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1. Einleitung

1.1 Grundlagen der Trainingsanpassung der Skelettmuskulatur

1.1.1 Energiegewinnung und physiologische Trainingsadaptation der
Skelettmuskulatur
Die Ausdauerfahigkeit der Skelettmuskulatur wird in hohem MafBe durch die
Energiebereitstellung determiniert. Das Verstdndnis der hierbei ablaufenden
biochemischen Prozesse ist also essenziell um die physiologischen
Anpassungen in Reaktion auf Training zu verstehen (Egan & Zierath, 2013). Die
Energiegewinnung wird durch eine Vielzahl an Faktoren, einschlieBlich der Art
des Trainings sowie der Haufigkeit, Intensitat und Dauer der Trainingseinheiten
bestimmt. Bei niedriger bis mittlerer Trainingsintensitat greift der Skelettmuskel
primar auf Glukose sowie freie Fettsauren, die durch Lipolyse im Fettgewebe
freigesetzt werden, zurlick (Hargreaves & Spriet, 2020). Die freien Fettsduren
werden in den Mitochondrien Uber die 3-Oxidation zu Acetyl-Koenzym A (Acetyl-
CoA) abgebaut, welches in den Zitratzyklus eingeschleust wird (Hargreaves &
Spriet, 2020; Horowitz, 2003). Das in der Glykolyse gebildete Pyruvat wird unter
aeroben Bedingungen ebenfalls zu Acetyl-CoA verstoffwechselt und dem
Zitratzyklus zugefihrt. Das anfallende Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH)
wird durch die NADH-Dehydrogenase oxidiert und die Elektronen auf Sauerstoff
zur  Generierung von Adenosintriphosphat (ATP) mittels oxidativer
Phosphorylierung Ubertragen (Hargreaves & Spriet, 2020) (s. Abbildung 1). In
diesem Trainingsbereich steigt die Sauerstoffaufnanme (VOz) linear an und auf
Grund der Uberwiegend aeroben Energiegewinnung kommt es zu keinem
signifikanten Anstieg der Blutlaktatkonzentration (Binder et al., 2008).
Mit zunehmender Trainingsintensitat nimmt die Verwertung der freien Fettsauren
ab, wohingegen die Glukoseverbrennung progressiv zunimmt. Der Koérper
gewinnt die bendtigte Energie vermehrt durch anaerobe Glykolyse, da nicht
genigend Sauerstoffmolekile als Elektronenakzeptoren fir die NADH-
Regeneration zur Verfligung stehen. Das anfallende Pyruvat wird vermehrt in
Laktat (und NAD+) umgewandelt (Hargreaves & Spriet, 2020) (s. Abbildung 1).



‘ Glukoneogenese
Pyruvat Glukose Glukose Freie Fettsauren

ATP
|Leber Laktat
\5:9/-4_0/
m,
Pyruvat N
NAD* NADH I | B-Oxidation
Pyruvat —=r Acetyl-CoA t ;l\ :
NAD* NADH | NADH NAD* z
=
g
thra klus z
CO, 1 k () =]
ATP ADP &
c
U H,0 0; NAD* NADH NAD+ El

ATP  ADP

Ventilation_{ l
Lunge _W_n"HiW‘

Abbildung 1: Energiegewinnung in der Skelettmuskulatur unter koérperlicher
Belastung. Bei niedrigen Trainingsintensitaten (grin markierte Pfeile) wird die Energie
durch B-Oxidation der freien Fettsduren in Acetyl-CoA sowie Verstoffwechselung von
Glukose gewonnen. Das in der Glykolyse anfallende Pyruvat wird unter diesen
Bedingungen Uberwiegend in Acetyl-CoA umgewandelt, welches in den Zitratzyklus zur
Bildung von ATP und NADH eingeschleust wird. Das NADH wird dber die
Elektronentransportkette der inneren Mitochondrienmembran (= Atmungskette) unter
Bildung von H2O regeneriert. Der entstehende Protonengradient wird flr die Bildung von
ATP genutzt. Bei steigenden Trainingsintensitaten (orange markierte Pfeile) stehen nicht
mehr ausreichend Sauerstoffmolekiile fir die Energiegewinnung mittels oxidativer
Phosphorylierung zur Verfigung. Die Energie wird vermehrt durch anaerobe Glykolyse
gewonnen, wobei das anfallende Pyruvat hauptsachlich zu Laktat verstoffwechselt wird.
Ubersteigt die Laktatproduktion die Stoffwechselkapazitat der Muskulatur, tritt vermehrt
Laktat in den Blutkreislauf Uber und wird UGber die Leber unter Verbrauch von ATP
regeneriert (= Glukoneogenese). Steigt die Laktatproduktion weiter an, Ubersteigt sie an
einem bestimmten Punkt die Abbaukapazitat des Organismus und Laktat akkumuliert
(rot markierte H*). Acetyl-CoA: Acetyl-Koenzym A; NADH/NAD*: Nikotinamid-Adenin-
Dinukleotid; ATP: Adenosintriphosphat; ADP: Adenosindiphosphat; Erstellt mit Microsoft
PowerPoint 2019 (Microsoft, Redmond, WA, USA).

Ubersteigt die Laktatproduktion die Stoffwechselkapazitat in der Muskelzelle, tritt
das Laktat in den Blutkreislauf Uber. Dieser erste detektierbare Anstieg der
Laktatkonzentration markiert die erste Laktatschwelle (LT1) (Kindermann, 2004)
(s. Abbildung 2). Ab diesem Zeitpunkt nimmt die anaerobe Energiegewinnung mit
steigender Leistungsintensitat zu, daher wird dieser Schwellenwert auch als
aerobe Schwelle bezeichnet (Kindermann, 2004). Die oxidative Kapazitat des
Gesamtorganismus ist jedoch ausreichend hoch die anfallenden Protonen Uber
Bikarbonat (HCOs’) abzupuffern, und das entstehende CO: fiihrt zu einer
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Uberproportionalen Steigerung der Ventilation (Binder et al., 2008; Poole et al.,
2021) (s. Abbildung 1). Die héchste Dauerbelastung, die Uber einen langeren
Zeitraum ohne einen systematischen Anstieg der Blutlaktatkonzentration
(Anstieg um weniger als 1 mmol/l) durchgefiihrt werden kann, wird als
"maximales Laktat-Steady-State" (Heck, 1990) bezeichnet und markiert die
zweite Laktatschwelle (LTz2) (s. Abbildung 2). Auf Grund der ab dieser
Leistungsintensitat Uberwiegend anaeroben Energiegewinnung wird diese
Grenze auch als individuelle anaerobe Schwelle bezeichnet (Stegmann et al.,
1981). Bei einer weiteren Steigerung der Belastung Uber die LT2 hinaus
Ubersteigt die muskuladre Laktatproduktionsrate die systemische Eliminations-
rate, obwohl es zu einem zweiten Uberproportionalen Anstieg der Ventilation
kommt. Es resultiert ein exponentieller Anstieg der Blutlaktatkonzentration trotz
konstanter Belastung (Skinner & McLellan, 1980). Die LTz stellt somit einen
physiologischen Grenzwert fur die héchste Arbeitsbelastung dar, die Gber einen
langeren Zeitraum aufrechterhalten werden kann und wird daher als
,metabolische Ausdauerleistungsgrenze® bezeichnet (Berg, 1993). Generell gilt,
dass die Ausdauerleistungsfahigkeit umso héher ist, je hdher die erbrachte
Leistung im Verhéltnis zur Blutlaktatkonzentration ist (Roecker, 2013)
(s. Abbildung 2).
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Abbildung 2: Laktatkurve in Abhéangigkeit der Trainingsleistung und des
Trainingsstatus. Dargestellt ist die Blutlaktatkonzentration [mmol/l] auf der y-Achse in
Abhéangigkeit der erbrachten Leistung [W] auf der x-Achse. Rot markiert die Laktatkurve
sowie die dazugehérigen Angaben einer untrainierten Person. Grin markiert die
Laktatkurve sowie die dazugehérigen Angaben einer trainierten Person. Die
prozentualen VOomax-Werte je Leistungsintensitdt sind (ber den Laktatkurven
angegeben. Durch die trainingsinduzierte Zunahme der VO.max verschiebt sich die
Kurve nach rechts (grauer Pfeil), da auf Grund des gréBeren Sauerstoffangebots mehr
Energie Uber die oxidative Phosphorylierung gewonnen werden kann. Daher kommt es
erst bei einer héheren Leistung zu einem Anstieg der Laktatkonzentration. Der erste
detektierbare Anstieg der Laktatkonzentration markiert die LTy, die bei einer
Leistungsintensitat, die ca. 40 — 65 % der VOzmax entspricht, erreicht wird. Steigt die
Belastungsintensitat weiter an, tibersteigt das anfallende Laktat die Stoffwechselleistung
des Organismus und es kommt zu einem exponentiellen Anstieg der
Blutlaktatkonzentration. Dieser zweite Anstieg markiert die LTz, welche im Bereich der
Leistungsintensitat liegt, die ca. 60-85% der VO.max entspricht. LTi: erste
Laktatschwelle; LT.: zweite Laktatschwelle; VO.max: maximale Sauerstoffaufnahme.
Erstellt mit Microsoft PowerPoint 2019 (Microsoft, Redmond, WA, USA).

Die Kapazitat der Skelettmuskulatur Energie mittels oxidativer Phosphorylierung
zu gewinnen kann indirekt lber den respiratorischen Quotienten (RQ) auf
zellularer Ebene oder die respiratorische Austauschrate (RER), die mittels
Spiroergometrie erfasst wird, bestimmt werden. Diese zeigen den relativen
Beitrag von Kohlenhydraten und Lipiden zum Gesamtenergieverbrauch an und
errechnen sich aus dem Quotienten aus CO2-Abgabe und VO2 (Nelson et al.,
2015). Der physiologische Bereich der RER liegt zwischen 0,7 und 1,2, wobei
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eine niedrige RER auf eine vorwiegend oxidative Energiegewinnung aus freien
Fettsauren hindeutet, wohingegen eine hohe RER die Uberwiegende Verwertung
von Kohlenhydraten widerspiegelt (Pendergast et al., 2000; Simonson &
DeFronzo, 1990). Mit steigender Trainingsintensitat nimmt die Utilisation von
Kohlenhydraten progressiv zu, wodurch die CO2-Produktion, und folglich auch
die RER, ansteigt. Eine RER >1 wird mit der Aktivierung des anaeroben
Stoffwechsels und einer trainingsinduzierten metabolischen Azidose in
Verbindung gebracht (Wasserman et al., 1973). Daher wurde eine RER von
>1,00, 21,10 oder 21,15 als Kriterium flr das Erreichen der maximalen
Ausbelastung genannt (Aspenes et al., 2011; B. Issekutz et al., 1962; Brown et
al., 2002; Davis et al., 2002; Howley et al., 1995; Nelson et al., 2010; Paterson et
al., 1999; Wasserman et al., 1987). Jedoch kénnen mehrere Faktoren den
Energiestoffwechsel und damit die RER wahrend des Trainings beeinflussen,
einschlieBlich die Menge an Muskelglykogen, die Konzentration freier Fettsauren
im Plasma und der prozentuale Anteil von Fetten und Kohlenhydraten in der
Nahrung (Goedecke et al., 2000). Auf Grund der Vielzahl an Einflussfaktoren
spielt die RER daher in der Trainingsdiagnostik heutzutage eine untergeordnete
Rolle.

In engem Zusammenhang mit der RER steht die maximale Sauerstoffaufnahme
(VOz2max), definiert als die héchste Rate an Sauerstoff, die der Kdrper bei
schwerer Belastung aufnehmen und verwerten kann (Bassett, 2000). Sie ist eine
der einflussreichsten Variablen, die die Kapazitat der Skelettmuskulatur begrenzt
Energie mittels oxidativer Phosphorylierung zu gewinnen, und stellt daher
zusammen mit der LTz einen der wichtigsten determinierenden Faktoren flr die
individuelle aerobe Ausdauerleistung dar (Bassett, 2000). In Ruhe betragt die
VOzmax durchschnittlich 3,5 ml/kgxmin. Durch kdrperliche Belastung kann sie
um das 10 - 15fache des Ruhewertes ansteigen, bei Spitzensportlern kénnen
Werte von Gber 85 ml/kgxmin gemessen werden (Saltin & Astrand, 1967). Diese
trainingsinduzierte Zunahme der VO2max wird primar durch eine Steigerung des
kardialen Schlagvolumens und einhergehender Steigerung des Herzzeit-
volumens sowie sekunddr durch die Zunahme der arteriovendsen

Sauerstoffdifferenz und den Veréanderungen der GefaBarchitektur hervorgerufen,
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welche durch eine Zunahme der Arteriolen- und Kapillardichte gekennzeichnet
sind (Bassett, 2000; Hellsten & Nyberg, 2015). Darlber hinaus wurde in Athleten
eine erhdhte vasodilatatorische Reserve im Vergleich zu untrainierten Personen
beschrieben, die mit wiederholten mechanischen Reizen sowie hamo-
dynamischen und humoralen Stimuli in Verbindung gebracht wird (Martin et al.,
1987; Snell et al., 1987). Jedoch sind die Mechanismen, die diese erhdhte
vasodilatatorische Reaktion bestimmen, noch nicht abschlieBend verstanden.
Die durch diese Prozesse ausgeldste Hyperamie der Skelettmuskulatur resultiert
in einem linearen Anstieg des Blutflusses zu der aktivierten Muskulatur mit
steigender Trainingsintensitat und somit zu einer verbesserten Sauerstoffver-
sorgung der arbeitenden Muskulatur (Andersen & Saltin, 1985; Green et al.,
2012; Hellsten et al., 2012; Hoier & Hellsten, 2014).

Neben den genannten kardiovaskularen Faktoren stellt die oxidative Kapazitat
der Mitochondrien eine wichtige Determinante der Ausdauerleistung dar (Hawley,
2002). Ausdauertraining fahrt zu einer Zunahme der mitochondrialen Dichte und
Funktion (mitochondriale Biogenese), wodurch die Bereitstellung und Nutzung
energieliefernder Substrate im arbeitenden Muskel verbessert wird (Phillips et al.,
1996; Vollaard et al., 2009). Durch die erhéhte Anzahl von Proteinen, die an der
mitochondrialen ATP-Produktion (Holloszy, 1967), dem Zitratzyklus (Egan et al.,
2011), der Mobilisierung, dem Transport und der Oxidation von Fettsauren
(Talanian et al., 2010; Tremblay et al., 1994) sowie der Sauerstoffzufuhr
und -extraktion (Egan et al., 2011; Gavin et al., 2007) beteiligt sind, kommt es
erst bei einer héheren Leistungsintensitat zu einer Laktatakkumulation und somit
zu einer gesteigerten metabolischen Ausdauerleistungsfahigkeit (Gollnick &
Saltin, 1982). Dies wird durch einen Anstieg der erbrachten Leistung an der LT2
veranschaulicht (s. Abbildung 2).

Dartber hinaus fihrt die Konversion von Muskelfasern vom Typ Il in
Muskelfasern vom Typ | zu einer Steigerung der oxidativen Kapazitat. Myofasern
vom Typ | weisen eine hohe Mitochondriendichte und daher ein hohes oxidatives
Potenzial auf. Sie sind durch eine langsame Kontraktionszeit und eine hohe
ErmUdungsresistenz gekennzeichnet (Bassel-Duby & Olson, 2006; Saltin et al.,
1977). Fasern vom Typll erzeugen auf Grund des niedrigeren
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Mitochondriengehalts mehr ATP aus glykolytischen Stoffwechselwegen. Sie
weisen eine schnellere Kontraktionszeit auf, aber auch ein schnelleres
ErmUdungsprofil (Bassel-Duby & Olson, 2006; Saltin et al., 1977).

Da die Leistungsfahigkeit somit primar von der VOzmax und der Geschwindigkeit
der Laktatakkumulation abhangt, werden Trainingsintensitaten Ublicherweise als
Prozentsatze der VOzmax oder der erbrachten Leistung an den Laktatschwellen
angegeben. Da die VOz2max mafBgeblich durch das kardiorespiratorische System
begrenzt ist (Beck et al., 2006), wird die Intensitat dartiber hinaus auch anhand
der altersabhdngigen geschéatzten maximalen Herzfrequenz (HFmax)
(= 220 — Lebensalter) definiert (Meyer et al., 1999). Die LT2 wird, in Abh&ngigkeit
von Sportart und Fitnessniveau der Person, bei einer Leistungsintensitat, die ca.
60 % bis 85 % der VO2max entspricht, erreicht (die LT+ bei ca. 40 % bis 65 % der
VO2max) (Kindermann, 2004; Schwarz et al., 2002) (s. Abbildung 2).

1.1.2 Trainingsadaptation auf molekularer Ebene

Die beschriebenen Veranderungen sind das Resultat wiederholter Modulation
von Signalwegen und damit einhergehender veranderter transkriptioneller
Aktivitat. Durch kumulative Effekte, induziert durch wiederholte Trainings-
einheiten, kommt es mit der Zeit zur Anhdaufung oder Verminderung der Menge
spezifischer Proteine und somit zu einem veranderten Muskelphanotyp (Egan et
al., 2013; Fluck & Hoppeler, 2003; Perry et al., 2010). Diese vielschichtigen
Umgestaltungsprozesse werden hierbei durch Trainingsvolumen, -intensitat
und -frequenz sowie der Art und Dauer des einzelnen Trainingsstimulus bestimmt
(Hawley, 2002). Aerobes (oder Ausdauertraining) und Krafttraining stellen hierbei
zwei Extreme des Ubungskontinuums dar, nicht nur im Hinblick auf die
ausgelbten Reize, sondern auch in Bezug auf die Aktivierung unterschiedlicher
molekularer Signalwege und Gennetzwerke, welche zu unterschiedlichen
Modus-spezifischen Anpassungen an chronisches Training fuhren (Atherton et
al., 2005; Coffey & Hawley, 2007; Hawley, 2009).

1.1.2.1 Gen- und Signalwegmodulation in Antwort auf Krafttraining
Die spezifischen Anpassungen in Reaktion auf Krafttraining umfassen primar die
Erhéhung der Proteinsynthese, sowie die Rekrutierung zusatzlicher Muskelzellen
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zur Bildung neuer kontraktiler Filamente (Bolster et al., 2003; Rennie et al., 2004).
Zusétzlich werden Atrophie-induzierende Signalwege inhibiert, sodass das
Muskelwachstum geférdert wird (Jones et al., 2004). Eine Schllsselrolle in der
trainingsinduzierten Hypertrophie wird der Phosphoinositid-3-Kinase- (PI3K-)
AKT-Signalkaskade zugeschrieben (Mendez et al., 1997). Dieser Signalweg wird
durch muskulare Kontraktion per se, aber auch durch hohe Konzentrationen der
anabolen Hormone insulin-like growth factor1 (IGF-1) und Somatotropin
(= Wachstumshormon) aktiviert (Bamman et al., 2001; Hymer et al., 2001;
Kraemer et al., 1990; Nindl, 2007; Nindl et al., 2003). Die gesteigerte Aktivitat von
AKT, h&ufig auch als Proteinkinase B (PKB) bezeichnet, fihrt zur Phosphory-
lierung des mechanistic target of rapamycin complex 1 (mMTORC1) und somit zu
dessen Aktivierung. Hierdurch wird eine gesteigerte Proteinsynthese durch die
Induktion der ribosomalen Protein-S6-Kinase (p70S6K) sowie durch die Inhibition
des eukaryotischen Translationsinitiationsfaktors 4E-bindendes Protein 1
(4E-BP1) bewirkt (Ali & Sabatini, 2005; Bodine et al., 2001; Ohanna et al., 2005;
Ruvinsky & Meyuhas, 2006) (s. Abbildung 3). Dieser Prozess wird durch die
Suppression der Aktivitat des Tuberdsen-Sklerose-Komplex 1/2 (TSC1/2), der
Glykogen-Synthase-Kinase 3B (GSK3B) sowie des Forkhead-Box-Proteins O3
(FOXQORQ) verstérkt, die der Proteinsynthese entgegenwirken (Cross et al., 1995;
Dreyer et al., 2006; Inoki et al., 2002; Vyas et al., 2002). FOXO3 stellt einen
Atrophie-induzierenden Transkriptionsfaktor dar, welcher zu einer gesteigerten
Aktivierung der Ubiquitin-Ligasen Atrogin-1 sowie muscle RING-finger Protein 1
(MURF1) flhrt und somit die Proteindegradation férdert (Sandri et al., 2004;
Sartorelli & Fulco, 2004; Stitt et al., 2004) (s. Abbildung 3).

Dardber hinaus fuhrt die Aktivierung, Proliferation und Differenzierung von
Satellitenzellen zu einem gesteigerten Muskelwachstum. Dieser Prozess wird
mafgeblich durch die Muskel-regulierenden Transkriptionsfaktoren (MRFs)
myogener Faktor 3 (MYOD), Myogenin (MYOG) sowie myogener Faktor 6
(MRF4) kontrolliert (Zammit et al., 2004), die durch funktionelle Belastung
induziert werden (Ishido et al., 2004; Li et al., 2006; Petrella et al., 2006).
Repetitiver mechanischer Stress auf Muskelfasern fihrt zudem zur Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine (Hamada et al., 2005; Peake et al., 2005).
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Mitglieder der transforming growth factor B- (TGFB-)Familie, insbesondere
Myostatin, Aktivine und TGF1, férdern Uber die Aktivierung von SMAD2 und
SMADS die Proteindegradation und Inhibition der Myogenese (De Angelis et al.,
1998; Liu et al., 2001; Liu et al., 2004; Sartori et al., 2009). Unter physiologischen
Bedingungen wird diese Signalkaskade jedoch durch die Mediatoren des AKT-
mTORC1-Signalwegs sowie des Hippo-Signalwegs unterdriickt (Goodman et al.,
2015; Sartori et al., 2009) (s. Abbildung 3). Die Hippo-Signalkaskade stellt einen
hochkonservativen Signalweg dar, welcher essenzielle zellulare Funktionen
einschlieBlich des =zelluldren Wachstums und der zelluldaren Apoptose
speziesubergreifend reguliert (Gabriel et al., 2016). Das Yes-assoziierte Protein
(YAP), ein Effektormolekiil des Hippo-Signalwegs (Watt et al., 2018), wird durch
mechanische Uberbelastung induziert (Goodman et al., 2015). Dies fiihrt nicht
nur zur Inhibition von SMADZ2/3, sondern auch zu einer gesteigerten Proliferation
von Satellitenzellen durch Aktivierung von MYOD und ¢c-MYC (Goodman et al.,
2015; Judson et al., 2012), sowie zu einer gesteigerten Aktivitdt von mTORC1
(Tumaneng et al., 2012) (s. Abbildung 3). Auf der anderen Seite wird YAP durch
TSC1/2 supprimiert (Liang et al., 2014) (s. Abbildung 3). Hierdurch entsteht ein
komplexes molekulares Netzwerk zwischen der AKT-mTORC1- und der Hippo-
Signalkaskade bei der trainingsinduzierten Adaptation der Skelettmuskulatur.

1.1.2.2 Gen- und Signalwegmodulation in Antwort auf aerobes Training

Im Gegensatz hierzu umfassen die spezifischen Anpassungen an aerobes
Training die Steigerung der mitochondrialen Biogenese (Holloszy, 1967), die
Erhdhung der aeroben Kapazitdt der trainierten Muskelfasern durch eine
Erhéhung der oxidativen sowie gleichzeitiger Abnahme der glykolytischen
Enzyme (Holloszy, 1967; Holloszy et al., 1970; Pette & Heilmann, 1977) und
bewirken eine Umwandlung von Muskelfasern vom Typ Il in langsame,
ermUdungsresistente Fasern vom Typ | (Hawley, 2002) (s. Kapitel 1.1.1).

