densitometrischer Auswertung im M. soleus 
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Gruppe 

 

 

 

Untrainierte  

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

 Trainierte 

Exon 2-4 Gruppe 

 

 

 Trainierte 

Exon 2 Gruppe 

 

 

Type 

 

1 

WT 

n=5 

2 

KO 

n=4 

3 

WT 

n=8 

4 

KO 

n=7 

5 

WT 

n=5 

6 

KO 

n=5 

 

Densitometrische 

Einheiten 
 

(MW/SD) 
 

 

 

20.4 

±2.8 

 

 

13.4 

±1.9 

 

 

63.5 

±24.6 

 

 

50.5 

±21 

 

 

39.7 

±12.1 

 

 

46.1 

±26.6 

 

 

 

 

p-Wert 

 

p=0.008 

(1 zu 3) 

 

-- 

 

p=0.008 

(3 zu 1) 

 

 

-- 

 

-- 

 

-- 

Tab. 27: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert im M. extensor 

digitorum longus. 1=WT(Untrainierte Exon 2-4 Gruppe), 2=KO(Untrainierte Exon 2-4 

Gruppe), 3= WT(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 4=KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 

5=WT(Trainierte Exon 2-4 Gruppe), 6=KO(Trainierte Exon 2-4 Gruppe). 

 

M. extensor digitorum longus 
 

                 

 

Abb. 30: p-ERK Aktivierung mit densitometrischer Auswertung im M. extensor digitorum 

                    Longus. 
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4. Diskussion 

 

4.1  Einfluss der Palladin-Defizienz auf die Veränderung der Muskelzellgröße unter 

Trainingsbelastung 

 

Zur Untersuchung der Auswirkung der Palladin-Defizienz auf die trainingsbedingte 

Veränderung der Muskelfasergröße wurde in der vorliegenden Arbeit der Zelldurchmesser an 

mit Methylenblau gefärbten Semidünnschnitten gemessen. 

Palladin ist in den Strukturen vorhanden, die kontraktile Bündel der Aktinfilamente  

beinhalten (Parast et al., 2000; Mykkänen et al., 2001) und an Verankerungsstrukturen wie 

der fokalen Adhäsion lokalisiert (Parast et al., 2000; Boukhelifa et al., 2001; Goicoechea et 

al., 2006; Rachlin & Otey, 2006; Dixon et al., 2008). 

In zahlreichen Studien wurden bisher Palladin-defiziente Mausmodelle generiert, um die 

Rolle des Palladin-Proteins in verschiedenen Zelltypen aufzuklären. Der Verlust der Palladin-

Expression führt zu einer Störung des Aufbaus von fokalen Adhäsionen, Stressfasern und 

Podosomen (Parast & Otey, 2000; Goicoechea et al., 2006; Dixon et al., 2008). Des Weiteren 

zeigen Palladin-defiziente embryonale Fibroblasten eine gestörte Gestaltung der Stressfaser, 

eine beeinträchtigte Zellanhaftung an den Komponenten der ECM und eine verringerte 

Zellmotilität (Luo et al., 2005; Liu et al., 2007; Wang & Moser, 2008). Dementsprechend 

führt der komplette Funktionsverlust des Palladins in KO-Mäusen zu einer embryonalen 

Letalität (Luo et al., 2005; Pogue-Geile et al., 2006). 

Die in dieser Studie verwendeten Palladin-KO Tiere haben keinen letalen Phänotyp, wobei 

Proteinisoformen mit 200-kDa und 140-kDa ausgeschaltet werden. Bei diesen KO-Mäusen 

bleiben zudem 2 Proteinisoformen mit 90-92 kDa und 50 kDa erhalten.  

Bisher bestehen keine Untersuchungen, die sich mit dem Einfluss der Palladin-Defizienz auf 

die trainingsinduzierte Adaptation des Skelettmuskels befassen. Somit ist nicht bekannt, 

welche Rolle das Protein Palladin bei den Anpassungsprozessen im Skelettmuskel in Bezug 

auf die körperliche Aktivität spielt. In dieser Studie konnte eine leichte Reduktion der 

Muskelfasergröße im M. gastrocnemius und M. vastus lateralis infolge körperlichen 

Trainings bei KO Mäusen gegenüber WT-Mäusen beobachtet werden. Somit wird davon 

ausgegangen, dass die Palladin-Defizienz einen moderaten Einfluss auf die Veränderung der 

Muskelfasergröße unter Trainingsbelastung hat.  
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Im Gegensatz zu dieser Beobachtung existieren Studien, die eine deutliche Verringerung der 

Muskelfasergröße beim Fehlen des α-Aktinins im Skelettmuskel zeigen. Es ist bereits 

bekannt, dass das Palladin mit α-Aktinin als Aktin-assoziiertes Protein an FA interagiert 

(Rönty et al. 2004; Otey et al., 2005).  

In zahlreichen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen der α-Aktinin-3-Defizienz und 

der Verringerung der Muskelfasergröße im Skelettmuskel festgestellt werden (MacArthur et 

al., 2007; Yang et al., 2009; Quinlan et al., 2010; Seto et al., 2011). Weitere Studien zeigten, 

dass sich der Faserdurchmesser im M. extensor digitorum longus bei α-Aktinin-defizienten 

Mäusen wesentlich verringert (MacArthur et al., 2008). Aus diesen Befunden lassen sich 

Veränderungen der Muskelfasergröße im Skelettmuskel bei einem Fehlen des α-Aktinins-3 

deutlich erkennen. In Anbetracht der im Vergleich zur α-Aktinin-Defizienz geringen 

Veränderungen der Muskelfasergröße bei KO Mäusen spielt ein Fehlen des Palladins im 

Skelettmuskel keine wesentliche Rolle bei der trainingsbedingten strukturellen Adaptation.  

Bei der Analyse des Zelldurchmessers im M. vastus lateralis kam es bei den Exon 2-4 KO 

Mäusen zu einer signifikanten Zunahme der Muskelfasergröße durch körperliches Training 

gegenüber Kontrolle, wohingegen das Training keine signifikante Veränderung des 

Zelldurchmessers bei den Exon 2 KO Mäusen bewirkte. Hierbei zeigten sich jedoch keine 

signifikanten Unterschiede zwischen Exon 2-4 KO- und Exon 2 KO Mäusen.  

Wie bereits beschrieben, wurde bei Exon 2-4 KO Mäusen sowohl die 140-kDa-Isoform als 

auch die 200-kDa-Isoform des Palladins ausgeschaltet, während bei Exon 2 KO Mäusen nur 

die 200-kDa-Isoform des Palladins ausgeschaltet wurde. Die 140-kDa-Isoform des Palladins 

hat eine spezifische Funktion bei der Organisierung der Aktinanordnung, die an der 

Zellmigration und der zellulären Kontraktion beteiligt ist (Rachlin & Otey, 2006). Die 200-

kDa-Isoform des Palladins kann eine wesentliche Rolle während der Sarkomerorganisation 

spielen, während das Fehlen der 200-kDa-Isoformen von Palladin keinen Einfluss auf 

Entwicklung, Lebensfähigkeit und Fertilität der Mäuse hat (Wang, 2008). Die vorliegenden 

Ergebnisse zeigen deutlich, dass ein Fehlen der Palladin 140- und 200 kDa-Isoform nicht zu 

einer grundsätzlichen Beeinträchtigung der Muskelfaseranpassung auf Trainingsbelastungen 

im Skelettmuskel führt. Insbesondere leitet sich diese leichte Zunahme der Muskelfasergröße 

trotz der Palladin-Defizienz möglicherweise von der funktionellen Kompensation durch 

andere Aktin-assoziierte Proteine her.  
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Es ist bereits bekannt, dass Palladin sich an Aktin-assoziierte FA-Proteine bindet (Wall et al., 

2007).  Die Multidomainstruktur des Palladins fungiert angeblich als molekulares Gerüst, 

das die Aktin-assoziierten Proteine rekrutiert (Mykkänen et al., 2001; Boukhelifa et al., 2004, 

2006; Rönty et al., 2004; Goicoechea et al., 2006; Rachlin & Otey, 2006; Dixon et al., 2008). 

