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Zusammenfassung

Summary

Der Skelettmuskel zeigt eine enorme Plastizitit als Anpassung an kor-
perliche Belastung. Damit wird der Muskel so verdndert, dass Energie-
bereitstellung, Leistungsfahigkeit, Kraft und Ausdauer gesteigert wer-
den. Nur einige der vielfiltigen Mechanismen, die diese Anderungen in
Struktur und Funktion ausldsen, sind bisher bekannt. Sie beinhalten ne-
ben akuter Regulation der Aktivitat von Stoffwechselenzymen wahrend
der Belastung eine Anderung der Transkription und Translation, aber
auch posttranslationale Modifikation der neu synthetisierten Proteine.
Die Untersuchung zur Erfassung dieser Vorgénge sollten moglichst vie-
le Anpassungsebenen erfassen um Signalkaskaden zu charakterisieren.
Idealerweise untersucht man ,CASSETTES®, also Gruppen von Protei-
nen, deren Neusynthese und Funktionszustand durch bestimmte Trans-
kriptionsfaktoren und Regelmechanismen kontrolliert werden, und die
auch koordinierte Aufgaben erfiillen (z.B. HIF- 10 abhédngige Transkrip-
tion zur Anpassung der O,-Versorgung und des Stoffwechsels). Eine
wichtige Voraussetzung zum Erreichen einer hohen Aussagekraft ist das
Studiendesign um z.B. Anpassung durch Substratverarmung von me-
chanischer Beanspruchung, oder um Aufbaumechanismen nach Mus-
kelruhigstellung vom Aufbau des bereits trainierten Muskels zu trennen.
So wird die Transkription bereits wihrend einer Belastung stimuliert,
wozu bereits kurze Belastungen reichen. Die gednderte Transkription
hélt Genspezifisch unterschiedlich lange nach der Belastung an. Auslo-
ser der Anderung der Genexpression sind StoffwechselgréBen wie AMP,
Glykogen-Verarmung, sowie Hypoxie, aber auch mechanische Reize
und die belastungsinduzierte Zunahme des intrazelluldren Ca, die alle
unabhingig von einander aber auch komplex vernetzt die Genexpressi-
on und so die Auspragung eines Fasertypus auslosen.

Schliisselworter: Fasertypus, Zellstoffwechsel, Mitochondrien,
Transkriptionsfaktoren, Calcium, Training, akute Belastung

Einleitung

Bewegung im Alltag im Rahmen unserer {iblichen Tatig-
keiten und korperliche Belastung im Sport sind Stimuli
zur Anpassung unseres Organismus an die jeweilige Be-
lastung. Die Anpassungsmechanismen setzen bereits
wihrend der Belastung ein, laufen dann aber vorwiegend
in der Erholungsphase ab. Sie beinhalten die Regelung der
Aktivitidt einzelner Enzymsysteme zur Optimierung der
Versorgung wéihrend der Belastung und in der Folge
ystrukturelle* Anpassung durch Stimulierung der Genex-
pression. Die Zeitginge fiir einzelne Anpassungsmecha-
nismen sind ganz unterschiedlich.

Die akute und die Langzeit-Anpassung betreffen prak-
tisch alle Systeme des Organismus. Die wichtigsten sind
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Skeletal muscle is characterized by an enormous plasticity in adjust-
ments to muscular exercise to increase ATP-production, work capacity,
force development and endurance. Mechanisms of adjustment are not
well understood. They include acute adjustments of enzyme activity du-
ring exercise as well as altered transcription and translation, but also
post-translational modifications of newly-synthesized proteins. Metho-
dological approaches should cover as many levels of adjustment as pos-
sible for optimal characterization of signalling cascades. Ideally, “cas-
settes” are studied, which are groups of proteins whose synthesis and
function are controlled by certain transcription factors and regulatory
mechanisms, and which fulfil coordinated tasks (e.g. HIF-1o dependent
transcription for the adjustment of oxygen delivery and metabolism).
Requisite to successful research is a study design able to distinguish ad-
justments caused by metabolic depletion from mechanical strain, or
upregulation of transcription after immobilization from build-up in an
already-trained muscle. Gene expression is already stimulated during
short-term exercise. The duration of increased transcriptional activity
after exercise differs among genes. Gene expression is stimulated by in-
creased concentrations of AMP, depletion of glycogen stores, by hypo-
xia, but also by mechanical stimuli and the exercise-induced increase in
intracellular Ca. Each of these mechanisms can stimulate gene expres-
sion independently, but also complex interactions among different sti-
muli have been observed to initiate formation of distinct muscle fiber

types.