Ausdauertraining  fuhrt  zu  erhdéhten intrazelluldaren  Calcium-  und
Laktatkonzentrationen, erhéhten Spiegeln an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
sowie erhdhten Adenosinmonophosphat (AMP)/ATP- und NAD-+/NADH-
Verhéltnissen (Coffey & Hawley, 2007). Diese Veranderungen aktivieren die
AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) (Hayashi et al., 2000), die Calcium-
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Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il (CaMKII) (Chin, 2005) sowie die p38-
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (p38MAPK) (Wright et al., 2007), die wiederum
zu einer Aktivierung des Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor-y-Koaktiva-
tors 1a (PGC1a) fihren (Akimoto et al., 2008; Czubryt et al., 2003; Liu et al.,
2005; Zhao et al., 1999) (s. Abbildung 3). PGC1a stellt dabei einen zentralen
Regulator der mitochondrialen Biogenese dar (Baar et al., 2002; Geng et al.,
2010; Wu et al., 1999). Durch Interaktion mit den Transkriptionsfaktoren nuclear
respiratory factor 1/2 (NRF1/2), estrogen-related receptor a (ERRa) und dem
mitochondrialen Transkriptionsfaktor A (TFAM) wird die Expression mito-
chondrialer Gene erhéht (Baar et al., 2002; Czubryt et al., 2003; Michael et al.,
2001; Safdar et al., 2011; Scarpulla, 2002; Schreiber et al., 2003; Vega et al.,
2000; Wu et al., 1999). Die entsprechenden Enzyme sind an der Regulation der
Atmungskette, der Fettsdureoxidation sowie des Glukosemetabolismus beteiligt
(Baar et al., 2002; Czubryt et al., 2003; Michael et al., 2001), und induzieren die
Konversion von Typ lI-Muskelfasern in Typ I-Fasern (Bach et al., 2003; Lin et al.,
2002; Santel & Fuller, 2001; Soriano et al., 2006). Diese Adaptationen fihren zu
einem metabolisch resistenteren Muskelphanotyp wahrend prolongierter
kérperlicher Belastung durch Erhéhung der mitochondrialen Qualitadt und
Quantitat (Cartoni et al., 2005; Coffey & Hawley, 2007; Drake et al., 2016).

Der humane Tumorsuppressor p53 scheint ebenfalls an der Regulation der
mitochondrialen Biogenese beteiligt zu sein. Es wurde eine belastungsabhangige
Translokation dieses Proteins in die Mitochondrien und Interaktion mit dem
Transkriptionsfaktor TFAM beschrieben (Park et al., 2009; Saleem & Hood,
2013). DarUber hinaus resultiert aus einer Deletion dieses Proteins eine
reduzierte Belastbarkeit sowie eine verringerte oxidative Kapazitat der
Skelettmuskulatur (Park et al., 2009) durch eine reduzierte AMPK-, p38MAPK-
sowie CaMKII-Aktivitdt, gekoppelt mit einer verringerten Transkription der
PGC1a-mRNA und reduzierter PGC1a-Proteinaktivitat (Saleem et al., 2014).
Ausdauertraining flhrt primar zu einer Steigerung der oxidativen Kapazitat
(Atherton et al., 2005), gleichzeitig wird jedoch die Proteinsynthese durch die
Aktivierung von AMPK sowie der Deacetylase Sirtuin 1 (SIRT1) gehemmt (Philp
et al., 2011; Philp & Schenk, 2013). Diese aktivieren TSC1/2 wodurch die AKT-
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mTORC1-Signalkaskade inhibiert wird (Bolster et al., 2002; Browne et al., 2004;
Browne & Proud, 2002; Ghosh et al., 2010; Gwinn et al., 2008) (s. Abbildung 3).
Dariber hinaus induziert AMPK die Suppression von YAP (DeRan et al., 2014;
Mo et al., 2015; Wang, Li, et al., 2015; Wang, Xiao, et al., 2015) (s. Abbildung 3),
und steigert die Proteindegradation sowohl Uber das FOXOS3-abhangige
Ubiquitin-Proteasom-System (Nakashima & Yakabe, 2007; Sanchez et al., 2012)
als auch das Unc-51-like Kinase 1-assoziierte Autophagie-/Lysosomen-System
(Jung et al., 2009; Sanchez et al., 2012).
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Abbildung 3: Molekulare Mechanismen der trainingsinduzierten Adaptation. Auf
der linken Seite sind die durch Krafttraining induzierten molekularen Veranderungen
dargestellt. Krafttraining fUhrt primar zu einer VergréBBerung des Muskelquerschnitts
durch erhéhte Proteinsynthese und Aktivierung von Satellitenzellen. Gleichzeitig werden
Atrophie-induzierende Signalwege gehemmt. Auf der rechten Seite sind die Signalwege,
die an der durch Ausdauertraining induzierten Adaptation beteiligt sind, skizziert.
Ausdauertraining induziert einen oxidativen Phanotyp durch Induktion der
mitochondrialen Biogenese und gleichzeitiger Inhibition der muskuldren Protein-
synthese. PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase; AKT = Proteinkinase B; mTORC 1:
mechanistic target of rapamycin complex 1; FOXO: Forkhead-Box-Protein O; GSK3B:
Glykogen-Synthase-Kinase 3B; elF2B: eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 2B;
4E-BP1: eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 4E-bindendes Protein 1; elF4E:
eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 4E; p70S6K: ribosomale Protein-S6-Kinase;
TSC1/2: Tuberdser-Sklerose-Komplex 1/2; YAP: Yes-assoziiertes-Protein; AMPK:
AMP-aktivierte Proteinkinase; SIRT1: Sirtuin 1; CaMKII: Calcium-Calmodulin-abhangige
Proteinkinase II; PGC1a: Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor-y-Koaktivator 1q;
p38MAPK: p38-Mitogen-aktivierte Proteinkinase; MURF: muscle RING-finger Protein 1;
TGFB: transforming growth factor B; MYOD: myogener Faktor 3.; -: aktivierende
Signale; —|: inhibierende Signale; Erstellt mit Microsoft PowerPoint 2019 (Microsoft,
Redmond, WA, USA).
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1.2 Grundlagen der miRNA-Biologie

1.2.1 Funktion und Biogenese der miRNAs

MicroRNAs (miRNAs) gehdren zu der groBen Familie der nicht-kodierenden
Ribonukleinsauren (RNAs) und zahlen neben Desoxyribonukleinsdure- (DNA-)
und Histon-Modifikationen zu den epigenetischen Regulationsmechanismen
(Widmann et al., 2019). Die miRNA-Datenbank miRBase (Version 22) umfasst
bis heute die Sequenzen von 1917 Vorlaufer- sowie 2654 reifen, im Menschen
beschriebenen miRNAs (Kozomara et al., 2018). Neueste Analysen zeigen, dass
mehr als 60 % aller menschlicher proteinkodierender Gene miRNA-Zielstellen in
ihrer 3'-untranslatierten Region (3‘'UTR) aufweisen (Friedman et al., 2009).
MiRNAs dienen der Feinabstimmung der Genexpression durch Hemmung der
Translation oder Degradation der Ziel-mRNA (Bartel, 2009). Auf diese Weise
greifen miRNAs regulatorisch in eine Vielzahl von zellularen Mechanismen ein
(Friedman et al., 2009) und eine Deregulation der miRNA-Prozessierung wurde
mit verschiedenen pathologischen Prozessen, einschlieBlich der Pathogenese
neurodegenerativer und kardiovaskulérer, aber auch muskularer Erkrankungen,
in Verbindung gebracht (Alexander et al., 2013; Calderon-Dominguez et al.,
2020; Eisenberg et al., 2007; Greco et al., 2009; Juzwik et al., 2019).

Da miRNAs als epigenetische Regulationsmechanismen zu genetischen
Modifikationen fihren, wird die Bezeichnung ,miRNA-Expression® haufig
angewandt, um die Auspragung des miRNA-Profils zu beschreiben. Zwar
definiert der Begriff Expression in der Genetik strenggenommen das Ablesen der
genetischen Information zur Synthese von Proteinen, jedoch wird im weiteren
Sinne auch die Auspragung des genetischen Phanotyps mit dem Begriff
Expression beschrieben (Buccitelli & Selbach, 2020; Nachtomy et al., 2007).

Die Biogenese der miRNAs wird durch die Transkription der primaren miRNA
(pri-miRNA) durch die RNA-Polymerase Il im Nukleus initiiert (Lee et al., 2004).
Die pri-miRNA wird anschlieBend durch einen Proteinkomplex, bestehend aus
der Endoribonuklease DROSHA und dem Doppelstrang-RNA-Bindeprotein
DiGeorge syndrome critical region 8 (DGCR8), zu einem 70 bis 100 Basenpaare
umfassenden haarnadelférmigen RNA-Molekul prozessiert (Gregory et al., 2004;
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Han et al., 2006). Diese Vorlaufer-miRNA (pre-miRNA) wird in das Zytoplasma
transportiert und durch die RNase-IllI-Endonuklease Dicer in ein ca. 22-Nukleotid
groBes doppelstrangiges RNA-Molekll gespalten (Bohnsack et al., 2004; Yi et
al., 2003). Ein Strang dieses Molekills wird anschlieBend selektiv in einem
Argonauten-Protein  (AGO) verankert, um den RNA-induzierten Silencing-
Komplex (RISC) zu bilden. Der zweite, funktionell inaktive Strang
(,Passagierstrang“) wird abgebaut (Macrae et al., 2006). Die reife miRNA kann
hierbei entweder von der 5'-Seite oder 3‘-Seite der pre-miRNA prozessiert
werden und wird dementsprechend als ,-5p“- oder ,-3p“-Spezies definiert
(Macrae et al., 2006; Medley et al., 2021). Prinzipiell kbnnen beide Strange fur
die RISC-Beladung ausgewahlt werden, jedoch Uberwiegt haufig einer der
beiden Strange (friher auch als ,dominanter Strang bezeichnet). Eine
Unterscheidung zwischen den beiden miRNA-Spezies ist relevant, da beide
Stréange biologisch funktionell aktiv sein kénnen (Backes et al., 2018). In etlichen
Studien wurde zudem beschrieben, dass die Auswahl des prozessierten Strangs
bei einer Vielzahl an miRNAs von der Art des Gewebes sowie den
physiologischen Bedingungen abhéangig ist (Guo et al., 2014; W. Hu et al., 2014;
Marco et al., 2010). Wird in einer Studie die detaillierte Spezies nicht angegeben,
wird in der Regel Bezug auf den friher als dominant betrachteten miRNA-Strang
genommen. In diesen Fallen wird die Strangspezifitdt in dieser Arbeit in
Klammern zur jeweiligen miRNA-Bezeichnung erganzt, beispielsweise
miR-1(-3p) (geman der miRNA-Datenbank miRBase Version 22 (Kozomara et
al., 2018)).

1.2.2 Skelettmuskelspezifische miRNAs

MiRNAs sind hochkonservierte Schllisselregulatoren der Genexpression, die
grundlegende zellulare Prozesse wie Differenzierung, Proliferation, Apoptose
und Stressreaktionen beeinflussen (Bartel, 2004). Jedoch werden einige miRNAs
nicht ubiquitér transkribiert, sondern weisen ein gewebe- und zellspezifisches
Muster auf (Sempere et al.,, 2004; Sood et al., 2006). Die Entdeckung der
muskelspezifischen bzw. -angereicherten miRNAs miR-1, miR-133a/b, miR-206,
sowie miR-208a/b, miR-486 und miR-499a/b (McCarthy, 2008; Sempere et al.,
2004; Small et al., 2010; van Rooij et al., 2009; van Rooij et al., 2007) hat das
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Verstédndnis Uber die molekularen Netzwerke, die die Plastizitdt der
Skelettmuskulatur regulieren, fundamental erweitert. Diese miRNAs werden als
myomiRs (myo = Muskel + miR = microRNA) zusammengefasst.

MyomiRs sind dabei mafBgeblich an der Regulation der Myogenese und der
Aufrechterhaltung der muskularen Homdostase beteiligt (Giagnorio et al., 2021)
(s. Abbildung 4). MiR-133a/b und miR-499a(-5p) férdern Uber die Inhibition des
Transkriptionsfaktors serum response factor (SRF) bzw. der Inhibition der
Expression des Kollagen-Typ 25 alpha-1-Gens (COL25A1) die Myoblasten-
Proliferation (Chen et al., 2006; Gongalves et al., 2019). Auf der anderen Seite
induziert miR-133a/b, ebenso wie miR-1(-3p), MmiR-206 und miR-486(-5p), die
Differenzierung von Myoblasten u. a. durch Inhibition der Transkriptionsfaktoren
paired box 3 und 7 (PAX3 und PAX7), deren Funktion die Aufrechterhaltung der
Quieszenz von Muskelstammzellen darstellt. Durch diese Suppression wird die
Fusion der Myoblasten und somit die Formation neuer Muskelfasern ermdglicht
(Cui et al., 2019; Dey et al., 2011; Goljanek-Whysall et al., 2011) (s. Abbildung
4). Diese Prozesse spielen eine entscheidende Rolle sowohl bei der Entwicklung
der Skelettmuskulatur als auch bei der Regeneration und Adaptation des
Skelettmuskels nach physischer Belastung.

Die teilweise Umwandlung der Typ Il- in Typ I-Muskelfasern flhrt zu einem eher
oxidativen Phanotyp, woraus eine erh6hte Ermidungsresistenz der Muskulatur
resultieren kdnnte (Schiaffino & Reggiani, 2011). MiR-208b und miR-499a(-5p)
aktivieren diese Fasertyp-Konversion durch die gesteigerte Expression der
myosin heavy chain 7 (MHY7), wodurch die Bildung der fir Typ I-Fasern
typischen Isoform der Myosin-Schwerkette induziert wird (Callis et al., 2009; van
Rooij et al., 2008; van Rooij et al., 2009). Uber einen positiven Riickkopplungs-
mechanismus wird zudem die Transkription von miR-208b und miR-499a(-5p)
nach aerobem Training Uber die gesteigerte Aktivitat von PGC1a stimuliert (Gan
et al., 2013) (s. Abbildung 4).

Die beiden myomiRs miR-486(-5p) und miR-208b steigern zudem die
Proteinsynthese und das Muskelwachstum. MiR-486(-5p) inhibiert die Aktivitat
des phosphatase and tensin homolog (PTEN) (Alexander et al., 2011; Alexander
et al., 2014), wahrend miR-208b die Aktivitat von Myostatin supprimiert (Boon et
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al., 2015). Hierdurch wird eine gesteigerte Phosphorylierung und Aktivierung von
AKT und nachfolgend mTORC1 sowie die Hemmung von FOXOS3 induziert
(Alexander et al., 2011; Alexander et al., 2014; Boon et al., 2015) (s. Abbildung
4).

Im Gegensatz hierzu tragen miR-1(-3p), miR-133a sowie miR-206 zu einer
negativen Regulation der Muskelhypertrophie bei, indem sie positive
Modulatoren des AKT-mTORC1-Signalwegs (IGF-1, IGF-1-Rezeptor (IGF-1R))
supprimieren (Elia et al., 2009; Huang et al., 2011; Kukreti et al., 2013; Yan et al.,
2013) (s. Abbildung 4).

MyomiRs werden nicht nur in der Skelettmuskulatur exprimiert, sondern auch in
niedrigen Konzentrationen in anderen Gewebetypen. Darlber hinaus kdnnen
myomiRs, wie auch andere miRNA-Spezies, in den Blutkreislauf freigesetzt und
in Plasma- oder Serumproben gemessen werden (Siracusa et al., 2018; Weber
et al., 2010). Die Bedeutung dieser zirkulierenden myomiRs ist noch nicht
vollstandig erforscht, jedoch konnte eine Veranderung von miR-1(-3p),
miR-133a, miR-206 sowie miR-486(-5p) im Blutplasma in Reaktion auf
kérperliche Belastung nachgewiesen werden (Aoi et al., 2013; Gomes et al.,
2014).
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Abbildung 4: Funktion der muskelspezifischen miRNAs. (A) Funktion der myomiRs
bei der Myogenese: MiR-133a/b und miR-499(-5p) férdern die Proliferation von
Myoblasten durch Inhibition von SRF und Inhibition der Expression von COL25A1.
MiR-133a/b und miR-486(-5p) induzieren durch Inhibition von PAX7, miR-1(-3p) und
miR-206 durch Inhibition von PAX3 die Differenzierung von Myoblasten. (B) Funktion der
myomiRs in der Fasertyp-Konversion: MiR-208b und miR-499(-5p) férdern die Bildung
von langsam zuckenden (Typ |-)Muskelfasern durch Inhibition von SOX6, PURB und
SP3. MiR-133a induziert die Bildung von schnell zuckenden (Typ IlI-)Muskelfasern durch
Inhibition von IGF-1R. (C) Funktion der myomiRs bei der Regulation der Muskelmasse:
MiR-208b und miR-486(-5p) férdern das Muskelwachstum durch Inhibition von MSTN
und nachfolgend reduzierter Aktivierung von FOXOS3 sowie durch Inhibition von PTEN,
die mit einer verstarkten Aktivierung von mTORC1 einhergeht. MiR-1(-3p) und miR-133a
hemmen das Muskelwachstum durch Inhibition von IGF-1 bzw. dessen Rezeptors. SRF:
serum response factor; COL25A1: Kollagen-Typ 25 alpha-1-Gen; PAX: paired box;
SOX6: SRY-related HMG-box 6; PURR: purine-rich element binding protein B; SP3:
specifity protein 3; IGF-1R: insulin-like growth factor 1 receptor; IGF-1: insulin-like growth
factor 1; MSTN: Myostatin; PTEN: phosphatase and tensin homolog; mTORC1:
mechanistic target of rapamycin complex 1; FOXO: Forkhead-Box-Protein O. —|:
inhibierende Signale; 1: Induktion; |: Repression. Erstellt mit Microsoft PowerPoint 2019
(Microsoft, Redmond, WA, USA), modifiziert nach Giagnorio et al. (2021).
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1.2.3 Funktion der miRNAs bei der trainingsinduzierten Adaptation der
Skelettmuskulatur

1.2.3.1 Rolle von miRNAs im Kraftsport

Eine Vielzahl an Studien untersuchte bereits die Regulation und Funktion
zirkulierender miRNAs in Reaktion auf Kraft- und Ausdauertraining (Baggish et
al., 2011; Bye et al., 2013; Cui et al., 2017; D'Souza et al., 2017; Li et al., 2018;
Zhou et al., 2020). Die Veranderungen des miRNA-Profils im Skelettmuskel nach
Krafttraining und insbesondere nach aerobem Training wurde jedoch bis dato in
einer deutlich geringeren Anzahl an Humanstudien analysiert, wobei die Art,
Dauer und Frequenz der Trainingseinheiten sowie das untersuchte
Proband*innenkollektiv stark variierte (Fochi et al., 2020). Es konnte jedoch klar
nachgewiesen werden, dass die Erhdhung oder Verringerung der Transkription
spezifischer miRNAs im Skelettmuskelgewebe zu einer Modulation des
Genexpressionsprofils der Myozyten fihrt, und es gibt zahlreiche Hinweise
darauf, dass diese Veranderungen an der Feinabstimmung der
trainingsinduzierten Anpassungsreaktionen beteiligt sind (Fochi et al., 2020;
Kirby & McCarthy, 2013; Ultimo et al., 2018; Zacharewicz et al., 2013), wodurch
beispielsweise die Bildung der fir Typ I-Fasern typischen Isoform der Myosin-
Schwerkette induziert wird (Masi et al., 2016).

Sowohl in Reaktion auf eine akute als auch nach chronischer Belastung wurde
dabei insbesondere eine Reduktion von miR-1(-3p) und miR-133a/b (Drummond
et al., 2008; McCarthy & Esser, 2007; Mueller et al., 2011; Ringholm et al., 2011;
Rivas et al., 2014) sowie eine Induktion von miR-486-3p in der Skelettmuskulatur
nachgewiesen (D'Souza et al., 2017; Zacharewicz et al., 2014) (s. Abbildung 5).
Die Suppression von miR-1(-3p) und miR-133a/b flihrt zu einer gesteigerten
Aktivierung des AKT-mTORC1-Signalwegs (Elia et al., 2009; Huang et al., 2011;
Kukreti et al., 2013; Mueller et al., 2011), wohingegen die Zunahme von
miR-486-3p in einer Inhibition von FOXO3 sowie PTEN resultiert (Small et al.,
2010). Hierdurch werden die Proteinsynthese und das Muskelwachstum
geférdert (s. Abbildung 3 und 4).

Dariber hinaus existieren bereits Daten zu miR-99a-5p, miR-99b-5p,
miR-100-5p, miR-126, miR-149-3p, miR-196b-5p und miR-199a(-5p), welche als
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Regulatoren von Proteinsynthesewegen in verschiedenen Zelltypen beschrieben
wurden (Doghman et al., 2010; Fornari et al., 2010; Hou et al., 2014; Jia et al.,
2013; Jin et al., 2013; Lerman et al., 2011; Lin et al., 2010). Die Mitglieder der
miR-99/100-Familie  (miR-99a-5p, miR-99b-5p und miR-100-5p) sowie
miR-199a(-5p), miR-126 und miR-149-3p inhibieren die Translation
verschiedener Proteine des IGF-1-AKT-mTORC1-Signalwegs und wirken somit
der Proteinsynthese entgegen (Fornari et al., 2010; Jia et al., 2013; Jin et al.,
2013; Lin et al., 2010; Rivas et al., 2014; Wei et al., 2013). MiR-196b-5p bindet
hingegen an die 3’'UTR der FOXO1-mRNA und kdnnte somit die Induktion einer
Muskelhypertrophie positiv beeinflussen (Hou et al., 2014). In Einklang mit diesen
Erkenntnissen wurde eine Reduktion von miR-99b-5p und miR-149-3p
(Zacharewicz et al., 2014) sowie miR-126 (Rivas et al., 2014) nach einer akuten
Kraftlbung detektiert (s. Abbildung 5). Zudem zeigten sich in der belastungs-
induzierten Akutantwort der Skelettmuskulatur altersabhangige Differenzen in
der Weise, dass miR-196b-5p ausschlieBlich in alteren Testpersonen (Alter:
66,6 + 1,1 Jahre vs. 24,2 £ 0,9 Jahre) induziert sowie miR-99a-5p in diesen
reprimiert wurde (Zacharewicz et al., 2014). Dies kénnte eine Erklarung fir die
reduzierte Regenerationsféhigkeit der Skelettmuskulatur im Alter darstellen,
welche mit einer reduzierten Aktivierung des AKT-mTORC1-Signalwegs
einhergeht (Kumar et al., 2009; Zacharewicz et al., 2014).

Von besonderem Interesse ist zudem die Regulation von miR-378a in Reaktion
auf Krafttraining, da diese miRNA sowohl in die mitochondriale Biogenese als
auch in die Myogenese regulatorisch einzugreifen scheint (Carrer et al., 2012;
Eichner et al., 2010; Gagan et al., 2011) (s. Kapitel 1.2.3.2). Nach einem
mehrwdchigen Training zeigte sich in einer Gruppe von Testpersonen, die auf
Krafttraining mit einer weniger stark ausgepragten Muskelhypertrophie reagierten
(»low responder®), eine signifikant reduzierte Expression von miR-378a(-3p)
sowie erhéhte Werte von miR-451a (Davidsen et al., 2011) und miR-29a(-3p)
(Ogasawara et al., 2016) (s. Abbildung 5). Die Reduktion von miR-378a(-3p) war
hierbei mit einer reduzierten Aktivitat von IGF-1, VEGF-A (vascular endothelial
growth factor A) sowie des eukaryotischen Translationsinitiationsfaktors 4E
(elF4E) assoziiert (Davidsen et al., 2011). MiR-29a(-3p) supprimiert zudem
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Mediatoren der Myoblasten-Proliferation (p85a, IGF-1) und induziert zellulare
Seneszenz-Proteine (p53, p16, Seneszenz-assoziierte p-Galaktosidase
(SABGAL)), wodurch das muskuldre Wachstum gehemmt wird (Z. Hu et al.,
2014) (s. Abbildung 5).
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Abbildung 5: MiRNA-Regulation in der Skelettmuskulatur in Reaktion auf
Krafttraining. Links: Bei der Akutantwort kommt es zu einer Abnahme von miR-1(-3p),
miR-133a/b, miR-126, miR-149-3p und miR-99b-5p. Hierdurch kommt es zu einer
Aufhebung der Hemmung des IGF-1-AKT-mTORC1-Signalwegs, wodurch die
Proteinsynthese und das Muskelwachstum geférdert werden. Die Zunahme von
miR-486-3p fihrt zu einer Inhibition von FOXO3 und PTEN, wodurch Atrophie-
induzierende Signale reduziert werden. Rechts: Bei der chronischen Antwort der
Skelettmuskulatur zeigt sich ebenfalls eine Reduktion von miR-1(-3p) und miR-133a/b.
Bei Testpersonen, die eine weniger starke Hypertrophie-Reaktion zeigen (= /ow
responder) kommt es zu einer Reduktion von miR-378a(-3p) sowie Zunahme von
miR-29a(-3p), wodurch die Myoblasten-Proliferation inhibiert wird sowie Seneszenz-
Proteine und Regulatoren der mitochondrialen Biogenese aktiviert werden.
AKT = Proteinkinase B; FOXO: Forkhead-Box-Protein O; PGC1: Peroxisom-Proliferator-
aktivierter Rezeptor-y-Koaktivator 1; IGF-1: insulin-like growth factor 1; IGF-1R: insulin-
like growth factor 1 receptor; IRS-1: insulin receptor substrate 1; PTEN: phosphatase
and tensin homolog, SABGAL: Seneszenz-assoziierte B-Galaktosidase; mTORCH1:
mechanistic target of rapamycin complex 1; VEGF: vascular endothelial growth factor;
elF4E: eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 4E; 1: Induktion; |: Repression; ->:
aktivierende Signale; —|: inhibierende Signale. Erstellt mit Microsoft PowerPoint 2019
(Microsoft, Redmond, WA, USA).