Weiterhin konnte in einer Studie nachgewiesen werden, dass beim Ausfall des Vinculins als 

ein FA-assoziiertes Protein in der Zelle eine Kompensation durch das erhöhte Niveau von α-

Actinin, Talin und Paxillin in FA erfolgt. Dabei können diese Proteine auch fokale Kontakte 

beim Fehlen der FA-Proteine herstellen (Volberg et al., 1995). 

Solch eine Interaktion kann eine unmittelbare Bindung des α-Aktinins mit der  

zytoplasmatischen Domäne des β1-Integrins enthalten (Otey et al., 1990, 1993). Dieser 

Befund unterstützt die oben beschriebene Möglichkeit der Kompensation der Palladin-

Defizienz, da Palladin auch mit zytoplasmatischen Domänen der β1-Integrine interagiert 

(Dixon et al., 2008; Wang & Moser, 2008; Otey et al., 2009).  

Solche Kompensationsmechanismen könnten erklären, warum es nur zu kleinen 

Unterschieden hinsichtlich der Muskelfasergröße zwischen WT- und KO-Mäusen kommt. 

Somit sind weitere Untersuchungen notwendig, um zu beobachten, wie andere Aktin 

assoziierte FA-Proteine sich beim Fehlen des Palladin-Proteins im Skelettmuskel verhalten.  

 

4. 2 Einfluss der Palladin-Defizienz auf die Veränderung der Zellkernzahl im 

Skelettmuskel durch körperliches Training 

 

Eine Skelettmuskelfaser enthält eine Vielzahl von Kernen; dies ist die Folge der Fusion 

mehrerer Myoblasten. Die Zellkerne sind für die Regulation der Proteinexpression 

verantwortlich, daher ist eine höhere Zellkerndichte mit einer potentiell höheren 

Proteinexpression verbunden (Zhong et al., 2005). In dieser Studie wurde weder die 

Zellkerndichte noch die Größe der myonukleären Domänen im Skelettmuskel gemessen. Mit 

Hilfe des Lichtmikroskops ließ sich unter Trainingsbelastung die Lokalisation der Zellkerne 

bei den WT- und den KO Mäusen verfolgen. Dabei wurde in den verwendeten Muskelzellen 

die zentrale Zellkernzahl im Verhältnis zur gesamten ermittelt. 

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass es durch körperliches Training zu einem Anstieg 

der zentralen Zellkernzahl im Verhältnis zur gesamten Zellkernzahl sowohl bei den WT- als 

auch bei den Exon 2-4 KO Mäusen kommt.  
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Wie zuvor in der Analyse des Muskelfaserdurchmessers beobachtet, bewirkte ein 

vierwöchiges Training eine Zunahme der Muskelfasergröße sowohl bei den WT- und als auch 

bei den KO-Mäusen. Dieses Ergebnis kann auch durch die vorliegenden Befunde über eine 

Zunahme der zentral lokalisierten Zellkernzahl bestätigt werden. In zahlreichen Studien 

konnte beobachtet werden, dass sich bei der Muskelhypertrophie die zentrale Zellkernzahl 

erhöht (Ricoy & Cabello, 1985; Kadi et al., 1999; Carbone et al., 2000; Kadi, 2000; Paul & 

Rosenthal, 2002; Eriksson et al., 2005). Dabei geht diese Veränderung mit einer Vermehrung 

der Anzahl an Muskelzellkernen pro Muskelfaser einher (Kadi et al., 1999; Eriksson et al., 

2005; van der Meer, 2011). Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen der 

Muskelfasergröße und der Zellkernzahl festgestellt werden (Rosenblatt et al., 1994; Sinha-

Hikim et al., 2000). Eine erhöhte Anzahl an Muskelzellkernen ist die hauptsächliche Ursache 

für Muskelhypertrophie (Bruusgaard et al., 2010), wohingegen eine Abnahme der 

Muskelfasergröße mit einer Verringerung der Zellkernzahl einhergeht (Allen et al., 1999). 

Zudem konnte nachgewiesen werden, dass schnelle Muskelfasertypen-II mehr 

Muskelzellkerne als langsame Muskelfasertypen-I besitzen (Allen et al., 1996, 1997; Hikida 

et al., 1997).  

Der in dieser Studie beobachtete Anstieg der zentralen Zellkerne unter Trainingsbelastung 

kann vor allem auf die Aktivierung der Satellitenzellen im Skelettmuskel zurückzuführen sein. 

Im Skelettmuskel sind die Aktivierung der Satellitenzellen für Hypertrophie, Reparatur und 

Regeneration der Muskelfaser verantwortlich (Kuang & Rudnicki, 2008). Beim 

Anpassungsprozess der Muskelhypertrophie stehen neue Zellkerne zur Verfügung durch 

einen Prozess der Satellitenzellen, der sich aus Proliferation, Differenzierung und Fusion 

zusammensetzt (Kadi et al., 2004). Anschließend führt dies auch zu einer Erhöhung der 

Genaktivität und der Proteinsynthese in der Muskelfaser (Hawke & Garry, 2001). Die 

Aktivierung der Satellitenzellen wird durch körperliches Training (Kadi er al., 1999; 

Cameron-Smith; Mackey et al., 2007; Verney et al., 2008) und verschiedene 

Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel HGF (hepatocyte growth factor), IGF-1 (Insulin like 

growth factor 1) und FGF (fibroblast growth factor) gesteuert (Lui et al., 2007). Ein weiterer 

Grund für die Veränderung der Zellkernlokalisation kann ein regenerativer Prozess im 

Skelettmuskel sein, der nach einer trainingsinduzierten Muskelschädigung wie z. B. 

Mikrotrauma stattfindet. In zahlreichen Studien konnte ein zentral gelegener Zellkern in 

regenerierten Muskelfasern beobachtet werden (Maxwell et al., 1984; Podhorska-Okolow et 

al., 1998; Chargé & Rudnicki, 2004; Hawke, 2005; Ehrhardt & Morgan, 2005).  
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Morphologisch liegt der Unterschied zwischen regenerierten Muskelfasern und unverletzten 

Fasern in der zentralen Position der Zellkerne (Chargé und Rudnicki, 2004). Neben der 

Muskelhypertrophie benötigt auch der Regenerationsprozess des Skelettmuskels die 

Aktivierung der Satellitenzelle, um neue Muskelfasern aus den Myoblasten zu bilden (Ishii & 

Lo, 2001; Chargé & Rudnicki, 2004). Im Verlauf der Muskelregeneration bei der 

geschädigten Muskelfaser kommt es zur Rückkehr der aktivierten Satellitenzellen in den 

Zellzyklus (Russell et al., 1992; Rosenblatt et al., 1994; Grounds et al, 1998). 

Die Erhöhung der zentralen Zellkerne im Skelettmuskel der KO Mäuse kann auch einen 

Hinweis darauf geben, dass eine Muskelanpassung an die Trainingsbelastung ohne das 

Palladin-Protein stattfinden kann. 

 

4. 3 Einfluss der Palladin-Defizienz auf die Veränderung der Kapillarisierung im 

Skelettmuskel durch körperliches Training.  

 

Der Skelettmuskel passt sich an das Niveau der Aktivität durch Ä nderung der strukturellen 

und funktionalen Faktoren des oxidativen Metabolismus an (Hudlicka et al., 1992). Ein 

wesentlicher Bestandteil dieser adaptiven Reaktion ist die Veränderung der Kapillarzahl 

hinsichtlich der Perfusion der Muskelfasern, die in der Regel nach körperlicher Aktivität 

ansteigt. Die erhöhte Kapillarität ermöglicht eine bessere Sauerstoffversorgung der 

Muskulatur und einen Austausch der Metaboliten zwischen Blutgefäßen und Muskelfasern 

(Tang et al., 2004).  