Key words: Fibre type, metabolism, mitochondria, transcription factors,

calcium, training, acute exercise

Atmung, Herz-Kreislauf, Energiebereitstellung, Stoffwech-
selaktivitit, lonentransport, Immunsystem sowie nervale
und hormonelle Regelmechanismen. Die schnelle Anpas-
sung erfolgt durch eine Anderung der Aktivitit von Enzy-
men ausgeldst z.B. durch Anderung der Enzymkinetik nach
Anstieg oder Abfall von Substrat- bzw. Produktkonzentra-
tionen. Die Aktivitidt eines Enzyms kann aber auch durch
Phosphorylierung beeinflusst werden, was meist durch
hormonelle Einfliisse geschieht. Das klassische Beispiel
hierzu ist die cAMP-abhingige Regelung des Abbaus von
Glykogen. Akut konnen die Mengen aktiver Enzyme auch
durch Kompartimentierung veridndert werden, also durch
Verschieben von Proteinmolekiilen z.B. zwischen Zytosol
und Plasmamembran oder Bindung an bzw. Freisetzung
von Bindungsproteinen. Letzteres stellt auch einen Akti-
vierungs- bzw. Inaktivierungsmechanismus dar.
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Léngerfristige Anpassung erfolgt mit dem Ziel
der anhaltenden Anderung der Funktion. Sie erfolgt
auf Strukturebene, also durch Genexpression, um
den ent- oder untrainierten Muskel leistungsfahig
zu machen, die Leistungsfihigkeit des trainierten
Muskels noch weiter zu erhéhen, oder den Faserty-
pus der Muskulatur zu verdndern, wenn man z.B.
vom Schnellkraft-betonten Sport zum Ausdauer-
sport wechselt. Dadurch werden Mengen und Art
(z.B. Isoformen) von Proteinen an den neuen Bedarf
angepasst. Auch das Wachstum der einzelnen Zelle
(Hypertrophie) bzw. die Zahl von Muskelzellen in ei-
nem Faserbiindel (Hyperplasie) wird beeinflusst.
Letzteres ist nicht gesichert (15). Die Anderung im
Expressionsmuster wird durch verschiedene Signale
induziert. Basis fiir die Anpassung auf Ebene der Ge-
nexpression ist ein genetisch vorgegebenes Expres-
sionsmuster. Uber die letzten Jahre erhoht sich die
Zahl der Gene exponentiell, welche mit verschiede-
nen Formen der Leistungsfiahigkeit in Zusammen-
hang gebracht werden. Diese werden regelméaBig in
yupdates zusammengefasst (26). Diese Gene sind
auf praktisch alle Chromosomen im Zellkern sowie
auf das mitochondriale Genom verteilt und kodieren
fiir eine Fiille von Proteinen wie z.B. Hormone bzw.
hormonbildende Enzyme, Membranrezeptoren fiir
Hormone, Wachstumsfaktoren, Enzyme fiir ver-
schiedenste Stoffwechselwege, und fiir Proteine des

Zytoskeletts, der Zell-Zell-Kontakte und fiir kontraktile
Filamente (26). Allerdings ist unbekannt, ob und wie die
Anpassung an Belastung und Training vom urspriingli-

chen Gen-Muster abhéngt.

In dieser Arbeit wird nur auf die Expression von Ge-
nen eingegangen, welche durch akute Belastung bzw.
Training induziert wird, wobei wiederum nur der kleine
Bereich der Anpassung der Genexpression der Muskula-
tur behandelt wird. Das Hauptgewicht liegt auf der
Signaltransduktion zur Steuerung der Genexpression und
auf methodischen Aspekten zur Erfassung der Aktivitat

der Genexpression.

Die Signale, welche die Muskelkontraktion auslosen,
generieren in der Muskelzelle auch die Signale zur Steue-
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Abbildung 1: Intrazelluldre Signale. Schematische Darstellung der wichtig-
sten extra- und intrazelluldren Reize wéhrend einer Muskelkontraktion und
die dadurch ausgeldsten intrazelluldren Signale, welche dann die Zellfunkti-

on und die Genexpression steuern
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Intrazelluldre Signale:
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Abbildung 2: Ca?* und AMP-abhingige Steuerung der Genexpression in der Muskelzelle.
Eine Erhéhung der intrazelluldren Ca Konzentration (Ca?*) und ein Anstieg des AMP akti-
vieren Proteinkinasen und die Expression von Transkriptionsfaktoren zur Ausbildung ei-
nes bestimmten Muskelfasertypus und zur Anpassung der oxidativen Kapazitat. Die wich-
tigsten Systeme im Muskel sind Protein Kinase C, Ca-Calmodulin Kinasen, NFAT, AMPK,
und PGC-1 (nach Chin (2)).