~

31



1.2.3.2 Rolle von miRNAs im Ausdauersport

Die mitochondriale Biogenese stellt einen Hauptmechanismus der
trainingsinduzierten Adaptation nach Ausdauertraining dar. In diesen Prozess
scheinen miR-31 sowie miR-23a regulatorisch einzugreifen. Die Abnahme von
miR-31(-5p) und miR-23a(-3p) nach einer akuten aeroben Belastung resultierte
in einer Erhéhung von NRF1 (Russell et al., 2013) bzw. PGC1a (Safdar et al.,
2009) (s. Abbildung 6), welche beide positive Regulatoren der mitochondrialen
Biogenese darstellen (Baar et al., 2002; Geng et al., 2010; Wu et al., 1999). Des
Weiteren wurde in Reaktion auf Ausdauertraining eine Reduktion von miR-494
detektiert, die mit einer erhéhten Aktivitdt von TFAM sowie des Forkhead-Box-
Proteins J3 (FOXJ3) einherging. Daher scheint diese miRNA ebenfalls an der
Regulation der mitochondrialen Biogenese beteiligt zu sein (Yamamoto et al.,
2012) (s. Abbildung 6). Jedoch wurde dieser Zusammenhang bisher nur in vitro
sowie in vivo in Mausmodellen nachgewiesen.

Darlber hinaus wurde ein Anstieg von miR-378a-5p, miR-128(-3p) sowie
miR-10a-5p nach einer akuten aeroben Belastung postuliert (McLean et al.,
2015). Beide miR-378a-Spezies werden innerhalb des Introns von PPARGC1b,
welches PGC1p kodiert, transkribiert (Eichner et al., 2010). Auf der anderen Seite
inhibiert miR-378a die Aktivitdt von PGC1B sowie Enzymen der
Fettsdureoxidation (Carrer et al., 2012; Eichner et al., 2010; Gerin et al., 2010;
McLean et al., 2015). Hieraus resultiert eine verringerte mitochondriale
Biogenese, eine geringere zellulare Energieversorgung und in der Folge eine
geringere Leistungsfahigkeit (Carrer et al., 2012; Eichner et al., 2010; Gerin et
al., 2010). Eine Zunahme von miR-378a-5p sowie miR-128(-3p) fuhrt zudem zu
einer gesteigerten Aktivitdt von MYOR, wodurch die Differenzierung der
Myoblasten aktiviert wird (Gagan et al., 2011; Lu et al., 1999; Motohashi et al.,
2013) (s. Abbildung 6). Dies kénnte dazu beitragen, die muskularen Schaden,
die durch eine akute Belastung ausgel6st werden, zu reparieren, und die
Homdostase aufrechtzuerhalten.

MiR-10a-5p férdert hingegen die Angiogenese (Wang et al., 2016) und inhibiert
proinflammatorische Signale (Pham et al., 2020). Durch die Steigerung der
Kapillardichte kommt es zu einer verbesserten Sauerstoffversorgung des
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Gewebes, wodurch die Belastbarkeit gesteigert werden kann. In diesen Prozess
scheinen zudem miR-15a(-5p), miR-16(-5p) sowie miR-126(-3p) durch Inhibition
von VEGF involviert zu sein (Fish et al., 2008; Sun et al., 2013; Wang et al.,
2008). Eine Reduktion von miR-16(-5p) zeigte sich nach einem mehrwdchigen
Ausdauertraining in Ratten und ging mit einer gesteigerten Aktivitat von VEGF
und Bildung neuer EndothelgefdBe einher (Fernandes et al., 2012) (s. Abbildung
6). Jedoch liegen Uber die Regulationsmechanismen dieser miRNAs im
Ausdauersport in humanem Skelettmuskelgewebe bisher erst wenige Daten vor.
In den Prozess der Muskelregeneration nach einer akuten aeroben Belastung
greifen auBerdem miR-1(-3p), miR-133a/b sowie miR-181a(-5p) regulatorisch
ein. Diese miRNAs zeigten in mehreren Studien eine signifikante Zunahme bei
der Akutantwort der Skelettmuskulatur (Nielsen et al., 2010; Russell et al., 2013;
Safdar et al., 2009). Diese Erhéhung ging mit der Zunahme zahlreicher
Transkriptionsfaktoren der MRF-Familie einher, die maBgeblich an der Plastizitat
der Muskulatur beteiligt sind (Coffey et al., 2006; Kadi et al., 2004; Naguibneva
et al., 2006; Nielsen et al., 2010; Russell et al., 2013; Safdar et al., 2009;
Sweetman et al., 2008) (s. Abbildung 6). Nach mehrwéchigem Ausdauertraining
wurde jedoch eine Reduktion von miR-1(-8p) sowie miR-133a/b festgestellt
(Keller et al., 2011; Nielsen et al., 2010) (s. Abbildung 6). Dies legt die Hypothese
nahe, dass das miRNA-Profil und damit auch die molekularen Signalwege im
Muskel vom Trainingsstatus einer Person beeinflusst werden (Fernandez-
Gonzalo et al., 2013).
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Abbildung 6: MiRNA-Regulation in der Skelettmuskulatur in Reaktion auf
Ausdauertraining. Links: Bei der Akutantwort der Skelettmuskulatur zeigt sich eine
Abnahme von miR-31(-5p), miR-23a(-3p) und miR-494, wodurch die mitochondriale
Biogenese durch gesteigerte Aktivitdt von NRF1, PGC1a, TFAM und FOXJ3 induziert
wird. Zudem kommt es zu einer Induktion von miR-378a-5p, miR-181a(-5p),
miR-128(-3p), miR-1(-3p) und miR-133a/b. Dies fordert die Myoblasten-Differenzierung
Uber die gesteigerte Aktivitat der Transkriptionsfaktoren der MRF-Familie. Die Zunahme
von miR-10a-5p fuhrt zur Induktion der Angiogenese durch Inhibition von MIB1 sowie
Inhibition von proinflammatorischen Signalen durch Suppression von MYD-88. Rechts:
Die chronische Adaptation an Ausdauertraining fohrt zu einer Repression von
miR-16(-5p) und in Folge zu einer gesteigerten Aktivitat von VEGF sowie zu einer
erhdhten Angiogenese. MiR-1(-3p) und miR-133a/b zeigen ebenfalls eine Abnahme.
Dies resultiert Gber die erhdhte Aktivitat von IGF-1 und dessen Rezeptors (IGF-1R) in
einem verstarkten Muskelwachstum. PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase; NRF1: nuclear
respiratory factor 1; PGC1: Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor-y-Koaktivator 1;
TFAM: mitochondrialer Transkriptionsfaktor A; FOXJ3: Forkhead-Box-Protein J3;
MYOR: myogener Repressor; HOXA11: Homeobox A11; VEGF: vascular endothelial
growth factor; IGF-1: insulin-like growth factor 1; IGF-1R: insulin-like growth factor 1
receptor; MYD-88: myeloid differentiation primary response 88; MIB1: E3 Ubiquitin-
Protein-Ligase; 1: Induktion; |: Repression; —=: aktivierende Signale; —|: inhibierende
Signal. Erstellt mit Microsoft PowerPoint 2019 (Microsoft, Redmond, WA, USA).

~
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Zielsetzung
In dieser Arbeit soll untersucht werden, wie sich eine akute Ausdauerbelastung
auf das miRNA-Profil des Skelettmuskels auswirkt und ob die Variabilitdt der
trainingsinduzierten physiologischen Adaptation auf ein mehrwdchiges
Ausdauertraining mit einer unterschiedlichen miRNA-Regulation bei der
Akutantwort der Skelettmuskulatur korreliert. Insbesondere sollen folgende

Fragen beantwortet werden:

1) Wie verandert sich das miRNA-Expressionsprofil der Skelettmuskulatur in
Reaktion auf eine einzelne aerobe Belastung?

Hierflir werden zunachst Skelettmuskelproben von sechs Teilnehmerinnen einer
prospektiven Trainingsstudie mittels Mikroarray analysiert, um vollstandige und
nicht-selektive Datensatze zur Veranderung von miRNA-Profilen in der
Skelettmuskulatur in Reaktion auf eine akute aerobe Belastung zu generieren.

2) Ist die Mikroarray-Technik ein effizientes Screening-Tool fir die Analyse von
individuellen miRNA-Profilen und sind diese Daten mittels quantitativer
Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) unter Einsatz von /locked nucleid acid-
(LNA-)Primern reproduzierbar?

In einem zweiten Schritt werden die Expressionsmuster ausgewahlter miRNAs in
einem gréBeren Kollektiv (n=29) in gPCR-Experimenten weiterfihrend
analysiert. Hierdurch soll die Reproduzierbarkeit der Mikroarray-Daten mittels
gPCR evaluiert werden und gleichzeitig die Eignung der gPCR-Technologie unter
dem Einsatz von LNA-Primern, welche eine neue Klasse an modifizierten
Oligonukleotiden mit erhdhter Sensitivitét und Spezifitdt darstellen, als

Validierungsinstrument bewertet werden.

3) Kann die spatere Trainingsreaktion in Abhangigkeit der Veranderung des
individuellen miRNA-Musters in Antwort auf eine einzelne Akutbelastung vor
Beginn des Trainings vorhergesagt werden?

Um diese Frage zu beantworten, werden die Akutmuster der analysierten
miRNAs mit der Veranderung der Ausdauerleistungsfahigkeit, insbesondere den
individuellen Veranderungen der VO2max (AVOz2max) nach einem mehrwdchigen

Training, Kkorreliert. Eine attraktive Hypothese ist, dass die spatere
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Trainingsreaktion in Abhé&ngigkeit des individuellen miRNA-Musters der
Skelettmuskulatur in Antwort auf eine einzelne Akutbelastung vor Beginn des
Trainings vorhergesagt werden kann. Dies wirde eine ,personalisierte
Trainingsmedizin“ ermoglichen, im Sinne einer individualisierten Gestaltung von
Trainingsplanen vor dem Hintergrund einer bestimmten Person und in Hinblick
auf ein spezifisch angestrebtes Ergebnis. Dies kdnnte sowohl im Wettkampf als
auch im therapeutischen und rehabilitativen Bereich zu einer Verbesserung des

Trainingsansprechens flhren und die Effizienz von Training erhdhen.
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2 Material, Proband*innenkollektiv und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien mit Herstellerangaben

Artikel

Hersteller

MIKRO 200 R-Laborzentrifuge

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, DE

SPROUT Tischzentrifuge

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, DE

Multifuge X1-Zentrifuge

Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE

iCycler Bio-Rad

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA, USA

BeadBug Mikrotube-Homogenizer

Benchmark Scientific, Sayreville, NJ,
USA

BioPhotometer

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Vortexer

neoLab Migge GmbH, Heidelberg,
DE

CFX96 Touch Real-Time PCR-

Detektionssystem

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA, USA

Pipette 0,5 — 10 pl

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Pipette 2 — 20 pl

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Pipette 10 - 100 pl

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Pipette 100 — 1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Nalgene 4150 - 2000 HDPE 2 L
Dewar Flask

Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien mit Artikelnummer (Art. Nr.) und

Herstellerangaben

Keramikklgelchen

Artikel Art. Nr. Hersteller
Dualfilter-Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg,
0030078519
0,1 =10 pl DE
Dualfilter-Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg,
022491270
2-20ul DE
Dualfilter-Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg,
0030078543
2-100 pl DE
Biosphere plus Filterspitzen Sarstedt AG & Co. KG,
70.1186.210
50 - 1250 pl Numbrecht, DE
_ Eppendorf AG, Hamburg,
Safe-Lock Microtubes 1,5 ml 0039120086 DE
Microseal 'B' PCR-Platten- Bio-Rad Laboratories, Inc.,
MSB 1001
Versiegelungsfolie, adhasiv Hercules, CA, USA
, Sarstedt AG & Co. KG,
PCR-Platten (weil3) 72.1980.232
NUmbrecht, DE
PCR SoftTubes, 0,2 pl, 211080 Biozym Scientific GmbH,
farblos Hessisch Oldendorf, DE
Precellys-Keramik-Réhrchen,
Berthin GmbH, Frankfurt
2 ml; beflllt mit 1,4/2,8 mm 431-0170

am Main, DE

2.1.3 Komplettsets

Tabelle 3 Verwendete Komplettsets mit Art. Nr. und Herstellerangaben

Kit, for RT

Artikel Art. Nr. Hersteller
miRNeasy Micro Kit (50) 217084 Qiagen, Hilden, DE
miRCURY LNA RT Kit 339340 Qiagen, Hilden, DE
miRCURY RNA Spike-In

339390 Qiagen, Hilden, DE

38



2.1.4 Oligonukleotide

Tabelle 4: Verwendete PCR-Primer mit Katalognummer (Kat. Nr.) und
Herstellerangaben

miRNA Gene Globe Kat. Nr. Hersteller
hsa-miR-1-3p YP00204344 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-133a-3p YP00204788 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-133a-5p YP00205501 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-133b YP00206058 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-499a-5p YP00205935 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-23a-5p YP00205631 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-378a-5p YP00204347 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-199a-5p YP00204494 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-199a-3p YP00204536 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-15a-5p YP00204066 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-18a-5p YP00204207 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-19b-3p YP00204450 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-27a-3p YP00206038 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-155-5p YP02119311 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-497-5p YP00204354 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-4743-5p YP02115797 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-7151-3p YP02108098 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-132-3p YP00206035 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-4330 YP02105730 339306 Qiagen, Hilden, DE
SNORDA48a YP00203903 339306 Qiagen, Hilden, DE
SNORDA49 YP00203904 339306 Qiagen, Hilden, DE
hsa-miR-423-3p YP00204488 339306 Qiagen, Hilden, DE
ue YP00203907 339306 Qiagen, Hilden, DE
UniSp6 YP00203954 339306 Qiagen, Hilden, DE
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2.1.5 Chemikalien

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien mit Art. Nr. und Herstellerangaben

Chemikalien

Art. Nr. Hersteller

Trichlormethan/Chloroform

33134

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, DE

2.1.6 Computerprogramme

Tabelle 6: Verwendete Computerprogramme mit Angaben des Urhebers

Programm

Urheber bzw. Referenz

CFX Manager, Version 3.0

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA, USA

IBM SPSS Statistics, Version 27

IBM, Armonk, NY, USA

EndNote 20.3 Clarivate Analytics, London, UK
Microsoft Excel 2019 Microsoft, Redmond, WA, USA
Microsoft Office 2010 Microsoft, Redmond, WA, USA

Microsoft Windows 7

Microsoft Redmond, WA, USA

Microsoft PowerPoint 2019

Microsoft Redmond, WA, USA

Transcriptome Analysis Console
(TAC), Version 4.0.2.15

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Q-Power, Version 3.1.9.6

Faul et al. (2007)
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2.2 Ethische Grundlagen

Das in dieser Arbeit durchgeflhrte Projekt ist Teil der iReAct-Studie ("individual
response to physical activity"), das die individuellen biopsychosozialen Aspekte
der trainingsinduzierten Anpassung analysiert (Thiel et al., 2020). Die Studie
wurde in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt und
wurde durchgehend von Arzten sowie geschultem Personal der Abteilung fiir
Sportmedizin des Universitatsklinikums Tibingen Uberwacht. Die Genehmigung
fir diese Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Universitat Tubingen am 22. Januar 2018 erteilt (Aktenzeichen: 882/2017B0O1).
Alle Teilnehmer*innen wurden vollstandig Ober den Ablauf der Studie, die
moglichen Risiken, die Datenspeicherung sowie die Vertraulichkeit und
Anonymitat der Daten informiert. Das schriftiche Einverstandnis fir die
Teilnahme an der Studie sowie die Nutzung und Veréffentlichung der Daten fur
Forschungszwecke wurde von allen Testpersonen eingeholt.

2.3 Untersuchtes Proband*innenkollektiv

Im Rahmen der Fragestellung dieser Arbeit wurden in einem ersten Schritt
Skelettmuskelbiopsien von sechs Probandinnen mit Hilfe der miRNA-Mikroarray-
Technik untersucht. Ziel dieses explorativen Ansatzes war es, erste Hypothesen
zu generieren, die in einem zweiten Schritt mittels gPCR-Analyse weiterfiihrend
untersucht werden sollten. In diese gPCR-Untersuchung wurde eine gréBere
Kohorte gesunder, weiblicher Testpersonen (n =29) miteingeschlossen. Die
demografischen und physiologischen Daten wurden durch die Mitglieder des
Forschungsteams der Abteilung Sportmedizin des Universitatsklinikums
Tibingen erhoben. Eine detaillierte Ubersicht (ber die Charakteristika der
Studien-Teilnehmer*innen der iReAct-Studie kann (Maturana et al., 2021)

entnommen werden.

2.3.1 Anthropometrische Daten

In Tabelle 7 sind die Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) der
physiologischen Daten der Teilnehmerinnen, die in diese Arbeit eingeschlossen
wurden (n =29), sowie detailliert die Werte der sechs Probandinnen, deren
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Skelettmuskelbiopsien mittels Mikroarray-Technologie analysiert wurden,

aufgeflhrt.
Alter GroBe Gewicht BMI
[Jahren] [cm] [kg] [kg/m?]
Gesamtkollektiv MW 27 167,9 66,4 23,5
nh=29

SD + 6,09 + 6,59 + 8,85 +2,57

Mikroarray-Kollektiv

n=6

IRO005 22 167.,5 61,2 21,8
IRO008 20 164,5 59,3 21,9
IR0O010 21 163 66,5 25,0
IR0O012 21 173,5 68,9 22,9
IRO030 29 159 60,9 24,1
IR0042 27 160,4 57,6 22,4

Mw 23 164,7 62,4 23,0
SD +3,0 + 4,82 + 3,99 1,17

Tabelle 7: Ubersicht der anthropometrischen Charakteristika der
Studienteilnehmerinnen. Aufgelistet ist der Mittelwert und die Standardabweichung
des Alters, der GroBe, des Gewichts und des BMIs vor Studienbeginn der gesamten
Kohorte (n=29), sowie gesondert die Daten der Testpersonen, deren
Skelettmuskelbiopsien mittels Mikroarray-Technik analysiert wurden (n = 6). BMI: Body-
MaB-Index; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; IR-: pseudonymisierte
Probandinnen-ldentifikationsnummer.

2.3.2 Korperliche Fitness

Die Teilnehmerinnen erfillten vor Beginn der Studie nicht die
Aktivitatsempfehlungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO). Diese
empfiehlt die Ausibung von aeroben Aktivitdten mit einer moderaten Intensitat
von mindestens 150 min pro Woche sowie zweimal pro Woche ein Krafttraining
aller wichtigen Muskelgruppen (Bull et al., 2020). Zudem hatten die Testpersonen
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in den letzten sechs Monaten vor Beginn der Studie keine regelmaBige sportliche
Aktivitat ausgelbt (Thiel et al., 2020).

2.4 Methoden

2.4.1 Ermittlung der VO2max

Als Marker der trainingsinduzierten Adaptation wurden in dieser Arbeit die
VO2zmax und die erbrachte Leistung an der LTz (LTP2, englisch /actat threshold
power 2) betrachtet. Diese physiologischen Parameter wurden im Rahmen der
iReAct-Studie routinemaBig durch das Team der Abteilung Sportmedizin des
Universitatsklinikums Tabingen erhoben (Thiel et al., 2020). Zur Bestimmung der
VOzmax wurde zu Beginn der Studie sowie nach Beendigung der jeweiligen
Trainingsblécke ein Stufentest auf einem Fahrradergometer (Ergoselect 200,
Ergoline GmbH, Bitz, Deutschland) bis zur subjektiven Erschdpfung der
Testperson durchgefthrt. Die Leistungsintensitat wurde, beginnend mit 25 W,
alle drei Minuten um weitere 25 W gesteigert (bezogen auf die weiblichen
Testpersonen), wobei die kardialen Parameter kontinuierlich Gberwacht wurden
(12-Kanal-PC-EKG, custo med GmbH, Ottobrunn, Deutschland). Der pulmonale
Gasaustausch und die Ventilation wurden mit einem portablen Spiroergometrie-
System (MetalLyzer, CORTEX Biophysics, Leipzig, Deutschland) gemessen. Die
VO2-Daten wurden wie folgt bearbeitet: Datenpunkte, die auBerhalb des 95 %-
Konfidenzintervalls lagen (= MW * (2 x SD)) wurden als Ausrei3er betrachtet und
entfernt. AnschlieBend wurden die Daten sekundenweise quantifiziert und in 30-
Sekunden-Blécken zusammengefasst (Maturana et al., 2021). Geman den
Empfehlungen des American College of Sports Medicine (Ferguson, 2014) wurde
das Erreichen der VOz2max anhand der folgenden Kriterien definiert: i) eine HF max
von zehn Schlagen pro Minute (bpm) unter der vorhergesehenen
altersabhangigen HFmax (220 - Lebensalter); ii) eine RER > 1,1 % oder iii) eine
maximale Blutlaktatkonzentration > 8 mmol/l (Maturana et al., 2021).

2.4.2 Ermittlung der LT: und LT2

Die Laktatkonzentration wurde amperometrisch ermittelt. Hierbei wandelt das
Enzym Laktatoxidase das in der Blutprobe enthaltene Laktat in Pyruvat und H20:2
um. Das H202 wird durch eine angelegte Spannung oxidiert. Diese Oxidation
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erzeugt einen messbaren Elektronenfluss, welcher proportional zur eingesetzten
Laktatmenge ist (Roecker, 2013).

Die LT1 wurde definiert als der erste Anstieg der Laktatkurve Uber die gemessene
Basislaktatkonzentration. Die LTz wurde durch den zweiten, exponentiellen
Anstieg der Laktatkurve markiert (Hofmann et al., 1997; Hofmann & Tschakert,
2017; Maturana et al., 2021; Morton et al., 1994) (s. Abbildung 7).

2.4.3 Trainingsintervention

Die Testpersonen nahmen an einem standardisierten zwdlfwochigen
Trainingsprogramm im Rahmen der iReAct-Studie teil (Thiel et al., 2020) (far
detaillierte zeitliche Ubersicht s. Abbildung 8). Hierfiir wurden sie in zwei Gruppen
randomisiert und starteten dementsprechend mit einem sechswéchigen moderat-
intensiven kontinuierlichen Training (MICT) oder einem hochintensiven
Intervalltraining (HIIT). Das Training umfasste drei Tage Ausdauertraining pro
Woche auf dem Ergoselect 200 Fahrradergometer (Ergoline GmbH, Bitz,
Deutschland). Wahrend des MICTs trainierten die Probandinnen 60 min bei einer
Leistung, die 90 % der an der LT1 erbrachten Leistung entsprach (LTP1, englisch
lactat threshold power 1) (s. Abbildung 7). Das HIIT umfasste ein zehnminttiges
Aufwarmprogramm bei einer Leistung, die 70 % der HFmax entsprach, gefolgt von
4 x vierminGtigen Intervallen bei einer Leistung entsprechend 90 % der HFmax. An
das HIIT schloss sich eine 3 x viermindtige aktive Erholungsphase an, gefolgt
von einer funfminGtigen Abkuhlungsperiode, die jeweils bei einer Intensitat von
30 W durchgefuhrt wurde (s. Abbildung 7). Nach Beendigung des ersten
Ubungsblocks wurde das Programm auf die jeweils andere Methode (HIT
respektive MICT) umgestellt, ohne eine dazwischen liegende Washout-Periode
durchzufiihren, so dass ein beabsichtigter Ubertragungseffekt (englisch
Carryover-Effekt) induziert wurde. Vor jedem Trainingsblock und nach
Beendigung der gesamten Intervention fand ein sechzigminltiges
Referenztraining statt, um die individuelle Reaktion auf eine akute Belastung zu
untersuchen. Nach einer zehnmindtigen Aufwarmphase bei einer Leistung von
90 % der LTP4, trainierten die Probandinnen dabei fir weitere 50 min bei einer
kontinuierlichen Belastung, die am Mittelpunkt des Ubergangsbereichs zwischen
der LT1 und LTz lag (s. Abbildung 7) (Maturana et al., 2021).
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Abbildung 7: Laktatschwellenkonzept und Ubersicht iiber die einzelnen
Trainingsprogramme. In der oberen Graphik ist die Zunahme der Laktatkonzentration
[mmol/I] auf der y-Achse in Abhangigkeit einer wachsenden Belastungsintensitat [W], die
auf der x-Achse aufgetragen ist, dargestellt. Der erste messbare Anstieg der
Laktatkonzentration Uber den Basislaktatspiegel markiert die LT:. Der zweite,
Uberproportionale Anstieg der Laktatkonzentration markiert die LT.. Das MICT wurde im
Bereich der moderaten Intensitéat (griin), das Referenztraining im Ubergangsbereich (rot)
und das HIIT im Bereich der hohen Intensitat (orange) durchgefihrt. Die unteren
Abbildungen skizzieren den Ablauf der verschiedenen Trainingsmodalitaten. LT¢ bzw.
LT2: erste bzw. zweite Laktatschwelle (englisch lactat threshold); LTPy bzw. LTP2:
erbrachte Leistung an der LT1bzw. LTz (englisch lactat threshold power); MICT: moderat-
intensives kontinuierliches Training; HIIT: hochintensives Intervalltraining; HFmax:
maximale Herzfrequenz. Erstellt mit Microsoft PowerPoint 2019 (Microsoft, Redmond,
WA, USA) nach (Maturana et al., 2021).