In der vorliegenden Arbeit konnte beobachtet werden, dass das körperliche Training keine 

Veränderungen der Kapillarzahl sowohl bei WT- als auch bei Exon 2-4 KO Mäusen bewirkt. 

Generell wird die Kapillarisierung im tätigen Muskel durch die körperliche Aktivität erhöht 

(Hudlicka et al., 1992). Vor allem wird diese erhöhte Kapillarisierung durch mechanische und 

metabolische Stimuli ausgelöst, die die Freisetzung der diffusionsfähigen Faktoren als 

angiogene Wachstumsfaktoren bewirken (Folkman & Shin, 1992; Hudlicka et al., 1992). Des 

Weiteren entsteht Angiogenese im Skelettmuskel als eine adaptive Reaktion auf körperliches 

Training (Lloyd et al., 2003). Die Angiogenese des Skelettmuskels ist eine wichtige 

physiologische Adaptation an den metabolischen Bedarf (Tang et al., 2004). Sie wird als die 

Neubildung von Kapillaren aus bereits bestehenden Gefäßen bezeichnet (Folkman 1986; 

Chavakis & Dimmeler., 2002; Fuentes-Prior et al., 2004). 
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Eine mögliche Erklärung für die fehlende Wirkung auf die trainingsbedingte Kapillarisierung 

bei WT- und KO-Mäusen kann die nicht ausreichende Trainingsintensität des 

Laufbandtrainings im M. gatrocnemius und vastus lateralis sein.  

In zahlreichen Studien konnte beobachtet werden, dass ein hoch intensives Training zu einer 

Erhöhung der Kapillarisierung im schnellen Muskelfasertyp-II führt (Sexton et al., 1988, 

Adair et al., 1990; Sexton & Laughlin, 1994; Gute et al., 1996). Ein hoch intensives Training 

über einen Zeitraum von zehn Wochen führt zu einer Zunahme der Kapillarzahl pro 

Muskelquerschnitt im M. gastrocnemius (Gute et al., 1994). Eine weitere Studie mit 

sechswöchigem Laufbandtraining mit einer Intensität von 60 Metern pro Minute zeigte bei 

Ratten eine Erhöhung der Kapillarisierung im schnell glykolytischen Muskelfasertyp 

(Laughlin et al., 1988). Dagegen wirkte sich ein zwölfwöchiges Ausdauertraining mit 

geringer Intensität nicht auf die Zunahme der Kapillarzahl im M. gastrocnemius aus (Gute et 

al., 1994). Zudem ließ sich nach dem moderat intensiven Ausdauertraining eine Erhöhung der 

Kapillarzahl nur im langsamen Muskelfasertyp-I beobachten (Rossiter et al., 2005; Laughlin 

& Roseguini, 2008). Durch die aus den Befunden erkennbare Diskrepanz trainingsadaptiver 

Kapillarzahl zwischen der hohen und der geringen Intensität des Trainings kann die fehlende 

Wirkung auf die trainingsbedingte Kapillarisierung bei WT- und KO Mäusen erklärt werden. 

Somit kann die in dieser Studie angewendete Intensität des Laufbandtrainings nicht 

ausreichend sein, die Erhöhung der Kapillarzahl im M. gastrocneimus und vastus lateralis zu 

bewirken. Darüber hinaus führt körperliches Training nicht nur zu einer Neubildung von 

Blutgefäßen, sondern auch zu einer erhöhten Expression des VEGF-mRNA im Skelettmuskel 

(Breen et al., 1996; Gustafson & Kraus., 2001). Die erhöhte Expression des VEGF-Proteins 

liefert einen entscheidenden Anreiz für die Angiogenese (Lloyd et al., 2003). In einer Studie 

konnte beobachtet werden, dass das Niveau des VEGF-Proteins im Muskelfasertyp-I 

einheitlich größer als im -typ-II ist (Annex et al., 1998). Aus dieser Beobachtung weisen 

Cherwek et al., (2000), darauf hin, dass diese Divergenz in der Expression des VEGF-

Proteins zwischen oxidativen und glykolytischen Skelettmuskeln auf die wesentlichen und 

funktionalen Unterschiede zwischen den Muskelfasertypen zurückzuführen sind. 

Somit ist es möglich, dass ausgehend von einer geringen Expression des VEGF im 

glykolytischen Muskel das körperliche Training keine Vermehrung der Kapillarzahl im M. 

gastrocnemius und vastus lateralis sowohl bei WT- als auch bei KO Mäusen bewirkte.  
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Allerdings muss angemerkt werden, dass es sich in der Wertung der Ergebnisse um eine 

kleine Tierzahl handelt. Aus diesem Grund lässt sich eine erkennbare Erhöhung der 

Kapillarzahl unter Trainingsbelastung statistisch nicht nachweisen. Um eine genauere 

Aussage über den Einfluss des Trainings auf die Erhöhung der Kapillarzahl treffen zu können, 

sollte in weiteren Untersuchungen die Tierzahl berücksichtigt werden. 

 

4.4 Verschiebung der Muskelfasertypen bei Palladin-Defizienz unter Trainingsbelastung 

 

Um zu ermitteln, welche Muskelfasertypen bei Fehlen des Palladins unter Trainingsbelastung 

dominieren, wurde eine SDH(Succinatdehydrogenase)-Färbung im Skelettmuskel der WT- 

und der KO Mäuse mittels quantitativer Histochemie durchgeführt. 

Basierend auf der Verteilung der densitometrischen SDH im M. gastrocnemius, wiesen die 

trainierten Exon 2-4 KO Mäuse eine höhere SDH-Aktivität in den Bereichen 0-20 und 20-40 

als Indiz für schnelle Fasertypen und eine geringere Aktivität in den Bereichen 80-100 und 

100-120 als Indiz für langsame Fasertypen als die untrainierten Exon 2-4 KO Mäuse auf. 

Dies ist als eine Verschiebung zu schnellen Muskelfasertypen-II durch körperliches Training 

anzusehen. Im M. soleus bewirkte das körperliche Training eine leichte Verschiebung des 

Faserspektrums in Richtung der Muskelfasertype-I bei den WT Mäusen. Bei den Exon 2-4 

KO Mäusen ließen sich eine Erhöhung in den Bereichen 20-40 und 40-60 und eine 

gleichzeitige Abnahme in den Bereichen 60-80 und 80-100 beobachten. Diese Veränderungen 

der SDH-Aktivität sprechen für eine adaptive Verschiebung zum Muskelfasertyp-II.  

Die unterschiedlichen Verteilungen der SDH-Aktivität im. M. gastrocnemius und soleus sind 

als Folge individueller Adaptationen einzelner Muskelgruppen an das Laufbandtraining zu 

beurteilen.  

Ein möglicher Grund für die Verschiebungen zum Fasertyp-II im M. gastrocnemius und M. 

soleus bei den KO Mäusen kann sein, dass im untrainierten Zustand die KO Mäuse im 

Vergleich zu WT Mäusen einen größeren Anteil am Fasertyp-I aufwiesen. In dieser Studie 

konnte nachgewiesen werden, dass in untrainiertem Zustand langsame Muskelfasertypen-I im 

M. gastrocnemius und M. soleus unter Palladin-Defizienz dominieren.  

In zahlreichen Studien konnte beim Fehlen der Aktin-assoziierten Proteine wie z. B. α-

Aktinin die Verschiebung zum Muskelfasertyp-I beobachtet werden.  
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Im Tiermodell für eine Defizienz des α-Aktinin zeigte sich eine erhöhte Aktivität der 

verschiedenen Enzyme im Skelettmuskel, die mit dem Metabolismus langsamer 

Muskelfasern in Zusammenhang stehen (MacArthur et al. 2008). Ebenfalls konnte in einer 

weiteren Studie festgestellt werden, dass α-Aktinin-KO-Mäuse eine verringerte 

Geschwindigkeit der Kontraktion und einen erhöhten Ermüdungsresistenz haben. Dabei wird 

ihr Energiemetabolismus zu einem mehr aeroben und oxidativen Zustand verschoben 

(Quinlan et al, 2010). Beim Fehlen eines Dystrophin-Proteins konnte auch ein hoher Anteil 

an Fasertyp-I beobachtet werden (Hance et al., 1999; Mills et al., 2001; Vincent et al., 2007). 