ADP = Adenosindiphosphat, AMP = Adenosimmonophosphat, AMPK = AMP-abhingige
Kinase, ATP = Adenosintriphosphat, CaMK = Ca-Calmodulin-abhangige Kinasen, ERK =
extracellular signal-regulated protein kinase, GSK3 = glykogen Kinase Kinase 3, HDAC =
Histon-Deacetylase, JNK = c-jun amino terminal protein kinase, MAPK = mitogen activa-
ted kinase, MEF2 = myocyte enhancing factor 2, MEK = MAPK kinase, MEKK1 = MEK kina-
se, NFAT = nuclear factor of activated T-cells, NFAT-P = phosphoryliertes NFAT, NRF-1,2
= nuclear respiratory factor 1 und 2, PGC-1 = peroxysome-proliferator-activated recep-
tor-g co-activator 1, PKC = Proteinkinase C (Ca-abhingig), SR = sarkoplasmisches Reti-
kulum

rung der Genexpression. Die wichtigsten sind (Abb. 1) die
Erhéhung des intrazellularen Ca, mechanische Reize
durch die Kontraktion selbst, und die Anderung des Zell-
stoffwechsels (Spaltprodukte des ATP, Glukose, Glykogen,
Sauerstoff, Sauerstoffradikale).

Signaltransduktion durch Ca?*

Eine Aktionspotential an der Plasmamembran der Mus-
kelzelle fiihrt zu einer Freisetzung von Ca aus intrazel-
luldren Speichern und zu einem Ca-Einstrom aus dem Ex-
trazellularraum. Somit wird die Ca-Konzentration im Zy-
tosol erhoht, wobei diese Erhéhung pulsatil ist und mit
den Kontraktionen einhergeht. Je nach Fasertyp und Er-
regungsmuster unterscheidet sich die Anderung der Ca-
Konzentration bei Belastung. In langsamen Typ-I Mus-
kelfasern steigt die Ca-Konzentration von einem Ruhe-
wert von ca. 50nM auf Werte zwischen 100 bis 300nM bei
einer Erregungsfrequenz von 10 - 30 Hz, wihrend sie in
schnellen Typ-II Fasern bei einer Erregungsfrequenz von
80 - 150 HZ Werte von 1 - 3 uM erreichen kann (24).
Ca bindet an das Ca-Bindungsprotein Calmodulin
(CaM; Abb. 2) und aktiviert Ca-Calmodulin-abhingige
Proteinkinasen (CaMK), von denen mehrere Isoformen be-
kannt sind. Diese Enzyme reagieren spezifisch auf Fre-
quenz, Amplitude und Dauer der Anderung des intrazel-
luldren Ca, kénnen also diese Signale dekodieren (4,3).
Dabei scheint es keine Rolle zu spielen, ob die zytosoli-
sche Ca-Konzentration konstant erhoht ist oder sich
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NFAT-abhédngige Genexpression scheint
keine Anderung der Expression von
Stoffwechselenzymen auszulésen. Deren Ex-
pression wird Ca-abhingig tiber Calcineurin
stimuliert. Calcineurin erhoht die Expression
des Transkriptionsfaktors PGC-1 (peroxysom-
proliferator-activated-receptor co-activator;
Ubersicht in (2)), einem Co-Faktor fur die Bil-
dung weiterer Transkriptionsfaktoren wie
PPAR (peroxysome proliferator-activated re-
ceptor-a und g) und verschiedener Formen des
NRF (nuclear respiratory factor). Letztere sti-
mulieren die Expression von nuklear kodier-

Hemmt: gﬁij‘ﬁm ten Stoffwechselenzymen und des mitochon-
Proteinsynthese | PFK, Glykolyse drialen Transkriptionsfaktors A (mTFA) im
Cholesterinsynthese p-Oxidation, Lipolyse  Zellkern (2). mTFA gelangt in die Mitochon-
Fettsauresynthese @ eNOS ( ] g g
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drien und stimuliert die Expression von Ge-
nen des mitochondrialen Genoms (2), wo-

Abbildung 3: Adenosinmonophosphat aktivierte Kinase (AMPK) -abhiingige Signaltransduktion. durch die Kapazitédt des aeroben Stoffwechsels