2.4.4 Probengewinnung

Im Rahmen der iReAct-Studie wurden den Teilnehmerinnen insgesamt vier
Muskelbiopsien aus dem Musculus vastus lateralis von Mitarbeitenden der
Abteilung fir Sportmedizin des Universitatsklinikums Tlbingen entnommen. Die
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erste Muskelbiopsie wurde dabei im Ruhezustand einen Tag vor dem akuten
Belastungstest gewonnen (T0), die zweite Biopsie zwei Stunden nach
Beendigung des ersten Referenztrainings zur Untersuchung der Akutantwort in
der Skelettmuskulatur (Takut). Die dritte und vierte Biopsie wurde in Woche acht
(T1) und 15 (T2) entnommen, jeweils 48 h nach der letzten Trainingseinheit, um
das Risiko akuter Effekte zu minimieren (Thiel et al., 2020) (s. Abbildung 8). Die
Muskelbiopsien wurden sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
Analyse bei -80°C eingefroren. Die Proben wurden in der Abteilung far
Sportmedizin, Universitatsklinikum Tubingen, gesammelt und aufoewahrt. Fr
die Fragestellung dieser Arbeit wurden die Biopsien, die zum Zeitpunkt TO und

Takut gewonnen wurden, analysiert.
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Abbildung 8: Zeitplan und Studiendesign der iReAct-Studie. Die iReAct-Studie
umfasste ein insgesamt zwdlfwdchiges Trainingsprogramm. Die Testpersonen starteten
entweder mit einem moderat-intensiven kontinuierlichen Training oder einem
hochintensiven Intervalltraining. Nach sechs Wochen Training wurde die
Trainingsmodalitat auf die jeweils andere Methode umgestellt. Vor Beginn des
Trainingsprogramms sowie nach Beendigung jedes Trainingsblocks wurde ein
sechzigminltiges Referenztraining durchgeflhrt. Die erste Skelettmuskelbiopsie wurde
im Ruhezustand (T0), die zweite nach Beendigung des ersten Referenztrainings (T akut),
die dritte und vierte Biopsie 48 h nach Beendigung des ersten (T1) bzw. zweiten (T2)
Trainingsblocks gewonnen. MICT: moderat-intensives Training; HIIT: hochintensives
Intervalltraining. Erstellt mit Microsoft PowerPoint 2019 (Microsoft, Redmond, WA, USA)
nach (Thiel et al., 2020).

2.4.5 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion aus den Biopsien, die zum Zeitpunkt TO gewonnen worden
waren, wurde durch Manuel Widmann (Abteilung Sportmedizin,
Universitatsklinikum Tubingen) durchgefihrt und die aufgereinigte RNA fir diese
Arbeit freundlicherweise zur Verfigung gestellt. Die RNA-Extraktion aus den
,<Akut‘-Biopsien fuhrte die Autorin dieser Arbeit selbst durch. Hierflr wurde die
gesamte RNA, einschlieBlich kleiner RNA-Moleklile wie miRNAs, aus den
Skelettmuskelproben mit dem miRNeasy Micro Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
isoliert. Die gefrorenen Biopsien wurden dabei aus dem flissigen Stickstoff, in

47



welchem sie nach der Enthahme aus dem Ultra-TiefkUhlschrank transportiert
wurden, unverzlglich in 2 ml Precellys-Réhrchen, befillt mit Keramikktgelchen
und 700 pl QIAzol Lysis Reagent, Uberfuhrt, und bei 4000 rom 2 x fur 30 s
homogenisiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5ml Eppendori-
Reaktionsgefal3 Gberfihrt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei er jede
Minute mittels Vibration durchmischt wurde. Die Zelliberreste wurden dann 3 min
bei 4 °C und 10.000 x g abzentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand in ein
neues 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3 tberfihrt und mit 140 pl Chloroform
versetzt. Das Gemisch wurde kraftig fir 15 s von Hand geschuttelt. Durch das
Chloroform trennte sich die Losung bei der anschlieBenden Zentrifugation (4 °C,
15 min, 12.000 x g) in eine untere Phenol-Chloroform-Phase, eine Interphase
und eine obere farblose wéassrige Phase, welche die isolierte RNA enthielt. Diese
Phase wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3 tberfuhrt, wobei
darauf geachtet wurde, dass die unteren Phasen unberihrt blieben. 100%iges
Ethanol, entsprechend dem 1,5fachen Volumen, wurde zu der isolierten Phase
hinzugeflgt und das gesamte Gemisch auf eine RNeasy MinElute spin column
Uberfihrt. Nach Zentrifugation (20 °C, 15s, 8000 x g) wurde die Probe
nacheinander mit 700 ul Buffer RWT (20 °C, 15 s, 8000 x g), 500 pl Buffer RPE
(20 °C, 15 s, 8000 x g) sowie 500 ul 80%igem Ethanol (20 °C, 2 min, 8000 x g)
vom Uberschiissigen Chloroform gereinigt. Die RNeasy MinElute spin column
wurde in ein neues 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3 tberfuhrt und bei 14.000 x g
fir 5 min bei 20 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde sie in ein neues 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefal3 gesetzt. 20 ul RNase-freies Wasser wurden dann
direkt auf das Saulchen pipettiert und nach fiinfminltiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die RNA durch einmindtige Zentrifugation (14.000 x Q)
eluiert. Nach der RNA-Isolierung wurde die RNA-Konzentration jeder Probe in
einem Spektralphotometer (BioPhotometer, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) bestimmt. Hierflir wurde 1 pl jeder Probe mit 99 pl Nuklease-freiem
Wasser verdunnt. Die Konzentrationen der in dieser Arbeit untersuchten ,Akut®-
Proben lagen dabei zwischen 84 ng/ul und 371 ng/ul und die Konzentrationen
der ,TO“-Proben zwischen 54 ng/ul und 438 ng/ul. Durch Beurteilung der
Verhaltnisse der Extinktion bei 260 nm und 280 nm (260/280 Ratio) wurde die
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Reinheit der Probe grob klassifiziert. Eine hohe Extinktion bei 280 nm gilt als
Hinweis auf eine Verunreinigung mit Proteinen. Daher wurde als Reinheits- und
Einschlusskriterium flr diese Arbeit eine 260/280 Ratio = 1 festgelegt. Nach der
Analyse wurden die Proben auf 5 ng/ul mit Nuklease-freiem Wasser verdinnt
und bei -80 °C gelagert.

2.4.6 Mikroarray-Untersuchung

2.4.6.1 Durchfihrung der Mikroarray-Experimente

Mikroarrays ermdglichen es, eine Vielzahl von Genen zeitgleich zu analysieren,
wodurch keine Vorselektion der zu untersuchenden Basensequenzen nétig ist
(Govindarajan et al., 2012). Das grundlegende Prinzip dieser Technologie basiert
auf der Hybridisierung komplementarer Nukleinsaurestrange gemaf3 der Watson-
Crick-Basenpaarung (Watson & Crick, 1953). Auf der Mikroarray-Oberflache
werden vorsynthetisierte Oligonukleotide mit definierter Sequenz in Form eines
geordneten Gitters fixiert (Govindarajan et al., 2012). An diese binden die
komplementaren, mit Fluorophoren markierten Nukleinsaurestrange (cDNA- oder
cRNA-Molekule (englisch complementary DNA bzw. RNA) der zu analysierenden
Probe. Ein Laserscanner regt die fluoreszierenden Farbstoffe an, und anhand der
ausgestrahlten Intensitat kénnen Rickschlisse auf die Quantitat der analysierten
Transkripte bzw. indirekt auf die Expression der entsprechenden Gene getroffen
werden (Govindarajan et al., 2012; Wrulich & Uberall, 2009). Die miRNA-
Mikroarray-Analyse stellt einen umfassenden, unvoreingenommenen Ansatz dar,
ist jedoch aufwandig und teuer, weshalb die Anzahl der Proben, die mit dieser
Methode analysiert werden kdnnen, begrenzt ist (Wheelan et al., 2008). Vor
diesem Hintergrund wurde flr die hier beschriebene Analytik zunachst eine
Gruppe von sechs weiblichen Testpersonen ausgewéhlt, die insbesondere in
Bezug auf Alter (20 — 29 Jahre), Body-MaB-Index (BMI) (23,02 + 1,17 kg/m?) und
Ausgangs-VOzmax (31,7 + 1,16 ml/kgxmin) duBerst homogen war (s. Tabelle 7
und 9). Die miRNA-Expression wurde in diesen Proben mit der Affymetrix miR
Array 4.0 Analyse (ATLAs Biolabs, Berlin, Deutschland) ermittelt. Die
aufgereinigte  RNA wurde hierfir mit Nuklease-freiem Wasser auf eine
Konzentration von 100 ng/ul verdunnt und auf Trockeneis an ATLAs Biolabs
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(Berlin, Deutschland) verschickt. Die Daten wurden anschlieBend mit der
Transcriptome Analysis Console (TAC), Version 4.0.2.15 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), auf unterschiedliche miRNA-Muster hin
untersucht. Basierend auf dem Format der Daten dieser Software wird in dieser
Arbeit, wenn moglich, auf individuelle miRNAs unter Verwendung des
vollstandigen Namens verwiesen (beispielsweise ,-5p“ oder ,-3p“).

2.4.6.2 Analyse der Mikroarray-Daten

Die miRNA-Expressionswerte werden in der TAC-Software im Logarithmus
dualis angegeben. Die Fold change zwischen den beiden Zeitpunkten wird von
der TAC-Software hingegen anhand der urspringlichen, nicht-log(2)-Werte
berechnet. Diese Darstellung der Ergebnisse ist somit missverstéandlich, da
induzierte und reprimierte miRNAs unterschiedlich behandelt werden. Steigt die
Expression einer miRNA durch die Intervention an (TO < Takut), wird die , TO“
Probe als Ausgangswert betrachtet und die Anderung zu diesem Zeitpunkt
betragt definitionsgeman 1. Die Fold change berechnet sich nach dem Dreisatz
nachfolgender Formel:

1 X TAkutx*1

TO ~ TAkut TO

(1)

Sinkt hingegen die miRNA-Expression ab (TO > Takut), wird fir die Berechnung
der Fold change der negative Kehrwert gebildet, wodurch induzierte und
reprimierte miRNAs symmetrisch betrachtet werden kénnen. Andernfalls wirden
zum Beispiel miRNAs, die um den Faktor 2 induziert wirden, ein Verhaltnis von
2 aufweisen, miRNAs, die jedoch um denselben Faktor reprimiert wlrden (sprich
halbiert wirden), ein Verhaltnis von 0,5. Durch Bildung des negativen Kehrwerts
ergibt sich jedoch fur diesen Fall eine Fold change von -2, wodurch die Dimension
der Anderung anschaulicher widergespiegelt wird.

2.4.7 Reverse Transkription

Fir die Durchfiihrung der gPCR mussten die RNA-Sequenzen zunachst in cDNA
umgeschrieben werden. Diese reverse Transkription wurde mit Hilfe des
miRCURY LNA RT Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) durchgefihrt. Dieses
beinhaltet den 10x miRCURY RT Enzyme Mix, welcher sowohl die Poly(A)-
Polymerase als auch die reverse Transkriptase enthélt, sowie den 5x miRCURY
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SYBR Green RT Reaction Buffer, der die Oligo-dT-Primer enthalt. Entsprechend
der Probenanzahl wurde aus diesen Reagenzien, zusammen mit RNase-freiem
Wasser und dem UniSp6 RNA spike-in, ein Mastermix vorbereitet, welcher in
0,2 ul PCR-Mikroreaktionsgeféaf3e vorgelegt wurde. AnschlieBend wurden 20 ng
(5 ng/ul) der aufgereinigten RNA hinzugeflgt, sodass sich pro Ansatz ein
Reaktionsvolumen von 20 pl ergab (entspricht einem doppelten Ansatz):

5x miRCURY SYBR Green RT Reaction Buffer 4 ul

RNase-freies Wasser 9ul
10x miRCURY RT Enzyme Mix 2ul
miRCURY UniSp6 RNA Spike-In 1 pl
Ziel-RNA (5 ng/pl) 4 ul
Gesamtvolumen 20 ul

Alle Reagenzien und Proben wurden stets auf Eis gelagert, um eine Degradation
der RNA zu vermeiden.

Die Reverse Transkription wurde mit dem iCycler Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories,
Inc., Hercules, CA, USA) mit folgendem Temperatur-Zeit-Protokoll durchgefiihrt:

Reverse Transkription 60 min 42 °C
Inaktivierung der Reaktion 5 min 95 °C
Kihlung unendlich 4 °C

Im Anschluss wurde die cDNA mit RNase-freiem Wasser 1:10 verdiinnt und in

60 pl-Aliquoten bei -20 °C eingefroren.
2.4.8 Durchfiihrung der qPCR-Experimente

2.4.8.1 Grundlagen

Die qPCR, auch Real-Time PCR genannt, ist eine Methode zur Vervielféltigung
von Nukleinsduren, die auf den Prinzipien der konventionellen PCR basiert
(Wang et al., 1989). Hierbei werden kleine Mengen doppelstrangiger DNA
(dsDNA) in vitro durch sich zyklisch wiederholende Reaktionen exponentiell

amplifiziert, wodurch die Quantifizierung der Zielsequenz ermdglicht wird
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(Rodriguez-Lazaro & Hernandez, 2013). Im Gegensatz zur konventionellen PCR
bietet die qPCR den Vorteil, dass PCR-Produkt-Detektion und -Quantifizierung
wahrend des PCR-Prozesses in Echtzeit (,Real-Time*) erfolgen und nicht erst
mittels Gelelektrophorese nach Abschluss der PCR durchgefiihrt werden miissen
(Higuchi et al., 1993). Hieraus resultiert eine deutliche Zeitersparnis und das
Kontaminationsrisiko ist geringer (Heid et al., 1996). Ein PCR-Zyklus setzt sich
aus drei Phasen zusammen: Im ersten Schritt werden die doppelstrangigen
Nukleinsaureketten bei 95 °C denaturiert. In einem zweiten Schritt lagern sich die
Oligonukleotid-Primer bei 45 °C — 60 °C an das 3'-Ende ihrer komplementaren
Zielsequenz an (englisch annealing) (Delidow et al., 1993; Mackay et al., 2002).
Bei diesen Temperaturen wird eine Hybridisierung der DNA-Strange
untereinander vermieden, da diese sich auf Grund ihrer Lange erst bei
niedrigeren Temperaturen aneinanderlagern (Rodriguez-L4dzaro & Hernandez,
2013). Durch die hitzestabile Tag-Polymerase kommt es im dritten Schritt bei
72 °C zur Synthese des zur Matrize komplementaren DNA-Strangs (Elongation)
(Saiki Randall et al., 1988). Bei der zweistufigen Cycling-Methode, die in dieser
Arbeit angewandt wurde, wird die Anlagerung der Oligonukleotid-Primer und die
anschlieBende Elongation der DNA-Strange im Bereich der Annealing-
Temperatur in einer Phase durchgefthrt (Hawkins & Guest, 2017). Die Anzahl
der DNA-Strange steigt in jedem Zyklus exponentiell an, da der neusynthetisierte
Strang wiederum als Matrize dient. Dieser Anstieg wird in der qPCR Uber
fluoreszierende Farbstoffe (beispielsweise SYBR Green |, das in dieser Arbeit
angewandt wurde) oder Uber sequenzspezifische Fluorophor-markierte DNA-
Sonden detektiert (Navarro et al., 2015). SYBR Green | ist ein nicht-gekoppelter
asymmetrischer Cyanin-Farbstoff, der unspezifisch an dsDNA bindet und im
gebundenen Zustand bei ca. 520 nm fluoresziert (Navarro et al., 2015). Das
Fluoreszenzsignal wird am Ende jedes Elongationsschrittes gemessen, wobei
die Intensitat mit der PCR-Produktkonzentration korreliert. Die resultierende
Amplifikationskurve zeigt typischerweise einen sigmoiden Verlauf: Wahrend der
anfénglichen Amplifikationsphase ist die Produktkonzentration und somit das
Fluoreszenzsignal unterhalb der Nachweisgrenze. Die Kurve zeigt eine Steigung
von null (= Baseline). In dieser Phase wird die Stéarke der Hintergrundfluoreszenz
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berechnet (Wang et al., 2006; Wong & Medrano, 2005). Nach Eintritt in den
detektierbaren Bereich wird ein exponentieller Anstieg der Kurve sichtbar. In
dieser Phase herrschen optimale Amplifikationsbedingungen, so dass in jedem
PCR-Zyklus eine Verdoppelung des PCR-Produkts registriert werden kann. Im
weiteren Verlauf der Reaktion werden zunehmend Reaktionsprodukte
verbraucht, wodurch sich die Reaktion verlangsamt. Die Amplifikationskurve
flacht ab und tritt in die Plateauphase Uber (Bustin, 2000; Wang et al., 2006;
Wong & Medrano, 2005) (s. Abbildung 9).

Der Schwellenwertt (englisch Threshold) entspricht dem Wert, an dem die
Fluoreszenzintensitat der PCR-Produkte erstmals die Hintergrundfluoreszenz
Ubersteigt. Dieser Wert ist flr alle Proben konstant und wird in der frihen
exponentiellen Phase festgelegt. Er dient zur Bestimmung des Zyklus-
schwellenwerts (Ct; Cycle Threshold), der fur die Berechnung der relativen
Quantitat der Zielsequenz nétig ist (Heid et al., 1996). Dieser Ct-Wert markiert
die Zykluszahl, bei welcher der Schwellenwertt Uberschritten wird und ist
umgekehrt proportional zu der enthaltenen DNA-Menge der Probe. Je héher der
Ausgangswert der Ziel-DNA ist, desto schneller akkumuliert genigend PCR-
Produkt, um den Schwellenwert t zu Uberschreiten. Es resultiert ein niedriger Ct-
Wert (Heid et al., 1996; Higuchi et al., 1993).
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Abbildung 9: Phasen einer gPCR-Amplifikationskurve. Phase 1: lineare Phase - kein
Anstieg der Fluoreszenz messbar. Berechnung der Hintergrundfluoreszenz. Phase 2:
exponentielle Phase — es herrschen optimale Reaktionsbedingungen. Berechnung des
Ct-Werts anhand des Schwellenwerts t. Phase 3: Plateauphase — Abflachung der Kurve
durch Verbrauch der Reaktionssubstrate. RFU: relative Fluoreszenzintensitat. Erstellt
mit Microsoft PowerPoint 2019 (Microsoft, Redmond, WA, USA).

Das Fluorophor SYBR Green | weist eine geringe Spezifitat auf, da es sich an
alle dsDNA-Molekile anlagert (Thornton & Basu, 2015). Somit bindet es nicht nur
an die Ziel-DNA, sondern auch an Primer-Dimere und nicht-spezifische PCR-
Produkte. Eine Differenzierung kann anhand einer Schmelzkurvenanalyse
erfolgen (Ririe et al., 1997). Hierbei wird nach Abschluss der Amplifikation die
Temperatur schrittweise auf 95 °C erhéht. Dies fuhrt zur Denaturierung der
dsDNA-Molekulle. Der eingelagerte Farbstoff SYBR Green| wird bei der
Denaturierung freigegeben, wodurch es zu einem steilen Abfall des
Fluoreszenzsignals kommt. Dieser Schmelzpunkt ist abhangig von der Léange
und dem Guanin-Cytosin- (GC-)Gehalt der dsDNA-Sequenz und daher
charakteristisch fir das entsprechende DNA-Molekul (Ririe et al., 1997).
Herrschen optimale Bedingungen in der gPCR-Untersuchung, ist daher nur ein
Scheitelpunkt im  Fluoreszenzsignal der Schmelzkurve detektierbar.
Amplifikationsartefakte denaturieren bei niedrigeren Temperaturen und weisen

haufig mehrere Schmelzpunkte auf. Dies ermdglicht die Unterscheidung
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zwischen spezifischen und nicht-spezifischen PCR-Produkten (Ririe et al., 1997)
(s. Abbildung 10).

a) ein einziger Schmelzpunkt
1000 - sperzifisches PCR-Produkt

800 b) mehrere Schmelzpunkte I;"J "‘-‘I /
- unspezifische PCR-Produkte " ‘
'—5 600 "‘.‘ c) niedrige Schmelztemperatur
% | = unspezifisches PCR-Produkt
[T l"‘.
T 400 \,‘
200
O v
Tm
65° 70° 75° 80° 85° 90° 95°
Temperatur [C°]

Abbildung 10: Schmelzkurvenanalyse. a) Schmelzkurve eines qPCR-Experiments
unter optimalen Bedingungen (rot). Das spezifische PCR-Produkt weist einen
charakteristischen Schmelzpunkt auf. b) Nicht-spezifische PCR-Produkte (bspw. Primer-
Dimere) zeigen haufig mehrere Schmelzpunkte (griin). ¢) Ein nicht-spezifisches PCR-
Produkt denaturiert bereits bei niedrigeren Temperaturen (blau). RFU: relative
Fluoreszenzintensitat; Tm: charakteristische Schmelztemperatur des spezifischen PCR-
Produkts. Erstellt mit Microsoft PowerPoint 2019 (Microsoft, Redmond, WA, USA).

2.4.8.2 Protokoll der LNA-gPCR

Die Bestimmung der miRNA-Quantitat mittels gPCR wurde in dieser Arbeit unter
Verwendung des miRCURY LNA miRNA PCR Assays (Qiagen, Hilden,
Deutschland) durchgeflihrt. LNAs stellen eine neue Klasse an RNA-
Nukleinsaure-Analoga dar, in denen das Sauerstoffatom am C-2‘ der Ribose Uber
eine Methylenbricke mit dem 4‘-Kohlenstoffatom verbunden ist (s. Abbildung 11).
Dadurch wird die modifizierte Base in der 3’-Endo-Konformation gehalten,
woraus eine stark eingeschrankte Konformationsfreiheit resultiert (Koshkin,
Singh, et al., 1998).
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Abbildung 11: Vergleich der Struktur eines LNA-, eines RNA- und eines DNA-
Nukleotids. Im Gegensatz zu den RNA- und DNA-Nukleotiden ist bei den LNA-
Molekilen das Sauerstoffatom an C-2‘ der Ribose Uber eine Methylenbriicke mit dem 4'-
Kohlenstoffatom verbunden. Dies fuhrt zur Bildung einer 3’-Endo-Konformation (links).
RNA-Nukleotide weisen eine 2-OH-Gruppe auf (mittig), welche in DNA-Nukleotiden
durch ein Wasserstoffatom ersetzt wird (rechts). LNA: Jocked nucleic acid; RNA:
Ribonukleinsaure; DNA: Desoxyribonukleinsaure. Ubernommen aus (Silahtaroglu et al.,
2004).

Die qPCR-Primer (Qiagen, Hilden, Deutschland) wurden gemaB den
Instruktionen des Herstellers zun&chst in 220 pl Nuklease-freiem Wasser
resuspendiert und anschlieBend 20 min auf Eis inkubiert. Es wurde ein
Mastermix, bestehend aus dem 2x miRCURY SYBR Green Master Mix sowie
den entsprechenden qPCR-Primern, hergestellt. Die Menge an einzusetzenden
Reagenzien wurde routinemaBig mit einem 10%ig gréBeren Volumen als fr die
gesamte Probenanzahl bendtigt angesetzt, um Verluste durch Adsorption und
Pipettierungenauigkeiten auszugleichen. Fir eine PCR-Platte mit einer Kapazitat

von 96 Proben ergaben sich somit folgende Volumina:

2x miRCURY LNA SYBR Green Master Mix 525 pl
gPCR-Primerlésung (Konz.) 105 pl
Gesamtvolumen 630 pl

Der 2x miRCURY SYBR Green Master Mix, die qPCR-Primer sowie der
hergestellte Mastermix wurden stets auf Eis gelagert, um eine Denaturierung zu
vermeiden.