Diese Befunde lassen eine Einschränkung des Fasertyps-II im Palladin-defizienten 

Skelettmuskel vermuten. Die trainingsinduzierte Verschiebung zum Muskelfasertyp-II im M. 

gastrocnemius und M. soleus der KO Mäuse legt somit eine kompensatorische Adaptation für 

die Verringerung des Anteils am Muskelfasertyp-II unter Palladin-Defizienz nahe. Hierbei 

kann ein möglicher Mechanismus eine Kompensation durch α-Aktinin in Palladin defizienten 

Mäusen sein. Es ist bereits bekannt, dass das α-Aktinin-3 besonders für die Funktion des 

schnellen Muskelfasertyps-II wichtig ist (Yang et al, 2003; MacArthur & North, 2004; Niemi 

& Majamaa, 2005; Clarkson et al., 2005; Moran et al., 2007; Vincent et al., 2007). Des 

Weiteren konnte bei der Verschiebung des langsamen Fasertyps-I zum schnellen Fasertyp-II 

eine erhöhte Expression von α-Actinin-3 beobachtet werden (Ogura et al., 2008). Es kann 

vermutet werden, dass eine Kompensation durch erhöhtes α-Aktinin unter Palladin Defizienz 

an der Regulation der langsam zu schnell Umwandlung des Fasertyps beteiligt ist.  

Umgekehrt konnte keine spezifische Verteilung der SDH-Aktivität bei den KO Mäusen im M. 

vastus laterials und im M. extensor digitorum longus beobachtet werden. Im M. extensor 

digitorum longus der WT- und der KO Mäuse ließ sich unter Trainingsbelastung eine 

signifikante Verringerung der SDH-Aktivität im Bereich 20-40. Dabei kam es zu einer 

signifikanten Zunahme der SDH-Aktivität in den Bereichen 60-80 und 80-100. Diese 

Veränderungen der SDH-Aktivität sprechen für eine adaptive Verschiebung zum 

Muskelfasertyp-I.  

Beim M. vastus lateralis der WT- und der KO Tiere führte das körperliche Training zu einer 

signifikanten Erhöhung der SDH-Aktivität im Bereich 0-20, während es zu einer 

signifikanten Reduzierung im Bereich 40-60 kam. In den Bereichen zwischen 60-120 

konnten keine Veränderungen der SDH-Aktivität beobachtet werden. Es wird davon 

ausgegangen, dass M. vastus lateralis durch das Training nicht in Richtung des oxidativen 

Stoffwechsels verschoben wurden. 
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Ein möglicher Grund dafür könnte der unzureichende Trainingsreiz vor allem hinsichtlich des 

Ausdauertrainings im M. vastus lateralis bei den WT- und KO Tieren sein. Generell kann das 

Ausdauertraining die Verschiebung der schnellen Muskelfaser hin zu einem langsamen 

Phänotyp bewirken (Sullivan et al. 1995; Bigard et al. 2000; Gallo et al. 2008). Bei dieser 

Adaptation konnten auch eine erhöhte Mitochondriendichte und oxidative Enzyme 

beobachtet werden (Coggan et al., 1992; Kriketos., 1995; Holloszy et al., 1998; Houle-Leroy 

et al., 2000; Short et al., 2003).  

Im Rahmen der Umwandlung des Fasertyps führt darüber hinaus das Ausdauertraining zu 

einer Aktivierung von verschiedenen Regulationsproteinen, die die Transformation von 

Fasertyps-II zum Typ-I vermitteln. Unter anderem fördert PGC-1α (peroxisome proliferator-

activated receptor γ co-activator 1α) die mitochondriale Biogenese und die Bildung des 

langsamen Fasertyps-I im Skelettmuskel (Lin et al., 2002; Terada et al., 2002; Akimoto et al., 

2005; Safdar et al., 2011). Dabei konnte ein Zusammenhang zwischen der Verschiebung des 

Fasertyps II zum -typ I und einer Erhöhung des PGC-1α festgestellt werden (Russell et al., 

2003; Akimoto et al., 2005). Die Erhöhung des PGC-1α im Skelettmuskel ist vor allem von 

der Dauer und Intensität des Trainings abhängig. Nach einem niedrig intensiven 

Swimmtraining mit einer Dauer von 120 Minuten konnte eine Erhöhung des PGC1-α im 

Muskel beobachtet werden (Goto et al., 2000). In weiteren Studien konnte auch gezeigt 

werden, dass das PGC1-α nach einem 6-wöchigen Ausdauertraining mit geringer Intensität 

zunimmt (Russell et al., 2003; Kim et al., 2011). Bei Ratten ließ sich nach einer 

sechsstündigen Trainingseinheit mit geringer Intensität eine Zunahme des PGC-1α 

Expression feststellen (Terada et al., 2002). Dagegen konnte keine Erhöhung der PGC-1α 

Expression nach einem Ergometertraining mit einer moderaten Intensität von 63 % der Vo2max 

beobachtet werden. In mehreren Studien an Mäusen wurde eine Intensität von 50-65% der 

Vo2max oder von 15-18 Metern pro Minute beim Laufbandtraining im Sinne einer moderaten 

Belastungsintensität beschrieben (Fernando et al., 1993; MacNeil & Hoffman-Goetz, 1993; 

Woods et al., 1993; Woods et al., 1994; Schefer & Talan, 1996). Somit ist es möglich, dass 

das in dieser Studie angewandte vierwöchige Laufbandtraining mit moderater Intensität keine 

Zunahme der PGC1-α Expression im Skelettmuskel bewirkt. Dies kann auch eine weitere 

Erklärung dafür sein, dass keine Verschiebung zu einem Muskelfasertyp-I im M. vastus 

lateralis unter Einfluss des Ausdauertrainings stattfand.  
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Um das zu überprüfen, sollte eine Analyse der PGC1-α Expression im M. extensor digitorum 

longus und vastus lateralis in weiteren Studien durchgeführt werden. 

 

4.5  Die Auswirkung der Palladin-Defizienz unter Trainingsbelastung auf die        

Aktivierung von Caspase-3 im Skelettmuskel 

 

Um festzustellen, wie das Fehlen des Palladins sich auf die Muskelatrophie auswirkt, wurde 

eine immunhistochemische Untersuchung mit Hilfe des Antikörpers gegen Caspase-3 

durchgeführt, dessen Aktivität eng mit der Apoptose in Bezug auf die Muskelatrophie 

zusammenhängt. Des Weiteren wurden die Muskelzellen nach einer immunhistochemischen 

Markierung mikroskopisch ausgewertet, um die Aktivierung der Caspase-3 bestimmen zu 

können.  

Im Wesentlichen ist die Erhöhung der Caspase-3-Aktivierung ein Indikator für die 

Anschaltung des Apoptose-Signalwegs, der als Vermittler der Skelettmuskelatrophie 

einbezogen wurde. Die Caspase-3 ist im Skelettmuskel als anfängliche Protease 

verantwortlich für die Abnahme des Proteins der Muskelfibrillen (Allen et al., 1997; Ikezoe et 

al., 2000) und spielt eine kritische Rolle bei der Proteindegradation des Muskels (Sandri et al., 

2001). Weiterhin führt die Aktivierung der Caspasekaskade zur proteolytischen Spaltung 

vieler zellulärer Proteine mit verschiedenen biologischen Funktionen. Im Gegensatz dazu 

spiegelt der Ausfall der Caspase-3 Aktivität im normalen Muskel einen Widerstand der 

Muskelfaser gegen die Apoptose wider (Sandri et al., 2001).  