AMPK wird durch Glykogendepletion, AMPK-Kinasen und AMP stimuliert, wobei ein Anstieg der
zelluldren AMP Konzentration durch Muskelarbeit, Substratdepletion, Hypoxie, und Leptin ver-

erhoht wird. Zusétzlich zur Anpassung des

ursacht werden kann. AMPK stimuliert PGC-1 (peroxysome-proliferator-activated receptor-g Oxidativen Zellstoffwechsels scheint PGC-1
co-activator 1; hier besteht eine Verbindung zur Ca-abhidngigen Signaltransduktion; Abbildung h in die A ricung lan mer F m
2), welches wiederum die Transkriptionsfaktoren PPAR-a,g (peroxysome-proliferator-activated a.uc A die uspragung langsame ase
receptor-a,g) und NRF-1,2 (nuclear respiratory factor 1 und 2) und dariiber den mitochondria- einzugreifen (12).

len Transkriptionsfaktor A (mTFA) und damit die Expression von Enzymen des oxidativen Stoff-

wechsels stimuliert (nach (2, 6, 10, 12, 22)).

pulsatil verdndert. Eine Vielzahl der Untersuchungen da-
zu wurde an Zellen durchgefiihrt, in denen die zelluldre
Ca-Konzentration mit cAMP erhoht wurde (Ubersicht in
(2,18)). Die Aktivitit der CaMK wird selbst reguliert: So
fiihrt Training zu einer vermehrten Expression und Akti-
vitidt (3). CaMK steuern dann direkt die Genexpression
durch Aktivieren von Transkriptionsfaktoren (3). Einer
davon ist MEF (myocyte enhancing factor; verschiedene
Typen), welches die Transkription wahrscheinlich Faser-
typ-unabhingig stimuliert (3). CaMK-abhingige Reaktio-
nen werden iiber extrazelluldre Signale, meist Hormone,
und durch andere Proteinkinasen (z.B. PKA, PKC, MAPK,
ERK) beeinflusst (10,14).

Eine erhohte zytosolische Ca-Konzentration aktiviert
aber auch die Phosphatase Calcineurin (21) (Abb. 2). Die-
ses dephosphoryliert den im Zytosol befindlichen Trans-
kriptionsfaktor NFAT (nuclear factor of activated T-cells),
welches in den Zellkern gelangt und sich an Gene mit ent-
sprechender Consensus-Sequenz anlagert (22). Auch die-
se Reaktion wird durch eine Vielzahl von Proteinkinasen
(z.B. PKA, PKC, MAPK, ERK) beeinfluBt (10,14), so dass
die NFAT-abhédngige Transkription und die Fasertypisie-
rung durch extra- und intrazelluldre Signale modifiziert
werden kann (10). In T-Zellen steigert NFAT nach einer
Erhohung der zelluldren Ca-Konzentration die Bildung
von IL-6. Im Muskel beeinflusst NFAT iiber Steigerung der
Transkription nur das Wachstum der Muskelzellen und
den Typus des Myosins, nicht aber die Anpassung des
Zellstoffwechsels. Insgesamt kommt es zur Ausprigung
von langsamen Typ I Fasern (21). Dabei wird diskutiert,
dass ein Wegfallen des NFAT die Ausbildung schneller
Typ Il Fasern auslésen konnte.
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Regelung der Genexpression durch
Stoffwechselmetabolite

PGC-1 wird nicht nur durch Ca sondern auch durch Stoff-
wechselmetabolite kontrolliert, vor allem {iber das Adeno-
sinmonophosphat als Spaltprodukt des ATP (Abb. 3). In
dieser Signalkette wird der Transkriptionsfaktor PGC-1
von einer AMP-abhingigen Kinase (AMPK) aktiviert,
welche durch eine Abnahme der Konzentration von Ener-
giesubstraten (Glukose, Glykogen), den Anstieg des AMP,
und durch andere Stoffwechselmetabolite und verschie-
dene andere Signale geregelt wird. So bewirkt neben der
Belastung selbst (20) auch Glykogendepletion eine
AMPK- und PGC-1-abhéngige Steigerung der Expression
der Pyruvat-Dehydrogenase (19). Dieses Ergebnis ist al-
lerdings nicht ganz eindeutig, da in verschiedenen Mus-
keln bei vergleichbarer Glykogendepletion nach Belas-
tung unterschiedliche Expressionsmuster von Genen be-
obachtet wurden (19). AMPK wird auch durch
mechanische Belastungsreize (17), durch Hypoxie, und
durch Leptin beeinflusst. AMP-abhingige und —unabhén-
gige AMP-Kinase-Kinasen kontrollieren zusitzlich die
Aktivitit der AMPK durch Phosphorylierung.