Nach Fertigstellung des Mastermix wurde dieser durch Vibration durchmischt und
abzentrifugiert. AnschlieBend wurden 6 pl des Mastermix in die Vertiefungen der
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gPCR-Platte (Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht, Deutschland) vorgelegt.
Gemal einem definierten Schema wurden je 4 ul der Ziel-cDNA hinzugegeben,
so dass sich pro Probe ein Gesamtvolumen von 10 ul ergab. Hierbei wurde die
Pipettenspitze nach jedem Schritt gewechselt, damit die Proben nicht vermischt
oder verunreinigt wurden. Alle Proben wurden als Dupletts ausgewertet und in
jedem gPCR-Durchlauf wurde eine Kontroll-Probe mitanalysiert. Hierbei wurden
anstelle der Ziel-cDNA 4 pl Nuklease-freies Wasser zu dem vorgelegten
Mastermix hinzugefugt (,No-Template*-Probe). Die qPCR-Platte wurde
anschlieBend mit einer Versiegelungsfolie (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA, USA) verschlossen, um ein Verdampfen des Reaktionsgemischs im
Thermozykler zu verhindern. Alle Platten wurden mit dem CFX96 C1000 Touch
Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) analysiert und

durchliefen folgendes Temperaturprofil:

Polymerase-Aktivierung 2 min 95 °C
Denaturierung 10 s 95 °C
Annealing/Elongation 60 s 56 °C
Anzahl Zyklen 40

Schmelzkurvenanalyse 60 - 95 °C

Die Fluoreszenz der Proben (SYBR Green |) wurde wahrend dieser Zyklen in der
Phase der Hybridisierung/Strangsynthese durchgehend gemessen. Fir die
anschlieBende Schmelzkurvenanalyse wurden die Proben von 60 °C auf 95 °C
erhitzt und die Fluoreszenz dabei kontinuierlich gemessen. Die Fluoreszenz jeder
Probe wurde somit wahrend der Amplifikation bezogen auf die Zyklen und

wahrend der Schmelzkurvenanalyse bezogen auf die Temperatur aufgezeichnet.

2.4.9 Bestimmung der Effizienz der reversen Transkription und der
qPCR-Amplifikation

Mit Hilfe des miRCURY RNA Spike-In Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) wurde

unter Verwendung des UniSp6 RNA-Transkripts die Effizienz der reversen

Transkription und der gPCR-Ampilifikation Uberprift. Dies ist sinnvoll, da es trotz

optimaler Versuchsbedingungen bei der Isolierung von RNA aus Gewebe dazu
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kommen kann, dass Inhibitoren der cDNA-Synthese bzw. der gqPCR in der Probe
enthalten bleiben (Bustin & Nolan, 2004). Vor Gebrauch wurde das UniSp6 RNA-
Transkript gemaB den Instruktionen des Herstellers in 80 pl Nuklease-freiem
Wasser resuspendiert. Die Suspension wurde 20 — 30 min auf Eis inkubiert,
damit sich das RNA-Transkript vollstéandig I6sen konnte und wurde anschlieBend
in Aliquoten bei -20 °C eingefroren.

Zur Uberpriifung der Effizienz der cDNA-Synthese bzw. der gPCR-Amplifikation
wurde eine definierte Menge des UniSp6 RNA-Transkripts (1 pl pro 20 pl
Reaktionsgemisch) dem Mastermix fUr die reverse Transkription hinzugefiigt
(s. Kapitel 2.4.7). Die qPCR wurde nach dem unter Kapitel 2.4.8.2 beschrieben
Protokoll unter Verwendung des UniSp6-spezifischen Primers (Gene Globe:
YP00203954; Qiagen, Hilden, Deutschland) durchgefiihrt. In der anschlieBenden
Analyse wurden die entsprechenden Ct-Werte aller Proben miteinander
verglichen, um maogliche AusreiBer zu identifizieren und diese gegebenenfalls
aus den folgenden qPCR-Experimenten auszuschlieBen. Alle in dieser Arbeit
generierten cDNA-Proben zeigten jedoch vergleichbare Ct-Werte in der gPCR-
Amplifikationskurve. Die Variationsbreite der Ct-Werte lag dabei zwischen 17,26
und 18,97 mit einer SD von + 0,25 (s. Abbildung 12). Daraus lasst sich ableiten,
dass alle cDNA-Umschriebe mit ahnlicher Effizienz durchgefihrt wurden.
Signifikante Differenzen in den Ct-Werten verschiedener Proben hatten dagegen
auf einen Unterschied in der Effizienz der reversen Transkription und/oder gPCR-

Amplifikation hingedeutet.
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Abbildung 12: Amplifikationskurve des UniSp6 RNA-Transkripts. Auf der y-Achse
ist die relative Fluoreszenzintensitat (RFU), auf der x-Achse die Anzahl der gPCR-Zyklen
aufgetragen. Das Diagramm wurde mit dem Programm CFX Manager Version 3.0 (Bio-
Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) erstellt. Der Schwellenwert t wurde durch
die CFX Manager-Software berechnet und festgelegt.

2.4.10 Auswertung und Darstellung der qPCR-Ergebnisse

2.4.10.1 Grundlagen der delta-delta-Ct-Methode

Die beiden am haufigsten verwendeten Methoden zur Analyse der gPCR-Daten
ist die absolute und relative Quantifizierung (Pfaffl, 2004). Bei der absoluten
Quantifizierung wird die eingesetzte Kopienzahl der zu untersuchenden
Nukleinsdure bestimmt, indem der ermittelte Ct-Wert der Probe mit einer
Standardkurve in Beziehung gesetzt wird (Wang et al., 1989). Bei der relativen
Quantifizierung (in dieser Arbeit angewandt) wird die Veranderung der
Expression des Zielgens der behandelten experimentellen Probe auf ein nicht
behandeltes Kontrollmaterial bezogen. Die Fold change wird klassischerweise
mit der delta-delta-Ct-Methode nach Livak und Schmittgen (2001) berechnet.
Hierbei wird die Expression des Ziel-Gens (Ctwzieigen) mittels eines internen
Referenzgens (Ct(referenzgen)) Nnormalisiert (2). In einem zweiten Schritt werden die
normalisierten Expressionsunterschiede in der Behandlungs- und Kontrollgruppe
voneinander subtrahiert (3) und in einem letzten Schritt wird die Potenz der
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Differenz gebildet (4). Dies entspricht dem relativen Expressionsunterschied (R)
zwischen Behandlungs- und Kontrollgruppe (Livak & Schmittgen, 2001):

ACt = Ct (Zielgen) — Ct (Referenzgen) (2)
AACt = ACt (Behandlung) - ACt (Kontrolle) (3)
R = 2 -2ACt (4)

Das gewonnene Ergebnis beschreibt also das Verhélinis des Zielgens zur
Kontrollgruppe, normalisiert zur Expression des Referenzgens. Durch die
Normalisierung kann die Varianz der Ergebnisse reduziert werden, da
experimentelle Schwankungen gleichermaBen das Ziel- und Referenzgen
betreffen (Bustin, 2000; Riedmaier, 2011).

2410.2 Bestimmung der relativen miRNA-Expression

Far die Bestimmung der relativen miRNA-Expression wurden die durch die CFX
Manager-Software Version 3.0 (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)
festgelegten Ct-Werte jeder Amplifikationskurve analysiert. Zunachst wurde
geprtft, ob die Ct-Werte eines Dupletts vergleichbare Werte aufwiesen. Dupletts,
deren Einzelwerte >1 Ct-Wert streuten, wurden aus der weiteren Analyse
ausgeschlossen und das entsprechende qPCR-Experiment wiederholt. Fir die
anschlieBende Berechnung wurde die delta-delta-Ct-Methode modifiziert, um die
relative Menge der zu untersuchenden cDNA-Spezies in den verschiedenen
Proben zu ermitteln. Zunachst wurden die Ct-Werte der drei Referenz-miRNAs
(SNORD49, SNORD48a und miR-423-3p) (s. Kapitel 3.2.2) jeder Probe zum
geometrischen Mittel verrechnet (Ct(geomref). Dieses wurde von dem Ct-Wert der
untersuchten miRNA (Ctmirna)) subtrahiert (5) und anschlieBend der Mittelwert
fir jedes Duplett berechnet (6). Zum Schluss wurde die relative Expression (rel.
Exp.) Gber die Potenz berechnet (7):

ACT = Ct mirna) — Ct (GeomRef) (5)
MWACt = (ACTProbe1 + ACTProbeZ) /2 (6)
Rel. Exp. = 2-MWACH) (7)

Dieses Ergebnis beschreibt die einzelne miRNA-Expression zum Zeitpunkt TO
bzw. Takut normalisiert zu der Expression der drei Referenz-miRNAs.
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Die Berechnung der Veranderung der miRNA-Expression zwischen den beiden
Zeitpunkten wurde analog zur Mikroarray-Analyse durchgefihrt, um eine
Vergleichbarkeit der beiden Methoden zu gewahrleisten. Zunachst wurde die

Fold change fir jede Probe mit folgender Formel berechnet:

_ Rel. Exp. (TAkut)
~ Rel. Exp. (T0) (8)

Bei einer Fold change < 1 wurde der negative Kehrwert gebildet.

2.4.11 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit IBM SPSS Statistics Version 27.0 (IBM,
Armonk, NY, USA) durchgefihrt. Alle Tests waren zweiseitig und ein
Schwellenwert von p<0,05 wurde als statistisch signifikant (*), ein
Schwellenwert von p < 0,01 als hochsignifikant (**) definiert. Die Daten wurden
mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung getestet, da dieser eine
gréBere Teststarke im Vergleich zu dem Kolmogorov-Smirnov-Test,
insbesondere bei einem kleinen Stichprobenumfang, aufweist (Razali & Wah,
2011). Die Nullhypothese HO hierbei besagt, dass die Daten normalverteilt sind.
Ergibt sich ein p < 0,05, muss HO verworfen werden und die Alternativhypothese,
dass die Daten nicht normalverteilt sind, angenommen werden. Die Mittelwerte
normalverteilter Daten wurden mit dem t-Test flr abh&ngige Stichproben
verglichen. Die Mittelwerte nicht-normalverteilter Daten wurden mit dem
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verglichen.

Korrelationen zwischen zwei kontinuierlichen Variablen wurden mit dem
Spearman-Korrelationskoeffizienten r geprift, da dieser gegentber Ausrei3ern
weniger sensitiv reagiert als der Pearson-Korrelationskoeffizient. Um die Stéarke
einer Korrelation zu interpretieren, kann man sich an den Richtlinien von Cohen
(1988) orientieren. Nach dieser Einteilung entspricht ein Korrelationskoeffizient
ab Irl = 0,1 einer schwachen, ab Irl = 0,3 einer moderaten und ab Irl = 0,5 einer
starken Korrelation. In der vorliegenden Arbeit wurde der zu wahlende
Schwellenwert flr r jedoch mit der frei verfligbaren Software G*Power Version
3.1.9.7 (Faul et al., 2007) berechnet, welche eine Berechnung von r in
Abhangigkeit des Stichprobenumfangs n erlaubt. Es wurden folgende Kriterien
gesetzt: Test family: Exact; Statistical Test: Correlation: Bivariate normal model;
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Type of power analysis: Sensitivity- compute required effect size — given a, power
and sample size; Tails: One; Effect direction: r =2 p; a err prob = 0,05; power
(1 — B err prob) = 0,95; Correlation p HO = 0. Die Interpretation der Ergebnisse
orientierte sich hierbei insbesondere bei den Analysen, fir die nur wenige
Datenpunkte zur Verflgung standen, primar an den errechneten r-Werten bzw.
deren Relation zueinander und weniger an den absoluten Werten der Signifikanz.
Daher wurde auf eine Korrektur des Signifikanzniveaus (wie zum Beispiel
Bonferroni-Korrektur fir multiple Vergleiche) verzichtet.

Um die Frage zu beantworten, ob die Veranderung der miRNA-Expression einen
potenziellen Prédiktor fur die Vorhersage der individuellen Trainingsreaktion
darstellen kénnte, wurden die berechneten Fold changes mit der Veranderung
der physiologischen Parameter nach dem ersten und zweiten Trainingsblock
korreliert. Als wichtigster Trainingseffekt wurde die AVOz2max angesehen. Als
sekundarer Marker wurde die ALTP2 analysiert.

Fur die Uberpriifung der Ubereinstimmung der Mikroarray- und qPCR-Daten
wurde das Konkordanz-Mal y nach Goodman und Kruskal (1954) modifiziert
angewandt. Das Vorzeichen der Anderungsrichtung einer miRNA wurde
zunachst zwischen beiden Methoden in den einzelnen Probandinnen verglichen.
Ein konkordantes Paar weist hierbei definitionsgemal3 bei beiden
Analysetechniken dieselbe Regulationsrichtung (Induktion/Repression) auf, ein
diskordantes Paar hingegen eine gegensatzliche Regulation. Anhand der Anzahl
der konkordanten (K) und diskordanten (D) Paare je miRNA errechnet sich dann
y nachfolgender Formel: y= (K-D)/(K+ D). Eine perfekte Konkordanz
entspricht einem y von +1, eine vollstandige Diskordanz einem y von -1.

Die statistischen Daten wurden mittels Microsoft Excel 2019 (Microsoft,
Redmond, WA, USA) grafisch dargestellt. Box-Plots wurden mit IBM SPSS
Statistics Version 27.0 (IBM, Armonk, NY, USA) erstellt.

2.4.12 KEGG-Signalweganalyse

Die KEGG- (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes-)Signalweganalyse
wurde mit Hilfe der Online-Plattform DIANA-miRPath v3.0 durchgefihrt (Vlachos
et al.,, 2015). Bei dieser handelt es sich um eine Referenzdatenbank, die
experimentell ermittelte miRNA-Gen-Interaktionen in verschiedenen Zelltypen,
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Geweben und unter verschiedenen Bedingungen bei zahlreichen Spezies
anzeigt (Paraskevopoulou et al., 2016). In dieser Arbeit wurde der Algorithmus
TarBase v7.0 zur Interpretation der funktionellen Rolle der miRNAs verwendet.
Dieser katalogisiert tausende experimentell validierte miRNA-Zielgene und
verknlpft diese mit detaillierten Metadaten (Vlachos et al., 2015). Zur
Bestimmung der Signalwege, in die die analysierten miRNAs involviert sein
kénnten, wurde die Kategorie ,Pathway Union* mit folgenden Kriterien gewahlt:
p-Wert <0,05, Fisher's Exact Test (hypergeometrische Verteilung) sowie
Korrektur der Falscherkennungsrate (FDR correction).

63



3 Ergebnisse

3.1 Mikroarray-Analyse

3.1.1 Analyse der miRNA-Akutmuster im Kontext einschlagiger
Literaturdaten

In einer Vielzahl an Studien wurde bereits die miRNA-Regulation bei der
Akutantwort der Skelettmuskulatur auf einen Belastungsreiz hin untersucht.
Basierend auf diesen publizierten Erkenntnissen wurde in dieser Arbeit initial die
Veranderung ausgewahlter miRNAs ohne Festlegung eines minimalen
Schwellenwerts, bezogen auf die Fold change, betrachtet. In der Literatur wird
haufig nicht spezifiziert, ob die Daten der analysierten miRNAs sich auf die ,-3p*“-
oder ,-5p“-Spezies beziehen. In der Regel wird ohne Angaben der
Strangdifferenzierung auf die ,dominierende® miRNA Bezug genommen
(s. Kapitel 1.2.1). Wurde die miRNA-Spezies in den zitierten Studien nicht explizit
angegeben, wird in dieser Arbeit die Hauptform, gemal der miRNA-Datenbank
miRBase Version 22 (Kozomara et al., 2018), in Klammer erganzt, beispielsweise
miR-9(-5p). In der hier vorliegenden Arbeit wurden beide miRNA-Strange
betrachtet, um ein allumfassendes Verstandnis der miRNA-Regulation zu
generieren. Dartber hinaus kénnen unterschiedliche Vorlaufersequenzen und
genomische Loci identische reife Sequenzen kodieren. In diesen Fallen werden
die reifen miRNA-Spezies nummeriert, beispielsweise miR-128a-1 und
miR-128a-2. Entsprechende Informationen kdénnen der miRNA-Datenbank
miRBase (Kozomara et al., 2018) entnommen werden.

3.1.1.1 Vergleich der Literaturdaten der myomiRs

Zunachst wurde das Profil der muskelspezifischen miRNAs analysiert, zu denen
vor Beginn dieser Arbeit bereits einige Literaturdaten im Kontext verschiedener
Trainingsstudien existierten (D'Souza et al., 2017; Keller et al., 2011; Margolis et
al., 2017; Nielsen et al., 2010; Ringholm et al., 2011; Rivas et al., 2014; Russell
et al., 2013; Safdar et al., 2009; Zacharewicz et al., 2014) (s. Kapitel 1.2.2).
Hierbei konnten (hoch)signifikante Repressionen der myomiRs miR-1 (in der
TAC-Software wird nicht zwischen miR-1-3p und miR-1-5p unterschieden),
miR-133a-3p/-5p, miR-133b sowie miR-499a-5p in Antwort auf die Akutbelastung
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nachgewiesen werden. Die errechneten Fold changes betrugen dabei fir
miR-1: -4,91 (p =0,008*), fir miR-133a-5p: -4,54 (p =0,006**) und far
miR-499a-5p: -7,61 (p = 0,046%). Bei den beiden myomiRs miR-133a-3p und
miR-133b war die Reduktion mit Fold changes von -2,34 (p = 0,041%*) bzw. -2,76
(p =0,011%) geringer (s. Abbildung 13a, c). Die weiteren myomiRs (miR-206,
miR-208a/b, miR-486-3p, miR-499a-3p sowie miR-499b) wiesen nichtsignifikante
Veranderungen kleiner Faktor 2 auf (s. Abbildung 13b, ¢) und wurden daher in
den weiterfihrenden qPCR-Untersuchungen nicht bericksichtigt (s. Kapitel 3.2).
Die Fold changes der verschiedenen myomiRs sind in Abbildung 13c in Box-Plots
dargestellt, um die Veranderung der Expression dieser miRNAs vergleichend zu
skizzieren. Fiir eine bessere Ubersicht der Box-Plots sind AusreiBer und
Extremwerte nicht abgebildet. AusreiBer und Extremwerte sind hierbei definiert
als Werte, die mehr als den 1,5fachen bzw. 2,5fachen Interquartilabstand vom

ersten oder dritten Quartil entfernt liegen.
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Abbildung 13: Mikroarray-Daten der muskelspezifischen miRNAs. a) und b) Linke
Spalte: Veranderung der myomiR-Expression zwischen den Zeitpunkten TO und T axu bei
den einzelnen Probandinnen der Mikroarray-Analyse (n=6). Die Werte sind im
Logarithmus dualis aufgetragen. Rechte Spalte: Expression der miRNAs zum Zeitpunkt
Tat relativ. zum Zeitpunkt TO. Kreise markieren Probandinnen, die im ersten
Trainingsblock das moderat-intensive kontinuierliche Training (MICT) durchfiihrten,
Dreiecke markieren Probandinnen, die zunachst das hochintensive Intervalltraining
(HIIT) absolvierten (s. Kapitel 2.4.3). Diese Unterscheidung wird in der Analyse
moglicher Korrelationen zwischen dem miRNA-Akutmuster und den Veranderungen der
physiologischen Parameter nach Abschluss der Trainingsblécke relevant (s. Kapitel 3.3).
IR-: pseudonymisierte Probandinnen-ldentifikationsnummer; hsa-: Homo sapiens; T0:
Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt nach Beendigung der akuten aeroben
Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (*) markiert eine signifikante, (**) eine
hochsignifikante Veranderung zwischen den beiden Zeitpunkten. a) myomiRs mit einer
(hoch)signifikanten Veranderung. Es errechneten sich folgende Fold changes:
miR-1: -4,91 (p =0,008**), miR-133a-3p: -4,54 (p=0,041*), miR-133a-5p: -4,54
(p = 0,006**), miR-133b: -2,76 (p =0,011*), miR-499a-5p: -7,61 (p = 0,046%). Diese
miRNA-Spezies wurden in folgenden qPCR-Experimenten in einer gréBeren Kohorte
(n=29) weiterflhrend analysiert (s. Kapitel 3.2). b) MyomiRs ohne signifikante
Regulation und einer Fold change kleiner Faktor 2. c) Ubersicht tber die Fold changes
aller myomiRs der Mikroarray-Analyse. Hellgraue Box-Plots markieren myomiRs, die in
nachfolgenden gPCR-Experimenten weiter getestet wurden. AusreiBer und Extremwerte
sind nicht dargestellt.
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3.1.1.2 Vergleich der Literaturdaten fiir miR-23a und miR-378a

Zusatzlich zu den myomiRs wurden die Muster von miR-23a sowie miR-378a
analysiert, fir die vor Beginn dieser Arbeit ebenfalls einschlédgige Literaturdaten
vorlagen: Nach einem akuten Ausdauertraining wurde eine Reduktion von
miR-23a(-3p) von Russel et al. (2013), Safdar et al. (2009) und Ringholm et al.
(2011) gemessen. McLean et al. (2015) postulierten eine Zunahme von
miR-378a-5p. Interessanterweise zeigte sich in der vorliegenden Mikroarray-
Analyse eine gegensatzliche Regulation im Vergleich zu den bisher publizierten
Ergebnissen, mit einer signifikanten Abnahme von miR-378a-5p (Fold
change: -1,99; p=0,018") sowie einer nichtsignifikanten Repression von
miR-378a-3p (Fold change: -1,37; p = 0,284) in Antwort auf die Akutbelastung
(s. Abbildung 14a, b). Des Weiteren fiel eine gegensatzliche Regulation der
beiden miR-23a-Strange mit einer hochsignifikanten Reduktion von miR-23a-3p
(Fold change: -2,14; p =0,004**), aber einer signifikanten Zunahme von
miR-23a-5p (Fold change: 2,2; p = 0,017*) auf (s. Abbildung 14a, b). Die Fold
changes sind fur eine bessere Vergleichbarkeit der miRNAs untereinander in
Abbildung 14b in Box-Plots dargestellt. AusreiBer sind wie in Kapitel 3.1.1.1
beschrieben, nicht abgebildet. Auf Grund der widersprichlichen Daten zwischen
den in dieser Arbeit detektierten und in der Literatur beschriebenen Ergebnissen
fir miR-378a-5p sowie der gegensatzlichen Regulation zwischen den beiden
miR-23a-Spezies wurden die Akutmuster von miR-23a-5p sowie miR-378a-5p

nachfolgend mittels gPCR in einer gréBeren Kohorte analysiert (s. Kapitel 3.2).
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Abbildung 14: Mikroarray-Daten fir miR-23a und miR-378a. a) Linke Spalte:
Veranderung der miRNA-Expression von miR-23a-3p/-5p, und miR-378a-3p/-5p
zwischen den Zeitpunkten TO und Takut bei den einzelnen Probandinnen der Mikroarray-
Analyse (n =6). Die Werte sind im Logarithmus dualis aufgetragen. Rechte Spalte:
Expression der miRNAs zum Zeitpunkt Taxut relativ zum Zeitpunkt TO. Es errechneten
sich folgende Fold changes: miR-23a-3p: -2,14 (p =0,004**), miR-23a-5p: 2,2
(p =0,017*), miR-378a-3p: -1,37 (p = 0,284), miR-378a-5p: -1,99 (p = 0,018%). Kreise
markieren Probandinnen, die im ersten Trainingsblock das moderat-intensive
kontinuierliche Training (MICT) durchfiihrten, Dreiecke markieren Probandinnen, die
zunachst das hochintensive Intervalltraining (HIIT) absolvierten (s. Kapitel 2.4.3). Diese
Unterscheidung wird in der Analyse méglicher Korrelationen zwischen dem miRNA-
Akutmuster und den Veranderungen der physiologischen Parameter nach Abschluss der
Trainingsblocke relevant (s. Kapitel 3.3). IR-: pseudonymisierte Probandinnen-
Identifikationsnummer; hsa-: Homo sapiens; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut:
Zeitpunkt nach Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das
Zeichen (*) markiert eine signifikante, (**) eine hochsignifikante Veranderung zwischen
den beiden Zeitpunkten. b) Ubersicht zu den Fold changes von miR-23a-3p/-5p und
miR-378a-3p/-5p. Hellgraue Box-Plots markieren miRNA-Spezies, die in folgenden
gPCR-Experimenten weiter getestet wurden (s. Kapitel 3.2). Ausrei3er und Extremwerte
sind nicht dargestellt.
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3.1.1.3 Vergleich der Literaturdaten fir miR-21, miR-107, miR-128 und
miR-181a