In dieser Studie bewirkte körperliches Training eine Verringerung der basalen Caspase-3-

Aktivierung in M. gastrocnemius, M. vastus lateralis und M. soleus sowohl bei den WT- als 

auch bei den KO Mäusen, wobei kein Unterschied zwischen den WT- und den KO Mäusen 

beobachtet werden konnte. Unter anderem kam es durch das Training lediglich bei den WT-

Mäusen zu einer signifikanten Verminderung der basalen Caspase-3-Aktivierung im M. 

vastus lateralis, wobei das körperliche Training eine leichte Verringerung der basalen 

Caspase-3-Aktivierung bei den KO Mäusen bewirkte. Im M. extensor digitorum longus der 

KO Mäuse führte jedoch das körperliche Training zu keiner Veränderung der basalen 

Caspase-3 Aktivierung. Dabei konnte gezeigt werden, dass durch das körperliche Training die 

Exon 2-4 KO Mäuse gegenüber WT Mäusen einen relativen Anstieg der basalen Caspase-3 

Aktivierung aufweisen. 
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Es bleibt noch unklar, wie die Apoptose im Skelettmuskel nach körperlicher Aktivität entsteht.  

Generell könnte körperliches Training verschiedene Proteine aktivieren, die für die komplette 

Aktivierung der Caspase erforderlich sind (Phaneuf & Leeuwenburgh, 2001).  

In zahlreichen Studien konnte zudem beobachtet werden, dass die Apoptose nach 

kurzfristigem körperlichem Training zunimmt (Sandri et al., 1995; 1997; Podhorska-Okolow 

et al., 1998; 1999), wohingegen langfristiges Training eine Verminderung der Apoptose 

bewirkte (Siu et al., 2004). In weiteren Studien konnte nachgewiesen werden, dass ein 10-

wöchiges Training die antioxidative Kapazität steigert (Powers et al., 1999, 2002). Es ist 

bekannt, dass oxidativer Stress auch zu der Apoptose führt. (Nakamura et al., 1997; Finkel & 

Holbrook, 2000; Kenyon, 2001). Aus den Befunden über die in dieser Studie beobachtete 

Verringerung der Caspase 3 Aktivierung durch ein 4-wöchiges Training ist es auch möglich, 

dass der Zeitraum der Trainingsbelastung eine entscheidende Rolle bei der Unterdrückung 

der Apoptose spielt. Darüber hinaus führt Ausdauertraining zu einer Zunahme der Expression 

des HSP 70 (Heat shock protein 70) (Kelly et al., 1996: Liu et al., 1999), das antiapoptotisch 

wirkt und trainierte Muskelzellen stabilisieren kann (Mosser et al., 2000). Zudem zeigte sich, 

dass das HSP 70 eine Aktivität der Caspase supprimiert (Beere et al., 2000; Li et al., 2000; 

Saleh et al., 2000). Neben dem HSP 70 kann auch die Funktion des Bcl-2 (B-cell lymphoma 

2) als anti-apoptotisches Molekül im zellulären Schutz gegen Apoptose relevant sein. In 

zahlreichen Studien zeigte sich auch eine erhöhte Expression des Bcl-2 als Reaktion auf 

körperliches Training (Stupka et al., 2000; Siu et al., 2004; Mahoney et al., 2005; Song et al., 

2006; Kerksick et al., 2008). Somit kann vermutet werden, dass die Erhöhung dieser anti-

apoptotischen Proteine sowie von HSP 70 im Skelettmuskel unter Trainingsbelastung zu 

einer Verminderung der Caspase-Aktivierung bei den WT- und bei den KO Mäusen führt. 

Hier bedarf es weiterer Untersuchungen auf der Grundlage dieser Erkenntnisse, um zu 

überprüfen, ob sich HSP-70 Expression im Palladin-defizienten Skelettmuskel unter 

Trainingsbelastung erhöht. 

 

4.6  Die Auswirkung der Palladin-Defizienz unter Trainingsbelastung auf die        

Aktivierung von p-Akt im Skelettmuskel 

 

In der Untersuchung der Caspase-3-Aktvierung konnte bereits beobachtet werden, dass unter 

Trainingsbelastung die Palladin-Defizienz keine Apoptose im Skelettmuskel auslöst.  
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Neben dem Caspase-Signalweg wird auch die Apoptose von der Aktivierung verschiedener 

Signalwege reguliert werden. Unter anderem ist bekannt, dass Akt auch als Serin/Threonin-

Proteinkinase an der Regulation der Apoptose beteiligt ist (Coffer et al., 1998; Sandri et al., 

2004; Ceylan-Isik et al., 2006). Im Gegensatz zur apoptotischen Funktion führt die 

Aktivierung von Akt im Skelettmuskel zu einer Unterdrückung der Apoptose (Fujio et al., 

1999: Lowlor & Rotwein., 2000). Dabei konnten auch die Phosphorylierung und 

Inaktivierung der apoptotischen Proteine sowie FOXO und Caspase beobachtet werden 

(Latres et al., 2005). Darüber hinaus spielt Akt eine wesentliche Rolle bei der Regulation 

verschiedener zellulärer Prozesse wie Wachstum, Proliferation, Metabolismus und Angiogenese 

(Kohn et al., 1996; Brazil et al., 2004; Ceylan-Isik et al., 2006; Knobbe et al., 2008). 

In dieser Studie wurde die trainingsinduzierte Aktivierung des Akt-Signalwegs im 

Skelettmuskel der WT und der KO Mäuse mit Hilfe des Antikörpers gegen p-Akt überprüft. 

Die Aktivierung von Akt bedingt ihre PH-Domäne (Ren et al., 1997; Zong et al., 2009) und 

wird durch die Phosphorylierung von Akt an Thr-308 und Ser-473 reguliert (Troussard et al., 

2003). Die Akt-Phosphorylierung an Thr-308 ist wichtig für die Aktivierung von Akt; die 

Phosphorylierung an Ser-473 bestimmt die Spezifität der Akt zu FOXO1 und FOXO3 und die 

geringere Aktivität der Akt (Frias et al., 2006; Guertin et al., 2006; Jacinto, 2006; Shiota et al., 

2006). In dieser Studie konnte unter Trainingsbelastung eine verminderte Aktivierung von p-

Akt an Threonin-308 und an Serin-473 in allen Muskeln bei WT- und bei KO Mäusen 

beobachtet werden. Unter anderem bewirkte das körperliche Training eine signifikant 

verringerte Phosphorylierung von Akt an Thr308 und Ser473 im M. extensor digitorum 

longus sowohl bei den WT- als auch bei den Exon 2-4 KO Mäusen.  

Diese verminderte Aktivierung des Akt-Signalwegs führte zu einer Abnahme der 

Muskelmasse (Sandri, 2008). Die Tatsache, dass der Ausfall der β1-Integrine die Akt-

Phosphorylierung beeinträchtigt (Zong et al., 2009), unterstützt zudem den oben 

beschriebenen Befund über die Auswirkung der verminderten Aktivierung von Akt, da die 

Veränderung der β1-Integrine-Expression zu einer anormalen Muskelstruktur führt (Hannigan 

et al., 1996). Eine weitere Studie zeigte, dass ein konditionales Defizit der ILK (integrin-

linked kinase) im Skelettmuskel die Akt-Phosphorylierung durch körperliches Training 

beeinträchtigt, wobei eine deutliche Verringerung der Muskelfasergröße beobachtet werden 

konnte (Wang et al., 2008). In anderen Studien konnte auch festgestellt werden, dass eine 

verringerte Phosphorylierung von Akt mit Apoptose einhergeht (Troussard et al., 2003; 
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Friedrich et al. 2004). Jedoch konnten in der vorliegenden Studie trotz dieser verminderten 

Aktivierung von Akt weder eine verringerte Muskelfasergröße noch das Auftreten der 

Apoptose bei den WT- und den KO-Mäusen beobachtet werden.  