Sauerstoff-abhidngige Regelung der
Genexpression

Belastung steigert den Sauerstoffverbrauch und fiihrt zu
einer Abnahme des PO, im Gewebe. Hypoxie verstérkt
diesen Effekt. Gewebehypoxie fiihrt durch Aktivierung
von HIF-1oa zur einer Steigerung der Expression Sauer-
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stoff-regulierter Gene (23). HIF-1a ist ein Transkripti-
onsfaktor, welcher konstitutiv exprimiert wird, der bei ho-
hem PO, aber sofort abgebaut wird (23). In Hypoxie hin-
gegen wird dieser Abbau gehemmt, so dass die Konzen-
tration von HIF-1a erhoht ist. HIF-1a bindet an HIF-14,
welches Sauerstoff-unabhingig exprimiert wird. Beide

mechanische Signale

Stretch-aktivierte
lonenkanale,
Ca-Kanale

Mechanische Einfliisse auf die
Genexpression

Mechanische Signale beeinflussen die Genexpression im
Muskel und vielen anderen Geweben wie Fibroblasten,
Osteoblasten, und im Knorpel (9). Die mechani-
sche Stimulierung von Muskelzellen aktiviert
dabei eine Vielzahl von Signalwegen in einer
Zelle (Abb. 4), welche die Anpassung auf der
Ebene der Genexpression stimulieren (22). Die
zyklische Anderung der Membran-Dehnung be-
wirkt die Beeinflussung von stretch-aktivierten

IGF-I
t
\/ ;
Integrine, Ras,
\_/ \_/l JNK, MAPK
Caz+
IRS ¢-jun
PI3K c-fos
Akt HSP-70
mTOR p3
p7OssK
Proteinsynthese

Zielgene

D— Muskelwachstum

langsamer Fasertyp /

Kanéilen. Zusammen mit der Abnahme des Mem-
branpotentials wihrend des Aktionspotentials
kommt es zu einem Ca-Einstrom iiber span-
nungsabhingige Ca-Kanédle und somit zu einer
Aktivierung der Ca-induzierten Signalkaskade
(s. Abb. 2).

Die Freisetzung von IGF-I (insulin like growth
factor I) und MGF (mechano-growth factor, auch
IGF-IEc) wird direkt durch die Muskelkontrakti-
on stimuliert (8). MGF ist dabei eine Splice-Vari-
ante des urspriinglich in der Leber gefundenen
IGF-I (9). Nach Belastung wird das IGF-Gen
transkribiert, wobei zuerst die MGF-Variante ge-
bildet wird, nach etwa einem Tag aber die IGF-I

~

Abbildung 4: Regelung der Genexpression durch mechanische Signale. Mechanische Signale Isoformen gebildet werden; beim Menschen sind

fiihren durch eine Aktivierung von lonenkanilen und Freisetzung von IGF-I (insulin-like gro- 3; _ _ 3 3 i _
wth factor-1, MGF) zu einem Anstieg des zelluldren Ca und aktivieren so die Ca-abhingige dies IGF-IEa und IGF-IED, die nicht nur im Mus

Signaltransduktion (Abbildung 2) und stimulieren IRS (IGF-Rezeptor Substrate) und die Trans- kel sondern auch systemisch vorkommen (9).

kription von Zielgenen. Mechanische Signale stimulieren die Proteinsynthese aber auch iiber
Integrine, Ras, JNK, und MAPK und so das Muskelwachstum (nach Tidball (22)).

IGF-IEa scheint hauptsdchlich unter dem Ein-

HSP-70 = heat shock protein-70, JNK = c-jun amino terminal protein kinase, MAPK = mito- fluss des Wachstumshormons gebildet zu wer-

gen activated kinase, mTOR = mammalian target of rapamycin, PI3K = Phosphatidyl-Inositol-

3 Kinase, Ras = kleine G-Proteine

gelangen in den Zellkern und binden an entsprechende
DNA-Stellen (hypoxia-response elements), was die Trans-
kription steigert. Unklar ist, ob HIF-1a auch auf mRNA-
Ebene geregelt wird, hierzu sind die Daten widerspriich-
lich.