In vorangegangenen Studien war eine Zunahme von miR-21-5p, miR-107,
miR-128(-3p) sowie miR-181a(-5p) bei der belastungsinduzierten Akutantwort
der Skelettmuskulatur beschrieben worden (McGivney et al., 2017; McLean et
al., 2015; Russell et al., 2013; Safdar et al., 2009). Die Analyse dieser miRNAs
zeigte innerhalb des dieser Arbeit zugrundeliegenden Datensatzes eine
signifikante Reduktion von miR-128-3p (Fold change: -6,36; p = 0,018%)
(s. Abbildung 15a, b), jedoch keine Veranderung von miR-128a-1-5p sowie
miR-128a-2-5p (nicht dargestellt). Entgegen den bisherigen Studien zeigte sich
zudem eine Reduktion von miR-21-5p (Fold change: -3,5; p = 0,091), miR-107
(Fold change: -1,63; p=0,191) sowie miR-181a-5p (Fold change: -1,46;
p = 0,25) (s. Abbildung 15a, b). Diese Abnahme war jedoch nicht signifikant. Die
Spezies miR-21-3p sowie miR-181a-3p wiesen hingegen keine
belastungsinduzierte Veranderung auf (Fold change: -1,07 (p = 0,602) bzw. 1,08
(p =0,572)) (s. Abbildung 15a, b). Die Fold changes sind fir eine bessere
Vergleichbarkeit der miRNAs untereinander in Abbildung 15b in Box-Plots
dargestellt. AusreiBer und Extremwerte sind wie in Kapitel 3.1.1.1 beschrieben,
nicht abgebildet.
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Abbildung 15: Mikroarray-Daten fur miR-21, miR-107, miR-128-3p und miR-181a. a)
Linke Spalte: Veranderung der miRNA-Expression zwischen den Zeitpunkten TO und
Tawt in den einzelnen Probandinnen der Mikroarray-Analyse (n = 6). Die Werte sind im
Logarithmus dualis aufgetragen. Rechte Spalte: Expression der miRNAs zum Zeitpunkt
Tawt relativ zum Zeitpunkt TO. Es errechneten sich folgende Fold changes:
miR-128-3p: -6,36 (p=0,018*), miR-21-3p: -1,07 (p=0,602), miR-21-5p: -3,5
(p =0,091), miR-107: -1,63 (p=0,191) sowie miR-181a-3p: 1,08 (p =0,572) und
miR-181a-5p: -1,46 (p =0,25). Kreise markieren Probandinnen, die im ersten
Trainingsblock das moderat-intensive kontinuierliche Training (MICT) durchfiihrten,
Dreiecke markieren Probandinnen, die zunachst das hochintensive Intervalltraining
(HIIT) absolvierten (s. Kapitel 2.4.3). Diese Unterscheidung wird in der Analyse
moglicher Korrelationen zwischen dem miRNA-Akutmuster und den Veranderungen der
physiologischen Parameter nach Abschluss der Trainingsblécke relevant (s. Kapitel 3.3).
IR-: pseudonymisierte Probandinnen-ldentifikationsnummer; hsa-: Homo sapiens; TO:
Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt nach Beendigung der akuten aeroben
Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (*) markiert eine signifikante Veranderung
zwischen den beiden Zeitpunkten. b) Ubersicht zu den Fold changes von miR-128-3p,
miR-21-3p/-5p, miR-107 und miR-181a-3p/-5p. Ausreier und Extremwerte sind nicht
dargestellt.
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3.1.1.4 Vergleich der Literaturdaten fir miR-9 und miR-31

Des Weiteren postulierten Russel et al. (2013) eine Abnahme von miR-9(-5p)
sowie miR-31(-5p) in der Skelettmuskulatur nach einem akuten Ausdauer-
training. Dies konnte in der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Mikroarray-
Analyse nicht verifiziert werden: Es zeigten sich keine signifikanten
Veranderungen von miR-9-3p und miR-9-5p (Fold change: -1,06 (p = 0,573) bzw.
1,14 (p = 0,091)) sowie miR-31-3p und miR-31-5p (Fold change: -1,1 (p = 0,384)
bzw. 1,09 (p = 0,422)) (s. Abbildung 16a, b). Die Fold changes sind fiir eine
bessere Vergleichbarkeit der miRNAs untereinander in Abbildung 16b in Box-
Plots dargestellt. AusreiBer und Extremwerte sind wie in Kapitel 3.1.1.1
beschrieben, nicht abgebildet.
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Abbildung 16: Mikroarray-Daten fiir miR-9 und miR-31. a) Linke Spalte: Veréanderung
der miRNA-Expression zwischen den Zeitpunkien TO und Takst in den einzelnen
Probandinnen der Mikroarray-Analyse (n = 6). Die Werte sind im Logarithmus dualis
aufgetragen. Rechte Spalte: Expression der miRNAs zum Zeitpunkt Tawu relativ zum
Zeitpunkt TO. a) Es errechneten sich folgende Fold changes: miR-9-3p: -1,06
(p =0,573), miR-9-5p: 1,14 (p = 0,091), miR-31-3p: -1,1 (p = 0,384), miR-31-5p: 1,09
(p = 0,422). Kreise markieren Probandinnen, die im ersten Trainingsblock das moderat-
intensive  kontinuierliche Training (MICT) durchfihrten, Dreiecke markieren
Probandinnen, die zunachst das hochintensive Intervalltraining (HIIT) absolvierten
(s. Kapitel 2.4.3). Diese Unterscheidung wird in der Analyse mdglicher Korrelationen
zwischen dem miRNA-Akutmuster und den Verdnderungen der physiologischen
Parameter nach Abschluss der Trainingsblocke relevant (s. Kapitel 3.3). IR-:
pseudonymisierte Probandinnen-ldentifikationsnummer; hsa-: Homo sapiens; TO:
Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt nach Beendigung der akuten aeroben
Belastung (s. Kapitel 2.4.3). b) Ubersicht zu den Fold changes von miR-9-3p/-5p und
miR-31-3p/-5p. Ausreif3er und Extremwerte sind nicht dargestellt.
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3.1.1.5 Vergleich der Literaturdaten fir miR-10a-5p, miR-27a-3p, miR-126-3p
und miR-152-3p
Die physiologische Adaptation in Reaktion auf Ausdauertraining wird
hauptsachlich durch eine Steigerung der oxidativen Kapazitat bestimmt, welche
durch die Erhéhung der mitochondrialen Biogenese, der muskularen
Kapillardichte und der Fettsdureoxidation sowie der Dominanz von Typ I-
Muskelfasern erzielt wird (s. Kapitel 1.1.1). In diese Prozesse scheinen
miR-10a-5p (Wang et al., 2016), miR-27a-3p (Chemello et al., 2019; Chen et al.,
2013; Huang et al., 2012; McLean et al., 2015; Safdar et al., 2011), miR-126-3p
(Fish et al., 2008; Suarez & Sessa, 2009) sowie miR-152-3p (Zhang et al., 2019)
regulatorisch einzugreifen. Aus diesem Grund wurden die Mikroarray-Daten
dieser miRNAs ebenfalls ausgewertet. Hierbei zeigte sich eine hochsignifikante
Abnahme von miR-27a-3p (Fold change: -4,64; p = 0,007**), miR-126-3p (Fold
change: -3,94; p = 0,003**) sowie miR-152-3p (Fold change: -7,82; p = 0,005*).
Fir miR-10a-5p errechnete sich eine Fold change von -4,93 (p = 0,086)
(s. Abbildung 17a, b). Die Fold changes sind flr eine bessere Vergleichbarkeit
der miRNAs untereinander in Abbildung 17b in Box-Plots dargestellt. Ausrei3er
sind wie in Kapitel 3.1.1.1 beschrieben, nicht abgebildet.
Da die Kapazitat der qPCR-Experimente auf Grund der Probenmaterialmenge
begrenzt war, wurde lediglich miR-27a-3p fur die detaillierte Analyse ausgewahlt,
da diese miRNA-Spezies eine Vielzahl der adaptiven Prozesse zu beeinflussen
scheint: Studien legen eine regulatorische Funktion von miR-27a-3p bei der
mitochondrialen Biogenese (McLean et al., 2015; Safdar et al., 2011), der
Fettsadureoxidation (Chemello et al., 2019), der Fasertyp-Konversion (Chemello
et al., 2019) und auch der Muskelregeneration nahe (Chen et al., 2013; Huang et
al., 2012).

79



LY
~—
»

hsa-miR-10a-5p

[¢;]

N

N W

Expression [log(2)]

o

N

& OO0 O N 00 © O

Expression [log(2)]

N

Expression [log(2)]
o N 0o © O

O =2 NWhHh IO N OO

Expression [log(2)]

2
A 1,8
--IR0005 o 16
A IR0008 DR 14
® a 1,2
| __ 4-IR0010 55 1
«A=IR0012 T ©038
3 IR0030 =04 |
«4-IR0042 0,2
T ! 0 T
TO Akut TO Akut
hsa-miR-27a-3p
1,6 ¥
1,4
A --IR0005 8 512
A IR0O008 < 2o
N
A *IR0010 G 508
S w
A «A=IR0012 33 0.6
N IR0030 =04
«4-|R0042 0.2
T 1 0 T
TO Akut TO Akut
hsa-miR-126-3p
1,6 PR
1,4 [
--IR0005 5512
A IRO008 e
N
«-IR0010 S >08
«A=IR0012 TTO06
© 0 |
IR0030 b =04 |
«4-IR0042 02
T ! 0 T
TO Akut TO Akut
hsa-miR-152-3p
1,6 dok
X 1,4
--IR0005 5512
1 A IRO008 g
I «#-IR0010 508
N A-IR0012 Z % 06
N, IRO030 W& S04
«4-IR0042 0.2
T \ 0 T

TO Akut T0 Akut



b)
0,00

2,00 T L T

-4,00

-6,00

Fold change

-8,00 | -

-10,00

miR-10a-5p miR-27a-3p miR-126-3p miR-152-3p

Abbildung 17: Mikroarray-Daten fiir miR-10a-5p, miR-27a-3p, miR-126-3p und
miR-152-3p. a) Linke Spalte: Veranderung der miRNA-Expression zwischen den
Zeitpunkten TO und Takut in den einzelnen Probandinnen der Mikroarray-Analyse (n = 6).
Die Werte sind im Logarithmus dualis aufgetragen. Rechte Spalte: Expression der
miRNAs zum Zeitpunkt Taku relativ zum Zeitpunkt TO. Es errechneten sich folgende Fold
changes: miR-10a-5p: -4,93 (p=0,086), miR-27a-3p: -4,64 (p=0,007""),
miR-126-3p: -3,94 (p = 0,003**) und miR-152-3p: -7,82 (p = 0,005**). Kreise markieren
Probandinnen, die im ersten Trainingsblock das moderat-intensive kontinuierliche
Training (MICT) durchfiihrten, Dreiecke markieren Probandinnen, die zunadchst das
hochintensive Intervalltraining  (HIIT)  absolvierten (s. Kapitel 2.4.3).  Diese
Unterscheidung wird in der Analyse méglicher Korrelationen zwischen dem miRNA-
Akutmuster und den Veranderungen der physiologischen Parameter nach Abschluss der
Trainingsbldcke relevant (s. Kapitel 3.3). Das Zeichen (**) markiert eine hochsignifikante
Veranderung zwischen den beiden Zeitpunkten. IR-: pseudonymisierte Probandinnen-
Identifikationsnummer; hsa-: Homo sapiens; T0: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut:
Zeitpunkt nach Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3). b)
Ubersicht zu den Fold changes von miR-10a-5p, miR-27a-3p, miR-126-3p und
miR-152-3p. Hellgraue Box-Plots markieren miRNA-Spezies, die in folgenden gPCR-
Experimenten weiter getestet wurden (s. Kapitel 3.2). AusreiBer und Extremwerte sind
nicht dargestellt.
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3.1.2 Identifikation stark regulierter miRNAs bei der
belastungsinduzierten Akutantwort der Skelettmuskulatur

In der Mikroarray-Untersuchung wurden insgesamt 2010 Vorlaufer- sowie 2592
reife miRNAs in den Skelettmuskelbiopsien detektiert. Die Vorlaufer-miRNAs
wurden dabei in dieser Arbeit nicht in die weitere Analyse inkludiert. In
Mikroarray-Analysen wird haufig eine Fold change mit dem Faktor = 2 flr die
Definition unterschiedlicher Expression gewahlt (Zhao et al., 2018). Dieses
Kriterium erflllten in der vorliegenden Studie 326 miRNAs, weshalb ein
Grenzwert von = 4,5 bzw. < -4,5 als Einschlusskriterium festgelegt wurde. Diese
Definition orientierte sich auf der einen Seite daran, eine handhabbare Anzahl an
miRNAs fir die weitere Analytik zu generieren, auf der anderen Seite birgt ein zu
hoher Schwellenwert die Gefahr, miRNAs, die tatsachlich an der
Trainingsadaptation beteiligt sind, frihzeitig aus der weiteren Analyse aus-
zuschlieBen und somit signifikante Beziehungen zwischen dem miRNA-
Akutmuster und den physiologischen Trainingseffekten zu Gbersehen. Durch das
gewahlte Einschlusskriterium reduzierte sich die Anzahl der miRNAs fir die
weiterfhrenden Analysen auf 55, von denen 20 induziert und 35 reprimiert waren
(s. Tabelle 8, Abbildung 18). Die entsprechenden Veranderungen waren flr alle

dieser miRNAs signifikant.

miRNA TO (log(2)) Takut (log(2)) Fold change

hsa-miR-5189-3p 9,16 0,8 -356,42
hsa-miR-2115-5p 7,54 0,65 -134,84
hsa-miR-6808-3p 6,13 0,73 -43,36
hsa-miR-6806-3p 4,77 0,63 -19,12

hsa-miR-4330 4,24 0,56 -16,64
hsa-miR-101-5p 4.1 0,65 -11,54

hsa-miR-4635 3,72 0,7 -10,8
hsa-miR-30e-3p 4,97 2,11 -10,49
hsa-miR-152-3p 6,71 4,44 -7,82
hsa-miR-199a-5p 4,66 2,12 -7,69
hsa-miR-499a-5p 3,63 1,64 -7,61
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miRNA TO (log(2)) Takut (log(2)) Fold change

hsa-miR-18a-5p 5,67 3,74 -7,39
hsa-miR-30a-3p 7,29 4,83 -7,15
hsa-miR-660-5p 3,6 1,23 -7,06
hsa-miR-29c-3p 3,14 1,29 -6,91
hsa-miR-30e-5p 4,86 2,35 -6,87
hsa-miR-497-5p 3,12 1,12 -6,46
hsa-miR-128-3p 6,07 3,92 -6,36
hsa-miR-489-3p 4,5 2,73 -6,19
hsa-miR-4663 2,83 0,79 -5,85
hsa-miR-199a-3p 7,62 5,42 -5,80
hsa-miR-199b-3p 7,62 5,42 -5,80
hsa-miR-192-5p 3,40 1,97 -5,36
hsa-miR-363-3p 4,15 2,115 -5,36
hsa-miR-19b-3p 7,93 5,71 -5,33
hsa-miR-22-5p 3,53 1,90 -5,26
hsa-miR-15a-5p 5,86 3,73 -5,12
hsa-miR-10a-5p 3,5 1,75 -4,93
hsa-miR-1 10,22 8,12 -4,91
hsa-miR-106b-5p 7,91 6,45 -4,77
hsa-miR-3175 2,16 2,04 -4,74
hsa-miR-362-5p 3,75 2,68 -4,69
hsa-miR-27a-3p 8,21 6,22 -4,64
hsa-miR-4306 3,06 2,04 -4,57
hsa-miR-133a-5p 6,97 4,98 -4,54
hsa-miR-8089 3,13 4,99 4,60
hsa-miR-3188 2,75 4,48 4,62
hsa-miR-939-5p 1,76 3,67 4,65
hsa-miR-197-5p 3,75 5,725 4,85
hsa-miR-6124 3,57 5,475 4,92
hsa-miR-1229-5p 2,66 4,60 4,97

83



miRNA TO (log(2)) Takut (log(2)) Fold change

hsa-miR-7151-3p 1,05 3,3 5,08

hsa-miR-2110 2,77 4,72 5,57
hsa-miR-6848-5p 2,48 4,69 5,60
hsa-miR-6831-5p 4,78 6,53 5,64
hsa-miR-7109-5p 3,60 5,70 5,66
hsa-miR-4667-5p 2,69 4,68 5,74
hsa-miR-7162-3p 1,53 3,93 6,15
hsa-miR-132-3p 1,86 4,25 6,46
hsa-miR-155-5p 0,97 3,605 7,32
hsa-miR-1226-5p 1,26 4,25 8,32

hsa-miR-7641 4,055 5,46 17,34
hsa-miR-6846-5p 1,53 6,12 24,37
hsa-miR-4743-5p 2,42 7,98 47,98

hsa-miR-4505 6,08 11,44 49,64

Tabelle 8: Ubersicht iiber stark regulierte miRNAs bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur in der Mikroarray-Analyse. Aufgelistet sind alle
miRNAs, die bei der Mikroarray-Analyse (n = 6) eine Veradnderung der Expression um
den Faktor = 4,5 bei der Akutantwort der Skelettmuskulatur aufwiesen. Angegeben sind
die Werte zum Zeitpunkt TO und Taks im Logarithmus dualis (berechnet durch die
Transcriptome Analysis Console (TAC), Version 4.0.2.15, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Rot markierte miRNAs wurden in den anschlieBenden gqPCR-
Experimenten weiter untersucht. TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Takut: Zeitpunkt nach
Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); hsa-: Homo sapiens.
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reprimierte miRNAs induzierte miRNAs

hsa-miR-1 hea-miRk-43035
hsa-miR-10a-5p hsa-miR-4743.5
hsa-mif-15a-bp I ’
hsa-miR-22-5p hsa-miR-6846-5p
hsa-miR-19b-3p hsa-miR-T641
hsa-miR-363-3p hsa-miR-1226-5
hsa-miR-192-5p i i
hsa-miR-199b-3p hsa-miR-153-0p
hsa-miR-189a-3p hsa-miR-132-3p
hsa-miR-4663 .
hsa-miR-489-3p hsamfﬂ-ﬁﬁ:z&p
hsa-miR-128-3p hsa-miR-4667-5p
hsa-miR-497-5p hsa-miR-7109-5p
hza-miR-30e-5p ;
hsa-miR-29c-3p hsa-miR-6331-5p
hsa-miR-660-5p hsa-miR-6348-5p
hsa-mik-30a-3p hsa-miR-2110

hsa-miR-18a-5p :
hsa-miR-499a-5p hsa-miR-7151-3p

hsa-miR-19%a-5p hsa-miR-1229-5p

hsa-miR-152-3p hsa-miR-6124
hsa-mik-30e-3p
hsa-miR-4635 hsa-miR-197-5p
hsa-miR-101-5p hsa-miR-939-5p
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Abbildung 18 : Ubersicht der induzierten und reprimierten miRNAs bei der belastungsinduzierten Akutantwort der
Skelettmuskulatur in der Mikroarray-Analyse. Aufgelistet sind alle miRNAs, die bei der Mikroarray-Analyse (n = 6) eine Verédnderung der
Expression um den Faktor =4,5 bei der Akutantwort der Skelettmuskulatur aufwiesen. Links sind die bei der Akutantwort der
Skelettmuskulatur reprimierten miRNAs dargestellt. Die miRNA-Spezies miR-5189-3p und miR-2115-5p wurden zur besseren Darstellung
in der Abbildung nicht abgebildet. Rechts sind die bei der Akutantwort der Skelettmuskulatur induzierten miRNAs dargestellt. Hsa-: Homo
sapiens.



3.1.3 Korrelation zwischen der trainingsinduzierten AVO:max und den

belastungsinduzierten miRNA-Akutmustern der Mikroarray-Analyse
Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war es, die Veranderung des miRNA-Profils
in Zusammenhang mit physiologischen Trainingseffekten zu setzen. Daher
wurde die durch eine akute Ausdauerbelastung induzierte Expressionséanderung
derjenigen miRNAs, die Tabelle 8 entnommen werden kénnen, mit der AVO2max,
die durch ein sechswdchiges Ausdauertraining erzielt wurde (AVO2max T0/T1),
korreliert. Die VO2max-Daten der sechs Probandinnen der Mikroarray-Analyse
sind in Tabelle 9 aufgeflihrt.

Probandinnen- VOa2max.T0O  VO2max. AVOzmax. 1. Trainings-
ID [mi/kgxmin] T1 TO/T1 block
[mI/kgxmin]  [ml/kgxmin]

IR0005 33,2 38,9 5,7 MICT
IR0008 32,8 37,6 4,8 HIT
IR0010 30,7 34,0 3,3 MICT
IR0012 29,2 33,2 4,0 HIT
IR0030 33,5 36,2 2,7 MICT
IR0042 30,8 35,0 4,2 HIT
Mw 31,7 35,9 4,1

SD + 1,6 2,0 1,0

Tabelle 9: VO.max-Daten der Probandinnen der Mikroarray-Analyse. Aufgelistet
sind die VO.max-Werte [ml/kgxmin] vor Beginn der Studie (VO.max T0), nach
Beendigung des ersten Trainingsblocks (VO.max T1) sowie die Veranderung der
VOzmax zwischen den Zeitpunkten TO und T1 (AVO.max TO/T1) der sechs
Probandinnen, deren Skelettmuskelbiopsien mittels Mikroarray analysiert wurden.
VOzmax: maximale Sauerstoffaufnahme; IR-: pseudonymisierte Probandinnen-
Identifikationsnummer; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; MICT: moderat-
intensives  kontinuierliches Training; HIIT: hochintensives Intervalltraining. Die
Unterscheidung der beiden Trainingsmodalitdten wird in der Analyse mdglicher
Korrelationen zwischen dem miRNA-Akutmuster und den Veranderungen der
physiologischen Parameter nach Abschluss der Trainingsblécke relevant (s. Kapitel 3.3).



GemaB den Berechnungen der freiverfligbaren Software G*Power v. 3.1.9.7
(Faul et al., 2007) wurde eine starke Korrelation ab einem Korrelations-
koeffizienten von r = 2 0,7 bzw. r = < -0,7 angenommen (s. Tabelle 10).

n Irl n Irl
5 0,8 12 0,5
6 0,7 13 0,5
7 0,7 14 0,5
8 0,6 15 0,4
9 0,6 16 0,4
10 0,6

11 0,5 29 0,3

Tabelle 10 Berechnung des Grenzwertes fiir den Korrelationskoeffizienten r. Fir
die Korrelationsanalysen wurde der Schwellenwert des Korrelationskoeffizienten r nach
Spearman mit Hilfe der Software G*Power v. 3.1.9.7 berechnet (Faul et al., 2007). Diese
berechnet den Schwellenwert fur r, ab welchem eine starke Korrelation angenommen
werden kann, in Abhangigkeit der Anzahl der Testpersonen n.

Hierdurch wurden zehn miRNAs detektiert, die eine starke Korrelation mit der
AVOz2max T0/T1 aufwiesen. Die Verénderung von sechs miRNAs (miR-15a-5p,
miR-19b-3p, miR-3175, miR-4306, miR-7151-3p, miR-7641) korrelierte dabei
positiv. mit dem Trainingseffekt, vier miRNAs (miR-4667-5p, miR-4743-5p,
miR-6831-5p, miR-7109-5p) zeigten eine negative Korrelation. Signifikant waren
diese Korrelationen hierbei fir miR-19b-3p, miR-4667-5p, miR-6831-5p sowie
miR-7109-3p (s. Tabelle 11, Abbildung 19a).