Somit können die vorliegenden Ergebnisse nicht als Aktivierung von Akt unter 

Trainingsbelastung, sondern als eine vorübergehende Veränderung im basalen Zustand 

gedeutet werden. In zahlreichen Studien zeigten sich Veränderungen der Akt-Aktivierung 

unter Trainingsbelastung in Abhängigkeit von verschiedenen Zeitpunkten.  

Im Tiermodell konnte das Training keine Veränderung der basalen Phosphorylierung von Akt 

an Ser-473 bewirken (Chibalin et al. 2000). Nach einem kurzfristigen Ergometertraining 

konnte ebenfalls keine Erhöhung der basalen Phosphorylierung von Akt an Ser-473 im 

Skelettmuskel beobachtet werden (Wadley et al. 2007). In einer weiteren Studie zeigte sich 

nach einem 3-wöchigen Ausdauertraining kein Einfluss auf die Phosphorylierung von Akt an 

Thr-308 und Serin 473 im basalen Zustand, wobei sich die Phosphorylierung von Akt 10 

Minuten nach dem Training erhöht (Frøsig et al. 2007). Des Weiteren konnte eine deutlich 

erhöhte Phosphorylierung von Akt an Ser-473 15 Minuten nach dem Krafttraining beobachtet 

werden (Coffey et al., 2009). Zu den Zeitpunkten 3 und 5 Minuten nach einer 

Muskelkontraktion mit elektrischer Stimulation zeigte sich eine signifikante Erhöhung der p-

Akt Aktivierung im Skelettmuskel (Sakamoto et al., 2002).  

Darüber hinaus wird in der Literatur die Reaktion der Proteinkinane B auf körperliche 

Aktivität kontrovers diskutiert. In zahlreichen Studien lässt sich keine einheitliche bzw. 

eindeutige Aussage über trainingsinduzierte Veränderungen der Akt-Phosphorylierung finden. 

Nach einem kurzfristigen Ausdauertraining zeigte sich eine erhöhte Phosphorylierung von 

Akt an Ser-473 im Skelettmuskel (Sakamoto et al., 2004; Deshmukh et al., 2006; Howlett et 

al., 2006; Wilson et al., 2006). Dagegen konnte nach einem moderaten Laufradtraining keine 

Erhöhung der Akt-Expression beobachtet werden (Widegren et al., 1998). Auch ließen sich 

nach einer Ausdauerbelastung mit einer Intensität von 25 Metern pro Minute bei 10 % 

Steigerung auf einem Laufband keine Veränderungen der Akt-Phosphorylierung im 

Skelettmuskel von Ratten beobachten (Markuns et al., 1999). Diese diskrepanten Befunde 

hinsichtlich der trainingsbedingten Veränderung der Akt-Phosphorylierung können auf 

unterschiedliche Belastungsintensität, Trainingslänge und Abnahmezeitpunkte nach dem 

Training zurückzuführen sein. Neben diesen Faktoren kann auch die Art des Trainings für die 

unterschiedlichen Veränderungen der Akt-Phosphorylierung verantwortlich sein.  
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Des Weiteren führen verschiedene Arten des Trainings zu einer Aktivierung spezifischer 

Signalwege. Vor allem steigert Krafttraining die Phosphorylierung der anabolischen Akt-

mTOR-Signalkaskaden mit der Aktivierung der p70 S6k, 4E-BP1, und eIF2B (translation 

initiation regulators) (Coffey et al., 2009).  

In weiteren Studien konnte nach dem Krafttraining ein Anstieg der Akt-Phosphorylierung 

beobachtet werden (Creer et al. 2005; Dreyer et al. 2006; Coffey et al., 2009). Darüber hinaus 

kann sich der Trainingszeitraum auf die Phosphorylierung von Akt unterschiedlich auswirken. 

Die Phosphorylierung von Akt verringerte sich bei der Trainingsgruppe nach 21-wöchigem 

Krafttraining (Hulmi et al., 2009), wohingegen das 10-wöchige Krafttraining die 

Phosphorylierung von Akt an Serin 473 steigerte. (Leger et al. 2006; Wilkinson et al. 2008). 

Diesbezüglich legen Hulmi et al. (2009) nahe, dass unterschiedliche Reaktionen des Akt-

Phosphorylierungszustandes im Trainingszeitraum von der Zeitwahl der Biopsie, der Dauer 

oder dem Typ der Trainingsperiode sowie dem Ernährungszustand abhängig sein können. 

Diese verschiedenen Faktoren sollten in weiteren Studien berücksichtigt werden, um besseren 

Aufschluss über den Einfluss des Trainings auf die Aktivierung von Akt im Skelettmuskel 

geben zu können. 

Anhand dieser immunhistochemischen Analyse bestätigt die reduzierte basale 

Phosphorylierung von Akt weder die Inhibierung der Apoptose noch einen morphologischen 

Befund über die Zunahme der Muskelfasergröße im Skelettmuskel. Jedoch konnte auch kein 

Unterschied zwischen WT- und KO-Mäusen beobachtet werden, so dass die verringerte 

basale Phosphorylierung der Akt nicht als Folge der Palladin-Defizienz gelten kann. 

Aufgrund dieses Befundes ist die Palladin-Defizienz nicht an der trainingsbedingten 

Phosphorylierung von Akt im Skelettmuskel beteiligt. 

 

4.7   Die Auswirkung der Palladin-Defizienz unter Trainingsbelastung auf die 

Aktivierung von p-ERK 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte die p-ERK (extracellular regulated kinase)-Aktivierung im 

Skelettmuskel der WT- und der KO Mäuse unter Trainingsbelastung immunhistochemisch 

nachgewiesen werden. In dieser Studie zeigten sich einheitliche Veränderungen der p-ERK 

Aktivierung in allen Muskeln unter Trainingsbelastung, wobei körperliches Training zu einer 

Erhöhung der p-ERK-Aktivierung in allen Muskeln der WT- und der KO Mäuse führt.  
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Unter anderem kam es durch körperliches Training zu einer signifikanten Erhöhung der p-

ERK Aktivierung im M. gastrocnemius sowohl bei den WT- als auch bei den Exon 2-4 

KOMäusen. Diese Erhöhung der p-ERK-Aktivierung im Skelettmuskel kann mit der in der 

Analyse des Zelldurchmessers beobachteten Zunahme der Muskelfasergröße unter 

Trainingsbelastung bei den WT- und KO Mäusen in Zusammenhang stehen. 

Die Muskelhypertrophie kann die Aktivierung zusätzlicher Signalwege bewirken. Die 

MAPK-Familie kann in fünf Subfamilien eingeteilt werden, in ERK1/2, p38 MAPK, JNK 

(Jim NH2-terminal kinase), ERK3/4 und ERK 5. Diese Mitglieder der MAPK-Familie 

können also in die Skelettmuskelhypertrophie in Reaktion auf eine erhöhte 

Trainingsbelastung involviert sein (Carlson et al., 2001). Diesbezüglich konnten Long et al. 

(2004), einen Anstieg der p-ERK Aktivierung im hypertrophierten Muskel nach körperlichem 

Training nachweisen. Die Kontraktion des Skelettmuskels durch körperliches Training, die 

als ein wesentlicher Regulator der Proteinsynthese und Gentranskription im Skelettmuskel 

anerkannt wird (Booth & Thomason, 1991; Chibalin et al. 2000), ist ein wirksamer Anreger 

dieser MAPK- Signalwege mit ERK1/2, p38-MAPK und JNK-Signalkaskaden (Aronson et 

al., 1997; Widegren et al., 1998). 

Abgesehen vom Trainingsfaktor werden ERK 1/2 in Reaktion auf mitogene Reize wie 

Wachstumsfaktoren über Rezeptoren der Tyrosinkinasen, G-protein-gekoppelte Rezeptoren, 

Proteinkinase C und zellulären Stress aktiviert (van Biesen et al., 1996; Schonwasser et al., 

1998). Zudem aktivieren Hormone, Differenzierungsfaktoren und tumorpromovierende 

Faktoren ERK (Lewis et al., 1998). Auf diese Weise werden Proliferation, Differenzierung 

und Ü berleben der Zelle reguliert (Schramek et al., 2002). 