Unter dem Einfluss von HIF-1a werden diejenigen Ge-
ne vermehrt transkribiert, welche die Sauerstoffversor-
gung beeinflussen, z.B. Erythropoetin zur Erh6hung der
0,-Transportkapazitét, der vaskulére endotheliale Wachs-
tumsfaktor (VEGF) zur Stimulierung der Kapillarisierung,
und NO-Synthasen zur Bildung von NO, einem potenten
Vasodilator zur Steigerung der Durchblutung (23). So sind
z.B. die VEGF-mRNA im Muskel und der VEGF-Gehalt im
vendsen Blut wihrend Belastung leicht, vor allem aber in
der Erholungsphase deutlich erhéht (11). Zusétzlich wird
die Expression von Enzymen stimuliert, welche die anae-
robe Energiebereitstellung begiinstigen. Dazu gehdren
Glukosetransporter und Glykolyseenzyme (23). HIF-1a
kontrolliert auch die Expression mancher Wachstumsfak-

den, welches in Ruhe die Expression des MGF
nicht, bei Belastung aber deutlich stimuliert (9).
Da die Bildung des Wachstumshormons im Alter herab-
gesetzt ist, konnte dieser Mechanismus das im Alter ver-
ringerte Muskelwachstum nach Trainingsreizen erklédren.

Diese muskuldren Wachstumsfaktoren 16sen eine Viel-
zahl von Reaktionen in der Muskelzelle aus (Abb. 4). Zum
einen wird durch Aktivierung von Ca-Kanélen wiederum
die Ca-Achse aktiviert. Daneben erfolgt die Aktivierung
der Genexpression durch MGF aber auch iiber eine Kas-
kade von Phosphorylierungsprozessen iiber Kinasen wie
IRS (insulin response substrate), PI3K (Phosphatidyl-Ino-

Tabelle 1: HIF-1a abhingige Genexpression. Der hypoxie-induzierbare Faktor
1a (HIF-1a) ist ein Transkriptionsfaktor, welcher die Expression von verschie-
denen Proteinen stimuliert, die letztlich alle zur besseren Energieversorgung
des Gewebes beitragen.

HOX = Himoxygenase, IGF = Insulin-like growth factor, NO = Stickoxid, GLUT
= Glukosetransporter, PFK = Phosphofruktokinase, VEGF = vaskuldrer, endo-
thelialer Wachstumsfaktor

Sauerstofftransport  Glukosestoffwechsel Zellwachstum

Erythropoetin GLUT- 1,34
Transferrin Glykolyseenzyme
Transferrin Rezeptor ~ PFK-2

Insulin-like growth faktors
IGF binding protein-1,2,3

toren, wie z.B. IGF-I, das nach Belastung auch im Muskel VEGF Adenylate Kinase-3

vermehrt vorgefunden wird. Eine Interaktion zwischen x%‘;{ 1R€Z‘°-Pt0r

IGF-I und HIF-1a scheint fiir die Regelung der VEGF-Ex- NO Synthase

pression erforderlich zu sein (7). Endothelin-1
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sitol 3-Kinase), Akt (Protein Kinase B), mTOR (mammali-
an target of rapamycin), und die p703°% Kinase (22).
P705°K wird bei Belastung aktiviert und ist ein potenter
Stimulus der Proteinsynthese (1).

Mechanische Faktoren stimulieren die Transkriptions-
faktoren c-jun und c-fos innerhalb einer Stunde nach Be-
lastung (6), wobei alle drei Aste des MAP-Kinase Weges
(MAPK, Mitogen aktivierte Protein Kinasen) induziert
werden, ndmlich ERK 1/2, JNK, und p38 (ERK .. extracel-
lular signal related kinase, JNK .. c-jun N-terninal kinase,
p38 .. p38 MAP kinase). Dabei kommt es durch eine Mo-
dulation von Integrinen, kleinen G-Proteinen, Kinasen
und Heat-Shock-Proteinen (z.B. HSP-70) zu einer Steige-
rung der Genexpression und Translation mit dem Ergeb-
nis des Muskelwachstums, und meist zur Auspragung des
Typ I Phénotypus (6,22).