Neun miRNAs (miR-18a-5p, miR-132-83p, miR-155-5p, mIiR-197-5p,
miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-199b-3p, mIiR-497-5p, mMIiR-4330)
unterschritten den festgelegten Schwellenwert geringfligig (r =[0,6; 0,7) bzw.
r=(-0,7; -0,6]) und kdnnten daher ebenfalls interessante Kandidaten als
molekulare Marker fir die Vorhersage der individuellen Trainingsreaktion
darstellen (s. Tabelle 11, Abbildung 19b).
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MiRNA Korrelationskoeffizient r p-Wert
nach Spearman
hsa-miR-15a-5p 0,77 0,072
hsa-miR-18a-5p 0,6 0,208
hsa-miR-19b-3p 0,89 0,019*
hsa-miR-132-3p 0,6 0,208
hsa-miR-155-5p 0,66 0,156
hsa-miR-199a-3p 0,6 0,208
hsa-miR-199a-5p 0,6 0,208
hsa-miR-199b-3p 0,6 0,208
hsa-miR-497-5p 0,6 0,208
hsa-miR-3175 0,77 0,072
hsa-miR-4306 0,71 0,111
hsa-miR-7151-3p 0,77 0,072
hsa-miR-7641 0,71 0,111
hsa-miR-197-5p -0,6 0,208
hsa-miR-4330 -0,6 0,208
hsa-miR-4667-5p -0,94 0,005**
hsa-miR-4743-5p -0,77 0,072
hsa-miR-6831-5p -0,83 0,042*
hsa-miR-7109-5p -0,89 0,019*

Tabelle 11: Korrelation zwischen der AVO.maxT0/T1 und den
belastungsinduzierten miRNA-Akutmustern der Mikroarray-Analyse. Ein
Korrelationskoeffizient nach Spearman von r=20,7 bzw. <-0,7 zeigt eine starke
Korrelation zwischen der AVO.max T0/T1 und der Veréanderung der miRNA-Expression
an. Eine maBig starke Korrelation entspricht einem Korrelationskoeffizienten vonr = [0,6;
0,7) bzw. r=(-0,7; -0,6]. Ein (*) markiert eine signifikante, ein (**) markiert eine
hochsignifikante Korrelation. Rot markierte miRNAs wurden in den anschlieBenden
gPCR-Experimenten weiterfiihrend analysiert. AVO.max TO/T1: Veradnderung der
maximalen Sauerstoffaufnahme [ml/kgxmin] zwischen Trainingsbeginn (T0) und
Beendigung des ersten Trainingsblocks (T1); hsa-: Homo sapiens.
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Abbildung 19: Korrelation zwischen der AVO.maxTO/T1 und den
belastungsinduzierten miRNA-Akutmustern der Mikroarray-Analyse. a) Dargestellt
sind die Regressionsgeraden der miRNAs, die eine starke Korrelation (r == 0,7 bzw.
<-0,7) mit der AVO.max TO/T1 [ml/kgxmin] aufwiesen. b) Dargestellt sind die
Regressionsgeraden der miRNAs, die eine maBig starken Korrelation (r = [0,6; 0,7) bzw.
r = (-0,7; -0,6]) mit der AVO.max TO/T1 [ml/kgxmin] zeigten. Die r- sowie p-Werte jeder
miRNA kdnnen den Graphen entnommen werden. Kreise markieren Probandinnen, die
im ersten Trainingsblock das moderat-intensive kontinuierliche Training (MICT)
durchfilhrten, Dreiecke markieren Probandinnen, die zundchst das hochintensive
Intervalltraining (HIIT) absolvierten (s. Kapitel 2.4.3). Diese Unterscheidung wird in der
Analyse mdoglicher Korrelationen zwischen dem miRNA-Akutmuster und den
Veranderungen der physiologischen Parameter nach Abschluss der Trainingsblécke
relevant (s. Kapitel 3.3). AmiR-: Veradnderung der miRNA-Expression in der
Skelettmuskulatur in Antwort auf eine einzelne aeroben Belastung; AVO.max T0/T1:
Veradnderung der maximalen Sauerstoffaufnahme zwischen den Zeitpunkten vor
Trainingsbeginn (TO) und nach Beendigung des ersten Trainingsblocks (T1); r:
Spearmansche  Korrelationskoeffizient; IR-: pseudonymisierte  Probandinnen-
Identifikationsnummer: «IR0005, «IR0010, «IR0030, [IR0008, AIR0012, AIR00042.
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3.1.4 KEGG-Signalweganalyse der stark regulierten miRNAs bei der
belastungsinduzierten Akutantwort der Skelettmuskulatur

In der Mikroarray-Analyse wurden 55 miRNAs detektiert, die eine starke
Regulation bei der Akutantwort der Skelettmuskulatur aufwiesen. Mit Hilfe der
Datenbank TarBase v7.0 der Online-Plattform DIANA-miRPath v3.0 (Vlachos et
al., 2015) sollte die Funktion dieser miRNAs naher charakterisiert werden.
DIANA-TarBase v7.0 ist die groBte katalogisierte Datenbank von experimentell
validierten miRNA-mRNA-Interaktionen erganzt mit detaillierten Metadaten.
DIANA-TarBase v7.0 umfasst dabei mehr als 600.000 experimentell verifizierte
miRNA-Gen-Interaktionen, die 24 Spezies und 356 verschiedene Zelltypen
umfassen (Vlachos et al., 2015). Zudem ermdglicht es DIANA-TarBase v7.0 den
Nutzern, positive oder negative experimentelle Ergebnisse, die verwendete
experimentelle Methodik sowie die experimentellen Versuchsbedingungen
einschlieBlich der analysierten Zelltypen/Geweben leicht zu identifizieren
(Vlachos & Hatzigeorgiou, 2017). Daher wurde dieser Algorithmus in dieser
Arbeit angewandt. Eine Korrektur der Falscherkennungsrate wurde in jeder
Analyse auf Grund der tausenden analysierten miRNA-Gen-Interaktionen

mitdurchgefihrt.

In Reaktion auf einen akuten Belastungsreiz wurden 20 miRNAs in der
Skelettmuskulatur induziert. Die DIANA-TarBase-Analyse identifizierte hiervon
drei miRNAs, die regulatorisch in die Fettsdurebiosynthese (miR-1226-5p,
miR-2110) und den Fettsduremetabolismus (miR-155-5p, miR-1226-5p,
miR-2110) einzugreifen scheinen sowie zwei mMiRNAs (miR-197-5p und
miR-132-3p), die an der O-Glykanbiosynthese regulatorisch mitwirken kdnnten
(s. Tabelle 12) (Vlachos et al., 2015).
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Signalweg p-Wert Gene miRNA

1. | Fettsdurebiosynthese <1e325 2 -2110

(hsa00061) -1226-5p

2. | Fettsauremetabolismus 4,10e M 9 -155-5p

(hsa01212) -1226-5p

-2110

3 | O-Glykanbiosynthese - 0,0018 5 -132-3p

andere Typen -197-5p
(hsa00514)

Tabelle 12: KEGG-Signalweganalyse der in der Mikroarray-Analyse induzierten
miRNAs. Die Signalweganalyse wurde mit Hilfe der Datenbank TarBase v7.0 der
Online-Plattform DIANA-miRPath v3.0 durchgefihrt (Vlachos et al., 2015). KEGG: Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes; (hsa-): KEGG-Signalweg-ldentifikationsnummer.

In der Akutantwort der Skelettmuskulatur wurden zudem 35 miRNAs reprimiert,
welche Zielgene in insgesamt 23 Signalwegen aufwiesen (s. Tabelle 13) (Vlachos
et al., 2015). Von diesen miRNAs wurden mittels DIANA-TarBase-Analyse 21
miRNAs identifiziert (Vlachos et al., 2015), die regulatorisch in Signalwege
einzugreifen scheinen, die in vorherigen Studien mit der Trainingsanpassung in
Verbindung gebracht wurden. Spezifisch sind diese miRNAs wiederum an der
Regulation von Fettsdaurebiosynthese und Fettsduremetabolismus beteiligt.
Dartber hinaus ist die Beteiligung dieser miRNAs an Signalwegen, die die
Proteinsynthese und -degradation regulieren (TGFB-, FOXO-, sowie Hippo-
Signalweg) in Zusammenhang mit Prozessen der Trainingsanpassung
interessant (De Angelis et al., 1998; Goodman et al., 2015; Judson et al., 2012;
Liu et al., 2001; Liu et al., 2004; Sandri et al., 2004; Sartori et al., 2009; Stitt et
al., 2004). Zudem zeigten zwdlf miRNAs eine Beteiligung am p53-Signalweg,
welcher Uber die Stimulation der mitochondrialen Biogenese zu einer
gesteigerten oxidativen Kapazitat fihrt (Hu et al., 2010; Park et al., 2009; Saleem
et al., 2014; Saleem & Hood, 2013; Wang et al., 2012) (s. Kapitel 1.1.2.2)
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Signalweg p-Wert | Anzahl | miRNA
Gene
Prionen-Erkrankungen <16e325 18 -22-5p -27a-3p
(hsa05020) -30a-3p -30e-3p
-106b-5p | -192-5p
Fettsdurebiosynthese <16e325 5 -10a-5p | -15a-5p
(hsa00061) -27a-3p -29¢-3p
-30e-5p | -199b-5p
-199a-3p
Fettsauremetabolismus <1632 22 -10a-5p | -15a-5p
(hsa01212) -27a-3p -29¢-3p
-30e-5p | -199a-3p
-199b-3p | -363-3p
-660-5p
ECM-Rezeptor-Interaktion <16e325 43 -22-5p -19b-3p
(hsa04512) -27a-3p -29¢-3p
-30a-3p -30e-3p
-101-5p | -199a-5p
-497-5p
Virale Karzinogenese | E e 121 -15a-5p | -18a-5p
(hsa05203) 19b-3p | -22-5p
-27a-3p -29¢-3p
-30a-3p -30e-3p
-30e-5p -362-5p
-2115-5p
Hippo-Signalweg <16e325 100 -10a-5p | -15a-5p
(hsa04390) -18a-5p -22-5p
-29¢-3p -30a-3p
-30e3p | -192-5p
-199a-5p | -497-5p
Proteoglykane in Krebs S 140 -15a-5p | -19b-3p
(hsa05205) -22-5p -30a-3p
-29¢-3p -30e-5p
-30e-3p -27a-3p
-106b-5p | -199a-3p
-199a-5p | -497-5p
Lysin-Degradation 9,24¢807 -15a-5p | -18a-5p
(hsa00310) -22-5p -29¢-3p
-30a-3p -30e-3p
-30e-5p | -106b-5p
-192-5p | -497-5p
-660-5p | -2115-5p
Zellzyklus 1,19e03 82 -15a-5p | -18a-5p
(hsa04110) -27a-3p | -30a-3p
-30e-3p -30e-5p
-101-5p | -106b-5p
-192-5p | -499a-5p
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Signalweg p-Wert | Anzahl | miRNA
Gene

10 | p53-Signalweg 6,199:03 46 -15a-5p | -18a-5p
(hsa04115) -19b-3p -27a-3p
-29¢-3p -30a-3p
-30e-3p -30e-5p
-106b-5p | -497-5p
-499a-5p | -660-5p
11 | Adhasionsverbindungen 9,10803 52 -15a-5p -22-5p
(hsa04520) -27a-3p -30e-5p
-106b-5p | -199a-5p
-362-5p | -497-5p
12 | TGFB-Signalweg (hsa04350) | 1,36%02 50 -15a-5p | -18a-5p
-19b-3p -27a-3p
-30a-3p -30e-3p
-106b-5p | -199a-5p

-497-5p
13 | Steroidbiosynthese 1,87°01 10 -18a-5p | -29c¢c-3p
(hsa00100) -30a-3p -30e-3p
-199a-3p | -192-5p
-362-5p | -199b-3p
14 | Hepatitis B 84 -15a-5p | -19b-3p
(hsa05161) 05 -27a-3p -29¢-3p
2,86e 30a-3p | -30e-3p
-106b-5p | -497-5p
14 | chronisch-myeloische 3,03e%3 51 -19b-3p | -27a-3p
Leukamie -29¢-3p -30a-3p
(hsa05220) -30e-3p -101-5p
-106b-5p | -497-5p
15 | Signalwege in Krebs 5,549 | 185 -18a-5p | -27a-3p
(hsa05200) -30a-3p -30e-3p
-30e-5p | -101-5p
-106b-5p | -497-5p
16 | Proteinprozessierung im 0,0004 109 -15a-5p -22-5p
endoplasmatischen -27a-3p -30e-5p
Retikulum -106b-5p | -497-5p

(hsa04141)

17 | Gliom 0,0012 39 -19b-3p | -27a-3p
(hsa05214) -106b-5p | -497-5p
18 | kolorektales Karzinom 0,0053 45 -19b-3p -27a-3p
(hsa05210) -29¢-3p -30e-5p
-101-5p | -106b-5p
-192-5p | -199a-5p

-497-5p
19 | FOXO-Signalweg 0,0057 79 -19b-3p | -27a-3p
(hsa04068) -29¢-3p -30a-3p
-30e-3p | -106b-5p

-497-5p
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Signalweg p-Wert | Anzahl | miRNA
Gene
20 | Muzin-Typ O- 0,0086 12 -27a-3p | -30a-3p
Glykanbiosynthese -30e-3p | -30e-5p
(hsa00512)
21 | Oozyten Meiose 0,0101 59 -15a-5p | -27a-3p
(hsa04114) -30e-5p | -101-5p
22 | Prostatakarzinom 0,017 60 -15a-5p -19b-3p
(hsa05215) -27a-3p -30e-3p
-101-5p | -106b-5p
-497-5p

Tabelle 13: KEGG-Signalweganalyse der in der Mikroarray-Analyse reprimierten
miRNAs. Die Signalweganalyse wurde mit Hilfe der Datenbank TarBase v7.0 der
Online-Plattform DIANA-miRPath v3.0 durchgefihrt (Vlachos et al., 2015). KEGG: Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes; TGFf: transforming growth factor 3; FOXO:
Forkhead-Box-Protein O;
Identifikationsnummer.

Extrazellularmatrix;

(hsa-):

KEGG-Signalweg-
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3.2 qPCR-Analyse

3.2.1 Auswahl der zu analysierenden miRNAs

Die Mikroarray-Analyse bildete die Grundlage fUr die Planung der weiteren
gPCR-Experimente. In einem nachsten Schritt wurden daher 19 miRNAs, welche
alle im Mikroarray in signifikantem MafBe reguliert waren, in einer gréBeren
Kohorte (n =29) untersucht. Die Auswahl wurde basierend auf den folgenden
Kriterien getroffen: Die myomiRs miR-1, miR-133a-3p, miR-133a-5p, miR-133b
sowie miR-499a-5p wiesen alle eine (hoch)signifikante Reduktion mit einer Fold
change zwischen -2,34 und -7,61 auf (s. Kapitel 3.1.1.1). Darlber hinaus sind sie
mafgeblich an der Regulation des muskuldaren Phéanotyps beteiligt
(s. Kapitel 1.2.2). Da in der Auswertung der Mikroarray-Daten nicht zwischen
miR-1-3p und miR-1-5p unterschieden wird, jedoch miR-1-3p die ,dominant®
prozessierte mMiRNA-Spezies darstellt, wurde diese fir die qPCR-Analyse
ausgewahlt. Die beiden miRNA-Spezies miR-23a-5p und miR-378a-5p wiesen
ebenfalls eine signifikante Regulation bei der Akutantwort auf (s. Kapitel 3.1.1.2).
Die Abnahme der Expression von miR-378a-5p stand hierbei im Widerspruch zu
einschlagigen Literaturdaten (McLean et al., 2015). Dardber hinaus scheint
miR-378a-5p an der Regulation der mitochondrialen Biogenese beteiligt zu sein
(Carrer et al., 2012; Eichner et al., 2010; Safdar et al., 2009) (s. Kapitel 1.2.3).
Des Weiteren wurde miR-23a-5p weiterfihrend analysiert. In bisherigen Studien
wurde bis zu diesem Zeitpunkt insbesondere eine Veranderung der als dominant
betrachteten miRNA-Spezies miR-23a-3p in Reaktion auf eine akute Belastung
beschrieben (Nielsen et al., 2010; Russell et al., 2013; Safdar et al., 2009).
Jedoch deuten etliche Studien darauf hin, dass bei einer Vielzahl an miRNA-
Spezies die Strangauswahl in hohem MaBe kontextabhangig (zum Beispiel in
Abhangigkeit des Zelltyps oder Entwicklungsstadiums) zu erfolgen scheint (W.
Hu et al., 2014; Marco et al., 2010; Zhou et al., 2010). Daher wurde in dieser
Arbeit miR-23a-5p weiterfihrend untersucht, um zu Uberprifen, ob der
,Passagierstrang“ ebenfalls bei der Akutantwort differenziell exprimiert wird.
MiR-27a-3p wurde ebenfalls auf Grund der signifikanten Veranderung bei der
Akutantwort der Skelettmuskulatur (s. Kapitel 3.1.1.5) sowie der vielseitigen

regulatorischen Funktionen, die die trainingsinduzierte Adaptation beeinflussen
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kénnten (Chemello et al., 2019; Chen et al., 2013; Huang et al., 2012; McLean et
al., 2015; Safdar et al., 2011), in die folgenden qPCR-Experimenten inkludiert.
Elf weitere miRNAs wurden infolge der Korrelation zwischen ihren Akutmustern
und der AVOzmax TO/T1 ausgewahlt (s. Kapitel 3.1.3). Zu Beginn der
vorliegenden Arbeit existierte bereits eine Reihe von wissenschaftlichen Studien,
die die Funktion von miR-15a-5p (Sun et al., 2013; Yin et al., 2012), miR-18a-5p
(Chen et al., 2020; Liu et al., 2018; van de Worp et al., 2018), miR-19b-3p (Kong
et al.,, 2019; Margolis et al., 2018; Massart et al., 2021; Rivas et al., 2021),
miR-132-3p (Ucar et al., 2012; Zhang et al., 2014), miR-155-5p (Gu et al., 2014;
Seok et al., 2011), miR-199a-3p und -5p (Alexander et al., 2013; Chen et al.,
2020; Jia et al., 2013; Joris et al.,, 2018; Zacharewicz et al., 2014) sowie
miR-497-5p (Sato et al., 2014; Su et al., 2017; Wei et al., 2016) evaluierten. Die
entsprechenden Ergebnisse sprachen daflir, dass diese miRNAs angesichts
ihrer funktionellen Eigenschaften vielversprechende Kandidaten als molekulare
Marker der Trainingsreaktion darstellen kdnnten. Darlber hinaus wurden drei
weitere miRNAs (miR-4330, miR-4743-5p und miR-7151-3p), deren Akutmuster
ebenfalls mit der AVO2max TO/T1 korrelierten (s. Kapitel 3.1.3), ausgewahlt.
Hierbei stellte miR-4743-5p die am starksten induzierte, miR-4330 die am
starksten supprimierte miRNA dar, die eine Korrelation mit der AVO2max TO/T1
aufwies (s. Tabelle 8 und 11). Die Akutmuster von vier miRNAs zeigten eine
starke positive Korrelation (r 2 0,7) mit der AVO2max T0/T1, wobei miR-7151-3p
die einzige miRNA war, die induziert wurde (s. Tabelle 8 und 11). Daher wurde
diese miRNA in die gPCR-Experimente eingeschlossen, um das Spektrum der
bei der Akutantwort induzierten miRNAs zu erweitern. Darlber hinaus
ermdglichte die Wahl dieser drei miRNAs, das Verstandnis Uber neue, bisher
weitgehend unerforschte miRNA-Spezies zu erweitern.

3.2.2 Auswahl der Referenz-miRNAs

Die Berechnung der relativen Expression einer Ziel-miRNA mittels gPCR basiert
auf der Verwendung von Referenz-miRNAs als endogene Kontrollen. Diese
sollten unter den Versuchsbedingungen konstante Ct-Werte aufweisen,
andernfalls wirden sie zu einer unzuverlassigen Quantifizierung flhren
(Fashakin et al., 1986). Zuverldssige Referenz-miRNAs kdnnen durch
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Algorithmen wie geNorm (Vandesompele et al., 2002), NormFinder (Andersen et
al., 2004), BestKeeper (Pfaffl et al., 2004) und der vergleichenden delta-Ct-
Methode (Silver et al., 2006) ermittelt werden, die die Stabilitat von zellularen
Nukleinsduren anhand der Varianz der Ct-Werte unter den einzelnen
experimentellen Bedingungen bewerten (Freitas et al., 2019).

In dieser Arbeit wurden die geeigneten Referenz-miRNAs mit Hilfe des
Programms RefFinder (Xie et al., 2012) analysiert. Dieses integriert die
Ergebnisse der derzeit verfligbaren Berechnungsprogramme (geNorm
(Vandesompele et al., 2002), NormFinder (Andersen et al., 2004), BestKeeper
(Pfaffl et al., 2004), vergleichende delta-Ct-Methode (Silver et al., 2006)), um eine
Rangfolge der untersuchten PCR-Produkte zu erstellen. Die miRNAs werden
entsprechend den Ergebnissen dieser Programme gewichtet und das
geometrische Mittel aus den Analysen gebildet. Je niedriger das geometrische
Mittel ist, desto ,stabiler® wird die Expression dieser miRNA von RefFinder
eingestuft.

Fir diese Arbeit wurden miR-423-3p und SNORD49 als Referenz-miRNAs
ausgewahlt, die gemittelt Uber alle vier Algorithmen die zuverlassigsten
Ergebnisse erzielten (s. Tabelle 14). Als dritte Referenz-miRNA wurde
SNORDA48a eingesetzt. Diese war in der von RefFinder erstellten Rangfolge im
mittleren Bereich eingeordnet (s. Tabelle 14, Abbildung 20), jedoch zeigte sich in
allen Programmen eine gute Stabilitat dieser miRNA. NormFinder und geNorm
wiesen einen Stabilitatsfaktor < 1 auf. Je niedriger dieser Wert ist, desto groBer
ist die Stabilitdt des entsprechenden Molekulls in den analysierten Proben
(Andersen et al., 2004; Sarker et al., 2018; Vandesompele et al., 2002). Das
Programm BestKeeper ermittelt die Stabilitat Gber die SD. Diese betrug 0,86,
wobei ein Wert < 1 fir eine stabile Expression spricht (Kéhsler et al., 2020; Pfaffl
et al., 2004). Des Weiteren wurde SNORDA48a bei einer Vielzahl von Studien als
Referenz-miRNA eingesetzt, die die trainingsinduzierte miRNA-Antwort im
Skelettmuskel untersuchten (Davidsen et al., 2011; Margolis et al., 2017; Nielsen
et al.,, 2010; Russell et al.,, 2013). Dies war ein weiteres Kriterium dafur,
SNORDA48a als dritte Referenz-miRNA in dieser Studie auszuwahlen.
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Rangfolge stabil > weniger stabil

Methode 1 2 3 4 5

miRNA miRNA miRNA miRNA miRNA
Delta-CT -432-3p -27a-3p SNORD49 | -497-5p SNORD48a
BestKeeper | SNORD49 -27a-3p -423-3p -497-5p SNORD48a
NormFinder | -423-3p -27a-3p SNORD49 | -378a-5p | SNORD48a
geNorm -199a-3p -497-5p -423-3p SNORD49

-199a-5p
RefFinder |-423-3p SNORD49 | -27a-3p -497-5p | -199a-5p
Methode 6 7 8 9 10

miRNA miRNA miRNA miRNA miRNA
Delta-CT -199a-5p -199a-3p -15a-5p -378a-5p | -18a-5p
BestKeeper | -378a-5p -199a-5p -199a-3p -15a-5p -18a-5p
NormFinder | -497-5p -199a-5p -15a-5p -199a-3p | -18a-5p
geNorm SNORD48a | -27a-3p -15a-5p -18a-5p -23a-5p
RefFinder | -199a-3p SNORD48a | -378a-5p | -15a-5p | -18a-5p
Methode 11 12 13 14 15

miRNA miRNA miRNA miRNA miRNA
Delta-CT -23a-5p -133a-5p -499a-5p U6 -133b
BestKeeper | -23a-5p -133a-5p -499a-5p -1-3p -133b
NormFinder | -23a-5p -133a-5p -499a-5p U6 -133b
geNorm -378a-5p U6 -133a-5p -499a-5p | -133b
RefFinder | -23a-5p -133a-5p -499a-5p | U6 -133b
Methode 16 17 18

miRNA miRNA miRNA
Delta-CT -1-3p -133a-3p -155-5p
BestKeeper |-133a-3p -155-5p U6
NormFinder | -1-3p -133a-3p -155-5p
geNorm -1-3p -133a-3p -155-5p
RefFinder |-1-3p -133a-3p -155-5p

Tabelle 14 Stabilitat der miRNAs unter den vorliegenden experimentellen
Bedingungen der gPCR-Analyse. Das Programm RefFinder (Xie et al., 2012) erstellt
eine Rangfolge der geeigneten Referenz-miRNAs basierend auf den Berechnungen der
Algorithmen von geNorm (Vandesompele et al., 2002), NormFinder (Andersen et al.,
2004), BestKeeper (Pfaffl et al., 2004) und vergleichender delta-Ct-Methode (Silver et
al., 2006). Aufgelistet ist die Reihenfolge jedes Berechnungsprogramms sowie die
daraus ermittelte Rangfolge von RefFinder. Die Stabilitdt der miRNAs nimmt von links
nach rechts sowie von oben nach unten hin ab (miRNAs in der mit ,,1“ markierten Spalte:
groRte Stabilitat; miRNAs in der mit ,18“ markierten Spalte: niedrigste Stabilitat).
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Abbildung 20: Stabilitat der analysierten miRNAs unter den gegebenen qPCR-
Bedingungen gemaB dem Programm RefFinder. Das Programm RefFinder (Xie et al.,
2012) erstellt eine Rangfolge der geeigneten Referenz-miRNAs basierend auf den
Berechnungen der Algorithmen von geNorm (Vandesompele et al., 2002), NormFinder
(Andersen et al., 2004), BestKeeper (Pfaffl et al., 2004) und vergleichender delta-Ct-
Methode (Silver et al., 2006). Dargestellt sind die miRNA-Spezies in Abhangigkeit des,
von RefFinder berechneten, geometrischen Mittels der Rangwerte. Je niedriger das
geometrische Mittel ist, desto stabiler wird die Expression der miRNA unter den
gegebenen experimentellen Bedingungen von dem Programm RefFinder eingeschatzt
und desto besser ist die Eignung dieser miRNA-Spezies als Referenz-miRNA.