Insgesamt konnte kein Unterschied hinsichtlich einer erhöhten Aktivierung von ERK in allen 

Muskeln zwischen WT- und KO Mäusen beobachtet werden. Dieses Ergebnis weist auch auf 

keine Beeinträchtigung der mechanischen Signaltransduktion über die ERK-Kaskade im 

Skelettmuskel unter Palladin-Defizienz hin. Es ist zudem zu vermuten, dass in den KO 

Mäusen spezifische Kompensationsmechanismen stattfinden, um die Regulation 

trainingsbedingter ERK-Aktivierung im Palladin-defizienten Skelettmuskel auszugleichen. 

Ein möglicher Mechanismus könnte eine durch die Palladin-Defizienz induzierte verstärkte 

Expression von anderen Aktin-assoziierten Proteinen sein, die die Aktivierung der ERK 

vermitteln. Vermutlich ist u.a. eine erhöhte Expression von α-Aktinin an der spezifischen 

Regulierung der Aktivierung von ERK unter Palladin-Defizienz beteiligt. In einer Studie 

konnte die Interaktion zwischen α-Aktinin und ERK festgestellt werden (Leinweber et al., 
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1999). Eine weitere Studie zeigte auch den Einfluss der α-Aktinin-Expression auf die 

Erhöhung der ERK-Aktivierung (Triplett & Pavalko, 2006). Somit sollte in weiteren 

biochemischen Untersuchungen erstmals nachgewiesen werden, ob es zu einer erhöhten α-

Aktinin-Expression im Palladin-defizienten Skelettmuskel kommt.  

In dieser Arbeit sollte erstmals geklärt werden, welchen Einfluss das Fehlen des Palladin- 

Proteins auf die trainingsbedingte Anpassung der Muskelzellen ausübt.  

Die Erkenntnisse der hier vorliegenden Arbeit bestehen darin, dass ein Fehlen der Palladin 

140 und 200 kDa-Isoform nicht zu einer wesentlichen Beeinträchtigung der 

Muskelfaseranpassung auf Laufbandbelastungen im Skelettmuskel führt.  

Es konnte beobachtet werden, dass ein vierwöchiges Training gewöhnlich eine Vergrößerung 

der Muskelfaser im M. gastrocnemius und im M. vastus lateralis bei den KO Mäusen bewirkt. 

Dabei zeigten sich eine erhöhte Anzahl von zentralen Muskelzellkernen und eine 

unveränderte Kapillarzahl in Reaktion auf die Zunahme der Muskelfasergröße unter 

Trainingsbelastung. Diese morphologischen Ergebnisse konnten auch durch die Aktivität der 

intrazellulären Signaltransduktion, vor allem von p-ERK, bestätigt werden.  

In allen Muskeln der KO-Mäuse kam es zu einer Aktivitätszunahme der p-ERK, die bisher 

als wesentliches Merkmal der Hypertrophie im Skelettmuskel beschrieben wurde. Diese 

Befunde könnten auch die Grundlage für das Verständnis der Rolle des Palladin-Proteins bei 

der trainingsbedingten Adaptation des Skelettmuskels liefern.  

Zusammengefasst lässt sich vermuten, dass bei Defizienz des Palladins der Skelettmuskel 

durch Kompensation mit anderen Aktin-assoziierten Proteinen in der Lage ist, sich dem 

körperlichen Training effektiv anzupassen. Zukünftige Untersuchungen sollten einen Hinweis 

darauf geben, welche Mechanismen die Interaktion anderer Aktin-assoziierten FA-Proteine 

im Skelettmuskel als molekulare Kompensation für das Fehlen des Palladin-Proteins 

regulieren.
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5. Zusammenfassung. 

 

In verschiedenen Zelltypen sind Interaktionen zwischen dem Zytoskelett und der 

extrazellulären Matrix (ECM) für zahlreiche zelluläre Prozesse wie Genexpression, 

Wachstum, Proliferation, Differenzierung und Apoptose wesentlich. Diese Interaktionen 

werden vor allem durch Integrine als große Familie der transmembranen Rezeptoren 

vermittelt, die eine Schlüsselrolle bei der Zelladhäsion an ECM spielen.  

Palladin ist ein Aktin-assoziiertes Phosphoprotein, das wesentlich zur Aufrechterhaltung der 

Zellmorphologie und der zytoskeletalen Organisation beiträgt. Multidomänen des Palladins 

fungieren als Bestandsteil eines molekularen Gerüsts, das mehrfache Aktin-assoziierte 

Proteine, z.B. α-Actinin, VASP, Ezrin, Profilin, Lasp-1, Esp8, und F-actin rekrutiert. Die 

genomischen Strukturen des Palladins der Mäuse beziehen die Präsenz dreier verschiedener 

Promotorregionen mit ein. Weiterhin besteht das Palladin-Gen der Mäuse aus mindestens 25 

Exonen und führt zu 4 Proteinisoformen mit 200 kDa, 140kDa, 90-92 kDa und 50 kDa.  

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, wie sich die Isoformen mit Exon 2 

und Exon 2-4 von Palladin auf die trainingsbedingten Muskelanpassung auswirken und ob sie 

für verschiedene Adaptationen im Skelettmuskel von Bedeutung sind. Um die Funktion des 

Palladins im Skelettmuskel näher beleuchten zu können, wurden als Versuchstiere Palladin-

knock-out Tiere (Exon 2-4 KO- und Exon 2 KO Mäuse) und Wildtyp-Tiere (Kontrollgruppe) 

einem körperlichen Training ausgesetzt und anschließend die Veränderungen an diversen 

Muskeln mittels morphometrischer und histochemischer Methoden analysiert. 

In der Analyse des Zelldurchmessers konnte festgestellt werden, dass es durch körperliches 

Training bei KO Mäusen zu einem leichten Anstieg der Muskelfasergröße im M. 

gastocnemius und M. vastus lateralis kommt. Parallel zu dieser Zunahme der 

Muskelfasergröße zeigte sich bei den KO Mäusen ein Anstieg der zentralen Zellkernzahl im 

Verhältnis zur gesamten Kernzahl, wobei unter Trainingsbelastung keine Veränderung der 

Kapillarzahl zu beobachten war.  

Die Bestimmung der Fasertypenverteilung erfolgte mittels Histochemie zum 

Aktivitätsnachweis der Succinatdehydrogenase. Die Analyse der SDH-Aktivität zeigte bei 

den verschiedenen Muskeln ein heterogenes Bild, wobei es bei den WT- und KO Tieren im 

M. extensor digitorum longus und im M. vastus lateralis zu keiner Verschiebung der 

Muskelfasertypen kam.  
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Vor allem bewirkte das körperliche Training im M. gastrocnemius und M. soleus der KO 

Tiere eine Verschiebung des Faserspektrums in Richtung der Muskelfasertype-II. Diese 

Ergebnisse weisen auf eine kompensatorische Adaptation für die Verringerung des Anteils an 

Muskelfasertyp-II unter Palladin-Defizienz hin. Hierbei könnte ein möglicher Mechanismus 

eine Kompensation durch α-Aktinin in Palladin defizienten Mäusen sein, die an der 

Regulation der langsam zu schnell Umwandlung des Fasertyps beteiligt ist. 

Diese morphologischen Befunde machen deutlich, dass die Palladin-Defizienz im 

Skelettmuskel die Funktion trainingsbedingter Muskeladaptationen kaum beeinträchtigt. 

Neben den morphologischen Ergebnissen hinsichtlich der moderaten Auswirkung der 

Palladin-Defizienz auf die Muskelanpassung bestätigten sich auch trainingsbedingte 

Veränderungen der intrazellulären Signalmoleküle, die sich mittels der 

immunhistochemischen Färbung nachweisen ließen. 