Muskuldre Anpassung an
Ausdauer- und Krafttraining

Die Komplexitit der Steuerung der Genexpression nach Be-
lastung durch eine Vielzahl verschiedener Stimuli und intra-
zelluldrer, untereinander vernetzter Signalwege sieht man
z.B. daraus, dass z.B. die Expression von Myoglobin und Tro-
ponin-1 durch PGC-1 nur dann stimuliert werden kann,
wenn auch Calcineurin aktiviert ist (12). Dieser (und eine
Vielzahl dhnlicher Befunde) impliziert die Frage der Diffe-
renzierung der Expressionsmuster z.B. in Abhingigkeit von
der Kontraktionsform und der Intensitit, also auch nach Un-
terschieden zwischen verschiedenen Trainingsformen wie
Ausdauer- und Krafttraining. Effekte verschiedener Trai-
nings- bzw. Belastungsformen auf die Expression einzelner
Gene sind in einer Vielzahl von Arbeiten beschrieben, wobei
leider unterschiedliche Trainingsformen zu schwer vergleich-
baren Resultaten fithren. Moglicherweise konnen die Effekte
dieser Trainingsformen auf die Genexpression auf den Ab-
gleich einiger weniger intrazelluldrer Signalwege zuriickge-
fiihrt werden. So wird die zelluldre Ca-Konzentration bei je-
der Art der Kontraktion erhoht, wobei das Muster der Ca-
Konzentrationsénderung selbst aber belastungsabhéngig ist
(24). Die durchschnittliche zellulire Ca-Konzentration ist
aber selbst bei Belastungen niedriger Intensitit erhoht (24).
Das weist darauf hin, dass die Ca-abhéngige Beeinflussung
der Genexpression, welche hauptsichlich die Auspragung des
Fasertyps regelt, bei jeder Form von Belastung stimuliert
wird. Zu einer signifikanten Depletion von Energiesubstraten,
AMP- Akkumulierung und Steigerung der Expression von
Enzymen des oxidativen Stoffwechsels kommt es hingegen
erst bei intensiver und/oder lange andauernder Belastung.
Damit konnte man erkldren, warum bei lastfreier oder lastar-
mer Kontraktion im Muskel bereits die Auspragung eines Fa-
sertypus stattfindet, wihrend Anpassung auf mitochondria-
ler Ebene Kontraktionen mit Last benotigt (16).

Diese relativ gut definierten Signalwege konnen jedoch
durch unspezifische Signale beeinflusst werden. So werden
durch hochintensives Training und Ubertraining auch Ent-
ziindungsreaktionen aktiviert (moglicherweise tiber die Bil-
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dung von Sauerstoffradikalen), auch stressinduzierte Hormo-
ne und Mediatoren steigen stark an. Reaktionen der Zellen
auf Stressreaktionen werden iiber ERK, MEK, MAPK, Heat
Shock Proteine und andere Signalkaskaden vermittelt, die
auch die belastungsinduzierte Genexpression beeinflussen
(Abb. 2, 4)(10). So wurde gezeigt, dass bei Ausdauertraining
mit niedriger Intensitdt HSP70 unverindert bleibt, es bei in-
tensivem Krafttraining jedoch ansteigt (13). Als Anpassungs-
mechanismus kann gesehen werden, dass jahrelanges Aus-
dauertraining zu einer ,Umprogrammierung” der Expression
regulatorischer Gene mit Anderungen der Signaltransdukti-
on, einem verbesserten Schutz gegen oxidative Schaden und
einer erhohten Stoffwechselkapazitit fiihrt (25).

Methodische Aspekte

Die oben beschriebenen Untersuchungen zeigen eine Vielfalt
von Anderungen der Expression von Proteinen und der

Tabelle 2: Methoden zum Nachweis der muskuldren Anpassung an Belastung.
Anpassung der Muskulatur und der Leistungsfdhigkeit beruht auf Interven-
tionen wie Belastung oder Bettruhe (Enttraining) und dem genetischen Hin-
tergrund (26). Die Belastung fiihrt zur Anderung der Transkription, Translati-
on, zum Umbau verschiedenster Proteine und zur Aktivierung/Inaktivierung
von Enzymen. In der rechten Spalte der Tabelle sind einige Methoden zusam-
mengefasst, mit welchen diese Anderungen erfasst werden kdnnen.

CT = Computertomographie, EMSA = electrophoretic mobility shift assay, MR
= Magnetresonanz, PCR = polymerase chain reaction, RT = reverse Transkrip-
tion, SNP = single nucleotide polymorphism

Stoffwechselweg, Funktion Methode

- Intervention (Belastungsreiz)

- Hormone im Blut

- Muskelbiopsie

- Metaboliten in Blut und Muskel
- zellphysiologische Unter-

Muskelkontraktion,
Extra-, intrazelluldre Signale
Signaltransduktion

suchungen
Genmaterial, - SNPs
Genpolymorphismen - PCR

- Sequenzierung

EMSA
nuclear run on

Regelung der Transkription

Transkription
mRNA-Expression
RNA-Degradation

- RT-PCR

- Northern blots

- Microarrays

- in situ Hybridisierung

Translation,
Proteinsynthese

Posttranslationale Modifikation,
Translokation

zellphysiologische Methoden

Expression der "fertigen” Proteine

- Western blots
- Immunhistochemie
- Proteomics

Ergebnis der Intervention,
Funktion des modifizierten Systems

- Enzymaktivitdtsmessung

- Metabolitenkonzentrationen in
Blut und Muskel

- Histologie

- Gewebestruktur (CT, MR)