Ein apoptotisches Merkmal der Palladin-Defizienz im Skelettmuskel wurde durch die 

Analyse der basalen Caspase 3-Aktivierung mittels der Immunhistochemie untersucht. Da 

sich bei den KO-Mäusen unter Trainingsbelastung in allen Muskeln eine geringe Aktivierung 

von Caspase-3 zeigte, hatte die Palladin-Defizienz im Skelettmuskel keine Apoptose zur 

Folge. Die weitere immunhistochemische Untersuchung zeigte, dass es durch das körperliche 

Training zu einer Verringerung der basalen Phosphorylierung von Akt in allen Muskeln bei 

den WT- und KO Mäusen kam. Jedoch konnte keine Veränderung der basalen Akt- 

Phosphorylierung zwischen den WT- und KO Mäusen beobachtet werden, so dass die 

verringerte basale Phosphorylierung von Akt nicht als Folge der Palladin-Defizienz gelten 

kann. Bei der Analyse der p-ERK Aktivierung zeigte sich eine trainingsbedingte Erhöhung in 

allen Muskeln der WT- und der KO Mäuse, was auch als Hinweis auf morphologische 

Veränderungen der Skelettmuskelfaser im Sinne einer Zunahme der Muskelfasergröße zu 

werten ist.  

Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Befunde können wichtige Hinweise als Grundlage 

für das Verständnis der Rolle des Palladin-Proteins bei der trainingsbedignten Adaptation des 

Skelettmuskels liefern. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen zudem die Vermutung 

nahe, dass bei Defizienz des Palladins der Skelettmuskel durch Kompensation mit anderen 

Aktin-assoziierten Proteinen in der Lage ist, sich dem körperlichen Training effektiv 

anzupassen. Zukünftige Untersuchungen sollten klären, welche Mechanismen die Interaktion 

anderer Aktin-assoziierter FA-Proteine im Skelettmuskel als molekulare Kompensation für 

das Fehlen des Palladin-Proteins regulieren. 
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Tab.12: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Kapillarzahl                         42 

 im M. vastus lateralis 

 

Tab. 13: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert                        55 

 im M. gastrocnemius (Caspase-3 Aktivierung) 

 

Tab. 14: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert                         56 

 im M. soleus (Caspase-3 Aktivierung) 
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Tab. 15: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert              57 

 im M. extensor digitorum longus (Caspase-3 Aktivierung) 

 

Tab. 16: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert              58 

 im M. vastus lateralis (Caspase-3 Aktivierung) 

 

Tab. 17: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert              61 

 im M. gastrocnemius (p-Akt (Thr 308)-Aktivierung) 

 

Tab. 18: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert              62 

 im M. soleus (p-Akt (Thr 308)-Aktivierung) 

 

Tab. 19: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert              63 

 im M. extensor digitorum longus (p-Akt (Thr 308)-Aktivierung) 

 

Tab. 20: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert              64 

 im M. vastus lateralis (p-Akt (Thr 308)-Aktivierung) 

 

Tab. 21: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert              67 

 im M. gastrocnemius (p-Akt(ser473)-Aktivierung) 

 

Tab. 22: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert              68 

 im M. soleus (p-Akt(ser473)-Aktivierung) 

 

Tab. 23: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert              69 

 im M. extensor digitorum longus (p-Akt(ser473)-Aktivierung) 

 

Tab. 24: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert              70 

 im M. vastus lateralis (p-Akt(ser473)-Aktivierung) 

 

Tab. 25: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert              72 

 im M. gastrocnemius (p-ERK Aktivierung) 

 

Tab. 26: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert              73 

im M. soleus (p-ERK Aktivierung)   

 

Tab. 27: Mittelwert(M) und Standardabweichung(SD) für Grauwert              74 

 im M. extensor digitorum longus (p-ERK Aktivierung) 
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7.3 Abstract 

 

Interactions between the cytoskeleton and the extracellular matrix (ECM) in different cell 

types are essential for various cellular processes, including gene expression, growth, 

proliferation, differentiation and apoptosis. The interactions are mainly mediated by integrins 

as a large family of transmembrane receptors, which play key roles in cell adhesion to ECM. 

Palladin is an actin-associated phosphoprotein that contributes to the maintenance of cell 

morphology and cytoskeletal organization. 

Palladin's multidomain serves as a molecular scaffold that recruits multiple actin-associated 

proteins such as α-actinin, VASP, ezrin, profilin, Lasp-1, Esp8, and F-actin itself. The 

genomic structure of palladin from a mouse implicates the presence of three different 

promoter regions. Moreover, palladin gene is composed of at least 25 exons and gives rise to 

4 protein isoforms including the 200 kDa, 140 kDa, 90–92 kDa and 50 kDa isoforms, 

The aim of this study was to investigate the effects of the palladin isoforms with exon 2 and 

exon 2-4 on the exercise-induced muscle adaptation and whether they are important for 

various adaptations in skeletal muscle. In order to illuminate the paladin function in skeletal 

muscle, knockout animals (exon 2 und exon 2-4 KO mice) were exposed to exercise training 

session and then the changes in various muscles were analyzed using morphometric and 

histochemical methods. The analysis of the cell diameter demonstrated, that exercise training 

led to a small increase in muscle fiber size in M. gastocnemius und M. vastus lateralis from 

KO mice. An increase in central myonuclei number relative to total number of myonuclei in 

the KO mice was observed parallel with the increase in muscle fiber size, thereby no change 

in capillary number was observed after exercise training. The fiber type distribution was 

determined using quantitative histochemistry of succinate dehydrogenase. The Analysis of 

SDH activity showed a heterogeneous picture in various muscles, thereby exercise training 

led to no shift in muscle fiber types in M. extensor digitorum longus und im M. vastus 

lateralis from the WT- und KO mice. A 4-week treadmill training program induced a slow to 

fast fiber transformation in M. gastrocnemius and M. soleus from KO mice. These results 

suggest a compensatory adaptation for reduction in proportion of fast-twitch fibers (Typ II) 

due to deficiency of palladin.  
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This could be a possible mechanism of compensation by α-actinin in palladin deficient mice, 

which is involved in regulating the transformation of slow to fast fiber type. 

These morphological findings indicate that the palladin deficiency in skeletal muscle hardly 

impaired adaptations of muscle to exercise training. In addition to the morphological results 

concerning the moderate effect of palladin deficiency on muscle adaptation, the training-

induced changes is also confirmed by intracellular signaling molecules, that could be detected 

by Immunohistochemical staining. A atrophic feature of palladin deficiency in skeletal 

muscle was investigated by analysis of the basal caspase-3 activation using of 

immunohistochemistry. As demonstrated, small activation of caspase-3 was in all muscles 

from the KO mice under exercise load, the palladin deficiency in skeletal muscle had no 

consequence of apoptosis. Furthermore, the immunohistochemical analysis showed that the 

exercise training led to a decrease of the basal Akt phosphorylation in all muscles from the 

WT and KO mice. However, no change in the basal Akt phosphorylation could be observed 

between the WT and KO mice so that the reduced basal phosphorylation of Akt can be not 

considered as a consequence of the palladin deficiency. 

The analysis of p-ERK showed a training-induced increase in p-ERK activation in all 

muscles from the WT and KO mice, what must be considered as an indication of 

morphological changes in skeletal muscle fiber in the sense of an increase in muscle fiber 

size. The findings collected in the present study can provide important information as a basis 

for understanding the role of the palladin protein in the exercise training-induced adaptation 

of skeletal muscle. Moreover, the results of this study suppose that despite palladin deficiency, 

the skeletal muscle is able through compensation with other actin-associated proteins to 

effectively adapt to exercise training. Future studies should clarify the mechanisms that 

regulate the interaction of other actin-associated proteins as molecular compensation for the 

absence of palladin protein in skeletal muscle. 
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