- Phosphorylierung

- Belastungstests

- Elektromyogramm

Inaktivierung, Abbau

zellphysiologische Methoden
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Struktur von Muskeln und Muskelzellen, die z.T. bereits
durch einzelne Muskelkontraktionen ausgeldst werden oder
aber eine ldngere Belastungsdauer benétigen. Auch die Be-
lastungsintensitdt und der Energiestatus vor und wéhrend
der Belastung spielen eine grofie Rolle. Daher ist es extrem
wichtig, die Intervention und die zu untersuchenden Para-
meter bzw. Zielgene genau aufeinander abzustimmen. Auch
die Probengewinnung und die Probenaufarbeitung miissen
optimiert werden. In vielen Fillen sind dann aufwendige
Methoden noétig, um ein moglichst komplettes Bild der Ab-
laufe zu erhalten. Ein einzelner MeBparameter erlaubt keine
umfassende Aussage.

Man folgt dem typischen Untersuchungsmuster und be-
ginnt mit einer Intervention und Probenentnahmen (Tab. 2),
wobei Entnahmeorte, Probenvolumen, und Zeitverlauf nach
der Intervention (akute Belastung, Trainingseinheit, langeres
Trainingsprogramm) entsprechend gewihlt sind und nach
einer Probe aus einer Kontrollperiode noch eine Reihe von
Proben wihrend und/oder nach der Intervention entnommen
und jeweils sofort verarbeitet (z.B. schockgefroren) werden
miissen (5). Dabei muss beachtet werden, dass bereits inner-
halb eines einzelnen Muskels eine groBe Heterogenitdt in Be-
zug auf neuromuskuldre Aktivitdt, Fasertyp-Zusammenset-
zung und Stoffwechselaktivitidt bestehen kann.

Tabelle 2 fasst einige wichtige Bestimmungsmethoden zu-
sammen, die eingesetzt werden konnen, um z.B. DNA/RNA
auf Polymorphismen hin zu untersuchen und so den geneti-
schen Hintergrund zu bestimmen. Die Bindung von Trans-
kriptionsfaktoren an die DNA in Kernextrakten, die Trans-
kriptionsrate bestimmter Gene und die mRNA Expression
weisen auf Stimulierung oder Hemmung der Transkription
hin. mRNA kann auch im Gewebeschnitt nachgewiesen wer-
den (in situ Hybridisierung). Microarrays erlauben den Nach-
weis der Anderung der mRNA vieler Gene gleichzeitig, wo-
bei zu beachten ist, dass hierzu extrem saubere RNA einge-
setzt werden muss. AuBerdem ist eine Uberpriifung der
Ergebnisse mittels PCR erforderlich, da die Empfindlichkeit
der Chips relativ gering ist. Letzteres impliziert auch die Tat-
sache, da3 man mit dieser Methode kleine Anderungen nicht
nachweisen kann, also die Anderung der Expression eventu-
ell relevanter mRNA tibersehen kann. Fliick und Hoppeler (5)
haben hierzu Vorteile und Einschrinkungen vieler in der
Muskelphysiologie angewandter Methoden aufzeigt. Ver-
schiedenste zellphysiologische Methoden kann man einsetz-
ten um die posttranslationale Verarbeitung der neu synthe-
tisierten Proteine zu untersuchen. Western blots an Zytosol
und/oder Plasmamembranen und immunhistochemische
Untersuchungen sind erforderlich, um nachzuweisen, dass
die entsprechenden Proteine auch tatsachlich gebildet und in
die entsprechenden zelluldren Strukturen integriert sind. Da-
bei sagen diese Ergebnisse noch nichts iiber die Funktiona-
litdt eines Proteins aus. Dies erfordert funktionelle Untersu-
chungen wie die Messung der Muskelkraft, die Bestimmung
von Metaboliten des Zellstoffwechsels und die Messung von
Enzymaktivitdten im Gewebe, oder aber die Bestimmung des
Funktionszustandes der Proteine durch die Messung des
Phosphorylierungsgrades. Erst die Zusammenschau einer
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Vielzahl von Parametern erlaubt es, umfassende Aussagen
iiber die zellphysiologische Basis von Anderungen der Mus-
kelfunktion zu erfassen und die entsprechenden Signalkas-
kaden zu charakterisieren.
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