3.2.3 Bestimmung der optimal einzusetzenden cDNA-Menge fiir die
qPCR-Experimente

Der Hersteller des miRCURY LNA miRNA PCR Assays (Qiagen, Hilden,
Deutschland) empfiehlt bei der Verwendung dieses Systems 3 pl der Ziel-cDNA
mit einer Konzentration von 1:60 einzusetzen. Da in unserem Labor vor Beginn
dieser Arbeit nicht mit dieser Technik gearbeitet worden war, wurde vor Beginn
der qPCR-Experimente eine dreistufige Verdinnungsreihe mit den Faktoren
1:10, 1:20 und 1:40 angelegt, um die optimal einzusetzenden cDNA-Menge fir
die in dieser Studie verwendeten Skelettmuskelproben zu ermitteln. Anhand der
Mikroarray-Daten wurde eine bei allen Probandinnen stark (miR-1(-3p)) sowie
eine schwach (miR-378a-5p) exprimierte miRNA ausgewahlt, deren gPCR-Profil
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in den Proben zweier Testpersonen (IR0008, IR0030) mittels Verdlinnungsreihe
genauer analysiert wurden.

Far beide miRNA-Spezies zeigte sich eine lineare Zunahme der Ct-Werte
(Pearson’s r>0,990) zwischen den einzelnen Verdinnungsstufen. Die
Fluoreszenzintensitat der miR-1-3p-Amplifikation Uberstieg den Schwellenwert t
zwischen dem 18. und 23. Zyklus. Das Fluoreszenzsignal der miR-378a-5p-
Amplifikation hingegen konnte erst zwischen dem 25. und 29. Zyklus detektiert
werden (s. Abbildung 21). Da mit steigender Zyklusanzahl die Amplifikations-
effizienz sinkt und zunehmend unspezifische PCR-Produkte entstehen, wurde flr
die gPCR-Experimente in dieser Arbeit ein Verdiinnungsfaktor von 1:10 gewahlt,

damit auch niedrig exprimierte miRNAs zuverlassig detektiert werden konnten.
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Abbildung 21: Verdiinnungsreihe von miR-1-3p und miR-378a-5p. Dargestellt ist der
Ct-Wert (y-Achse) in Abhangigkeit vom Verdinnungsfaktor, der logarithmisch auf der x-
Achse aufgetragen ist. Zur Validierung des optimalen Verdinnungsfaktors wurde die
Ziel-cDNA mit den Faktoren 1:10 (rot), 1:20 (blau) und 1:40 (grin) mit Nuklease-freiem
Wasser verdiinnt. Bereits bei der niedrigsten Verdinnungsstufe wird das
Fluoreszenzsignal von miR-378a-5p erst zwischen dem 25. und 27. PCR-Zyklus
detektiert, weshalb fiir die vorliegende Studie eine 1:10-Verdinnung fir alle gPCR-
Experimente gewahlt wurde. Hsa-: Homo sapiens; Ct: Cycle Threshold; TO: Zeitpunkt
vor Beginn der Trainingsintervention; Akut: Zeitpunkt nach Beendigung der akuten
aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3).
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3.2.4 Evaluation der Kongruenz zwischen den qPCR- und
Mikroarray-Daten

Da die Mikroarray-Analyse die Grundlage fir die Planung der weiteren gPCR-
Experimente bildete, wurde zunachst Uberprift, inwieweit die Mikroarray-Daten
mit der LNA-qPCR-Technologie reproduzierbar sind. Die Ubereinstimmung
zwischen Mikroarray- und qPCR-Ergebnissen wurde fur die in Kapitel 3.2.1
beschriebenen 19 miRNAs analysiert. Eine perfekte Ubereinstimmung war dabei
aufgrund der Unterschiede in der Empfindlichkeit und im dynamischen Bereich
zwischen den beiden Techniken nicht zu erwarten. Es wurde jedoch eine gute
Gesamtkonkordanz von 73,33 % fur die differentielle miRNA-Regulation
festgestellt, d. h. die mittels Mikroarray-Technologie ermittelte mittlere Fold
change fur eine bestimmte miRNA stimmte bezlglich ihrer Richtung
(Induktion/Repression) mit dem Durchschnittswert der in der gPCR ermittelten
Regulationsrichtung tberein (s. Tabelle 15). Mit beiden Techniken konnte dabei
eine signifikante Reduktion von miR-27a-3p, miR-199a-5p sowie miR-378a-5p
detektiert werden. Eine signifikante Abnahme in der Mikroarray-Untersuchung,
jedoch nichtsignifikante Reduktion in der gqPCR-Analyse, zeigte sich fur miR-1
bzw. miR-1-3p, miR-133a-3p, miR-133b, miR-499a-5p, miR-15a-5p, miR-132-3p,
miR-199a-3p und miR-497-5p. Inkongruente Ergebnisse lieferte die Analyse von
miR-18a-5p, miR-19b-3p, miR-133a-5p sowie miR-155-5p (s. Tabelle 15). Die
vier miRNAs miR-23a-5p, miR-4330, miR-4743-5p und miR-7151-3p konnten auf
Grund der Anhaufung unspezifischer Fluoreszenzsignale mittels gPCR nicht
verlasslich quantifiziert werden (s. Kapitel 3.2.5, Abbildung 39) und wurden daher

aus der Analyse ausgeschlossen.

Anhand des Konkordanz-MaR y wurde die individuelle Ubereinstimmung der
miRNA-Akutmuster fur die einzelnen Probandinnen und je miRNA Uberprift. Ein
y von +1 spricht hierbei flr eine perfekte Konkordanz der Paare, ein y von -1 flr
eine Diskordanz aller Werte. Es bestatigte sich die bereits oben beschriebene im
Mittel gegensatzliche Regulation von miR-18a-5p, miR-19b-3p, miR-133a-5p
sowie miR-155-5p mit primar diskordanten Werten (y < 0). Dartber hinaus
errechnete sich auch fir miR-15a-5p ein negatives Konkordanz-Mal} (y = -0,66)
(s. Abbildung 22d).

104



Acht miRNAs zeigten kongruente Daten, wobei eine perfekte Konkordanz von +1
fir miR-199a-3p und -5p erzielt wurde (s. Abbildung 22a, b). Die Werte fir
miR-133b und miR-497-5p zeigten keinen statistischen Zusammenhang
zwischen den Ergebnissen beider Methoden (y = 0) (s. Abbildung 22c).

miRNA Mikroarray gqPCR Konkordanz
clf:tge p-Wert clf:rlwc_c;e p-Wert | K| D Y
-1 /-1-3p -4,91 0,008 -1,54 0,203 5 1 | 0,66
-133a-3p -2,34 0,041 -4,07 0,078 4 2 | 033
-133a-5p -4,54 0,006 +1,21 0,032 1 5 |-0,66
-133b -2,76 0,011 -1,45 0,565 3 0
-499a-5p -7,61 0,046 -1,33 0,249 2 |033
-15a-5p -5,12 0,021 -1,16 0,462 1 5 |-0,66
-18a-5p -7,39 0,028 1,0 0,576 1 5 |-0,66
-19b-3p -5,33 0,032 -1,04 0,45 2 4 |-0,33
-27a-3p -4,64 0,007 -1,78 0,016 5 1 | 0,66
-132-3p +6,46 0,028 +1,27 0,614 4 2 | 033
-155-5p +7,32 0,028 -1,16 0,731 2 4 |-0,33
-199a-3p -5,8 0,035 -3,78 0,127 6 0 1
-199a-5p -7,69 0,026 -1,49 0,023 6 0 1
-378a-5p -1,99 0,018 -1,29 0,01 5 1 | 0,66
-497-5p -6,46 0,043 -1,29 0,206 3 3 0

Tabelle 15: Vergleich der Konkordanz der Mikroarray- und der qPCR-Ergebnisse.
Grin markiert sind konkordante Paare, rot markiert sind diskordante Paare. Ein
konkordantes Paar weist hierbei in der qPCR- und Mikroarray-Analyse dieselbe
Regulationsrichtung (Induktion/Repression), ein diskordantes Paar eine gegensatzliche
Regulation bei der Akutantwort der Skelettmuskulatur auf. K: Anzahl konkordanter
Paare; D: Anzahl diskordanter Paare; y: Konkordanz-Mal}; y = (K - D) / (K + D). Perfekte
Konkordanz: y = +1; vollstandige Diskordanz: y = -1; kein statistischer Zusammenhang:
y =0.
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Abbildung 22: Konkordanz zwischen den Mikroarray- und den qPCR-Daten. Linke
Spalte: Mikroarray-Daten. Rechte Spalte: gqPCR-Daten. Dargestellt ist die Veranderung
der miRNA-Expression zwischen den Zeitpunkten TO und Taxut (n = 6). Diese ist fiir jede
miRNA im Logarithmus dualis (obere Graphik) sowie relativ zu TO (untere Graphik)
abgebildet. a) miRNAs mit y = +1; b) miRNAs mit y = (0; 1); ¢) miRNAs mit y = 0; d)
miRNAs mit y=<0. Konkordanz-MafB3 y=(K-D)/(K+ D). Perfekte Konkordanz:
y = +1; vollstandige Diskordanz: y = -1; kein statistischer Zusammenhang: y = 0. Kreise
markieren Probandinnen, die zunachst das moderat-intensive kontinuierliche Training
(MICT) durchfihrten, Dreiecke markieren Probandinnen, die zun&chst das hochintensive
Intervalltraining (HIIT) absolvierten (s. Kapitel 2.4.3). Diese Unterscheidung wird in der
Analyse mdoglicher Korrelationen zwischen dem miRNA-Akutmuster und den
Veranderungen der physiologischen Parameter nach Abschluss der Trainingsblécke
relevant (s. Kapitel 3.3). IR-: pseudonymisierte Probandinnen-ldentifikationsnummer;
hsa-: Homo sapiens; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt nach
Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (*) markiert
eine signifikante, (**) eine hochsignifikante Verdnderung zwischen den beiden
Zeitpunkten.

3.2.5 Verdanderung der miRNA-Muster bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur in der Gesamtkohorte

Mittels gPCR wurden die 15 miRNAs, die im vorangehenden Abschnitt
beschriebenen wurden, hinsichtlich ihrer Veranderungen bei der Akutantwort der
Skelettmuskulatur in einem gréBeren Kollektiv (n = 29) untersucht.

In Einklang mit den Mikroarray-Ergebnissen und den gPCR-Daten der initial
analysierten sechs Probandinnen zeigte sich eine Uberlegenheit an miRNAs, die
durch einen akuten Belastungsreiz reprimiert wurden. Dreizehn der analysierten

miRNAs wiesen dabei in beiden Analysen im Mittel eine Abnahme ihrer
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Expression auf (miR-1-3p, miR-15a-5p, miR-18a-5p, miR-19b-3p, miR-27a-3p,
miR-133a-3p/-5p, miR-133b, miR-199a-3p/-5p, miR-378a-5p, mMiR-497-5p,
miR-499a-5p). Eine deutliche Induktion zeigte sich lediglich far miR-155-5p,
wohingegen miR-132-3p keine wesentliche Veranderung bei der Akutantwort der
Skelettmuskulatur aufwies (s. Abbildung 23 — 37).

Die Analyse der muskelspezifischen miRNAs bestatigte dabei die bereits im
Mikroarray und in der initialen gPCR-Analyse (n = 6) detektierte Reduktion der
miRNA-Expression, mit einer (hoch)signifikanten Abnahme von miR-1-3p (Fold
change: -8,64; p =0,000**), miR-133a-3p (Fold change: -7,56; p = 0,000**),
miR-133b (Fold change: -7,28; p = 0,002**), miR-499a-5p (Fold change: -5,24;
p = 0,000**) sowie miR-133a-5p (Fold change: -3,64; p = 0,034*) (s. Tabelle 16,
Abbildung 23 -27). Interessanterweise wiesen die Probandinnen mit der
Versuchspersonen-ldentifikationsnummer IR0040, IR0048, IR0049, IR0051 und
IR0054 eine Uberdurchschnittlich starke Regulation dieser miRNAs mit einer 12-
bis 25fach hdheren Fold change verglichen mit dem Gbrigen Kollektiv auf. Dies
deutet auf starke interindividuelle belastungsinduzierte Unterschiede bezuglich
des miRNA-Akutmusters hin. Die Veranderungen der Expression von miR-1-3p,
miR-133a-3p/-5p, mMiR-133b und mMiR-499a-5p zeigten darlber hinaus eine
hochsignifikante  Korrelation untereinander (r=>0,8) sowie mit der
AmiR-378a-5p (r = > 0,8) (s. Tabelle 17).

Eine (hoch)signifikante belastungsinduzierte Abnahme der miRNA-Expression
wurde zudem fur miR-27a-3p (Fold change: -2,12; p = 0,000**), miR-378a-5p
(Fold change: -3,33; p = 0,000**), miR-199a-3p (Fold change: -2,41; p = 0,015%),
miR-199a-5p (Fold change: -1,77; p=0,000"*) sowie miR-497-5p (Fold
change: -1,78; p = 0,000**) detektiert (s. Tabelle 16, Abbildung 28 - 32). Hierbei
fiel eine hochsignifikante Korrelation zwischen den durch eine akute aerobe
Belastung induzierten Veranderungen der Expression von miR-497-5p und
miR-199a-5p (r = 0,683) sowie von miR-497-5p und miR-27a-3p (r = 0,511) auf
(s. Tabelle 17).

Die drei miRNAs miR-15a-5p, miR-18a-5p sowie miR-19b-3p waren in der
Konkordanz-Analyse durch die diskordante Regulation im Vergleich zwischen
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Mikroarray- und qPCR-Daten (n = 6) aufgefallen (s. Kapitel 3.2.4, Tabelle 15).
Bei der Untersuchung des gesamten Kollektivs (n = 29) wies miR-19b-3p jedoch
in Einklang mit den Mikroarray-Daten eine signifikante Reduktion auf (Fold
change: -1,7; p = 0,015%), und auch miR-15a-5p sowie miR-18a-5p zeigten, wie
bereits im Mikroarray detektiert, eine belastungsinduzierte Repression, welche
jedoch nicht signifikant war (Fold change: -1,48; p=0,09 bzw. Fold
change: -1,59; p = 0,222) (s. Tabelle 16, Abbildung 33 - 35). Des Weiteren fiel
auf, dass individuell betrachtet lediglich die Halfte der Probandinnen eine
Expressionsabnahme dieser miRNAs zeigte (miR-15a-5p 52 %, miR-18a-5p
45 %, miR-19b-3p 61 %), wohingegen im Ubrigen Kollektiv keine Reduktion zu
beobachten war. Interessanterweise korrelierten zudem die Veranderungen der

Expression dieser drei miRNAs hochsignifikant miteinander (s. Tabelle 17).

In der Mikroarray-Analyse war fir miR-132-3p (Fold change: 6,46; p = 0,028%)
sowie miR-155-5p (Fold change: 7,32; p = 0,028*) eine signifikante Induktion
nachgewiesen worden, welche in der initialen gPCR-Analyse (n = 6) zunachst
nicht hatte bestatigt werden kdnnen (s. Kapitel 3.2.4, Tabelle 15). In der gPCR-
Analyse des gesamten Kollektivs (n =29) wies miR-155-5p dann jedoch
ebenfalls eine (hoch)signifikante Zunahme auf (Fold change: 2,91; p = 0,001**),
wodurch die Mikroarray-Ergebnisse bestatigt wurden. Die Expression von
miR-132-3p stieg hingegen nur geringfligig und nichtsignifikant an (Fold
change: 1,3; p = 0,275) (s. Tabelle 16, Abbildung 36 und 37).
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miRNA Fold change p-Wert

-1-3p -8,64 0,000 **
-133a-3p -7,56 0,000 **
-133a-5p -3,64 0,034 *
-133b -7,28 0,002 **
-499a-5p -5,24 0,000 **
-27a-3p -2,12 0,000 >
-378a-5p -3,33 0,000 **
-199a-3p -2,41 0,015 *
-199a-5p -1,77 0,000 **
-497-5p -1,78 0,000 **
-15a-5p -1,48 0,09

-18a-5p -1,59 0,222 . S.
-19b-3p -1,7 0,015 *
-132-3p +1,3 0,275 n. s.
-155-5p +2,92 0,001 **

Tabelle 16: Fold changes und p-Werte der gPCR-Analyse. Fiinfzehn miRNAs wurden
in gPCR-Experimenten in einem gréBeren Kollektiv (n =29) ausgewertet. Dreizehn
miRNAs wiesen hierbei eine Abnahme ihrer Expression bei der Akutantwort auf,
miR-155-5p zeigte als einzige miRNA eine deutliche Induktion, und miR-132-3p wies
keine wesentliche Regulation bei der Akutantwort der Skelettmuskulatur auf. Das
Zeichen (*) markiert eine signifikante, (**) eine hochsignifikante Veranderung der
Expression; n. s: nichtsignifikant.

miRNA | 133a- | 133a- | 133b 499a- 378a- | 199a- | 27a- 18a-5p | 19b-3p
3p 5p 5p 5p 5p 3p

1-3p ,921 ,965 ,942 ,819 ,838

133a-3p ,947 ,956 ,924 ,878

133a-5p ,958 ,981 ,946

133b ,847 ,840

497-5p ,683 | ,511

15a-5p ,683 ,511

18a-5p , 767

Tabelle 17: Korrelation zwischen den Veranderungen der belastungsinduzierten
Akutmuster verschiedener miRNAs. Dargestellt sind alle starken (Irl =20,3),
hochsignifikanten (p <0,01) Korrelationen zwischen den durch eine akute aerobe
Belastung induzierten Veréanderungen der Expression einzelner miRNAs.
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In den Abbildungen 24 - 37 sind die Mikroarray- und gPCR-Daten aller miRNAs,
die in gPCR-Experimenten analysiert wurden, graphisch dargestellt. Die
Abbildung (a) zeigt die Veranderung der Expression der jeweiligen miRNA bei
der belastungsinduzierten Akutantwort der Skelettmuskulatur im Logarithmus
dualis sowie relativ zu TO in den sechs Probandinnen, deren Akutmuster initial
mittels Mikroarray-Technik untersucht wurden. Die Mikroarray- und gPCR-Daten
sind hierbei vergleichend gegenlbergestellt (n = 6). In Abbildung (b) sind die
Ergebnisse der gPCR-Experimente des gesamten Kollektivs (n = 29) dargestellt
und in Abbildung (c) sind die detektierten Fold changes der Mikroarray- und
qPCR-Untersuchung in Box-Plots gegentibergestellt. Fiir eine bessere Ubersicht
der Box-Plots sind AusreiBer und Extremwerte nicht abgebildet. Ausrei3er und
Extremwerte sind hierbei definiert als Werte, die mehr als den 1,5fachen bzw.

2,5fachen Interquartilabstand vom ersten oder dritten Quartil entfernt liegen.
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Abbildung 23: Veranderung von miR-1-3p bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur. a) Vergleich der Mikroarray- und qPCR-Daten
(n =6) und b) Veranderung der Expression in der gPCR-Analyse im Gesamtkollektiv
(n = 29). Farbig hervorgehoben sind die Expressionswerte der miRNA-Profile, die initial
mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Kreise markieren Probandinnen, die zuerst das
moderat-intensive  kontinuierliche Training durchfihrten, Dreiecke markieren
Probandinnen, die zun&chst das hochintensive Intervalltraining absolvierten (s. Kapitel
2.4.3). c) Vergleich der errechneten Fold change im Mikroarray und in der gPCR. Log(2):
Logarithmus dualis; hsa-: Homo sapiens; |R-: pseudonymisierte Probandinnen-
Identifikationsnummer; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt nach
Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (**) markiert
eine hochsignifikante Veranderung zwischen den beiden Zeitpunkten.
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Abbildung 24 Veranderung von miR-133a-3p bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur. a) Vergleich der Mikroarray- und qPCR-Daten
(n =6) und b) Veranderung der Expression in der gPCR-Analyse im Gesamtkollektiv
(n = 29). Farbig hervorgehoben sind die Expressionswerte der miRNA-Profile, die initial
mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Kreise markieren Probandinnen, die zuerst das
moderat-intensive  kontinuierliche Training durchfihrten, Dreiecke markieren
Probandinnen, die zundchst das hochintensive Intervalltraining absolvierten
(s. Kapitel 2.4.3). c) Vergleich der errechneten Fold change im Mikroarray und in der
gPCR. Log(2): Logarithmus dualis; hsa-: Homo sapiens; IR-: pseudonymisierte
Probandinnen-ldentifikationsnummer; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt
nach Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (*)
markiert eine signifikante, (**) eine hochsignifikante Veranderung zwischen den beiden
Zeitpunkten.
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Abbildung 25 Veranderung von miR-133a-5p bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur. a) Vergleich der Mikroarray- und qPCR-Daten
(n =6) und b) Veranderung der Expression in der gPCR-Analyse im Gesamtkollektiv
(n = 29). Farbig hervorgehoben sind die Expressionswerte der miRNA-Profile, die initial
mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Kreise markieren Probandinnen, die zuerst das
moderat-intensive  kontinuierliche Training durchfihrten, Dreiecke markieren
Probandinnen, die zundchst das hochintensive Intervalltraining absolvierten
(s. Kapitel 2.4.3). c) Vergleich der errechneten Fold change im Mikroarray und in der
gPCR. Log(2): Logarithmus dualis; hsa-: Homo sapiens; |R-: pseudonymisierte
Probandinnen-ldentifikationsnummer; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt
nach Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (**)
markiert eine hochsignifikante Veranderung zwischen den beiden Zeitpunkten.
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Abbildung 26 Verdanderung von miR-133b bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur. a) Vergleich der Mikroarray- und qPCR-Daten
(n =6) und b) Veranderung der Expression in der gPCR-Analyse im Gesamtkollektiv
(n = 29). Farbig hervorgehoben sind die Expressionswerte der miRNA-Profile, die initial
mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Kreise markieren Probandinnen, die zuerst das
moderat-intensive  kontinuierliche Training durchfihrten, Dreiecke markieren
Probandinnen, die zunachst das hochintensive Intervalltraining absolvierten
(s. Kapitel 2.4.3). c) Vergleich der errechneten Fold change im Mikroarray und in der
gPCR. Log(2): Logarithmus dualis; hsa-: Homo sapiens; IR-: pseudonymisierte
Probandinnen-Identifikationsnummer; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt
nach Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (*)
markiert eine signifikante, (**) eine hochsignifikante Veranderung zwischen den beiden
Zeitpunkten.
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Abbildung 27 Veranderung von miR-499a-5p bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur. a) Vergleich der Mikroarray- und gPCR-Daten
(n =6) und b) Veranderung der Expression in der gPCR-Analyse im Gesamtkollektiv
(n = 29). Farbig hervorgehoben sind die Expressionswerte der miRNA-Profile, die initial
mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Kreise markieren Probandinnen, die zuerst das
moderat-intensive  kontinuierliche Training durchfihrten, Dreiecke markieren
Probandinnen, die zun&chst das hochintensive Intervalltraining absolvierten (s. Kapitel
2.4.3). c) Vergleich der errechneten Fold change im Mikroarray und in der gPCR. Log(2):
Logarithmus dualis; hsa-: Homo sapiens; |IR-: pseudonymisierte Probandinnen-
Identifikationsnummer; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt nach
Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (*) markiert
eine signifikante Veranderung zwischen den beiden Zeitpunkten.
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Abbildung 28: Veranderung von miR-27a-3p bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur. a) Vergleich der Mikroarray- und gPCR-Daten
(n =6) und b) Veranderung der Expression in der gPCR-Analyse im Gesamtkollektiv
(n = 29). Farbig hervorgehoben sind die Expressionswerte der miRNA-Profile, die initial
mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Kreise markieren Probandinnen, die zuerst das
moderat-intensive  kontinuierliche Training durchfihrten, Dreiecke markieren
Probandinnen, die zundchst das hochintensive Intervalltraining absolvierten
(s. Kapitel 2.4.3). c) Vergleich der errechneten Fold change im Mikroarray und in der
gPCR. Log(2): Logarithmus dualis; hsa-: Homo sapiens; IR-: pseudonymisierte
Probandinnen-ldentifikationsnummer; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt
nach Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (*)
markiert eine signifikante, (**) eine hochsignifikante Veranderung zwischen den beiden
Zeitpunkten.

123
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Abbildung 29: Verianderung von miR-378a-5p bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur. a) Vergleich der Mikroarray- und gPCR-Daten
(n =6) und b) Veranderung der Expression in der gPCR-Analyse im Gesamtkollektiv
(n = 29). Farbig hervorgehoben sind die Expressionswerte der miRNA-Profile, die initial
mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Kreise markieren Probandinnen, die zuerst das
moderat-intensive  kontinuierliche Training durchfihrten, Dreiecke markieren
Probandinnen, die zun&chst das hochintensive Intervalltraining absolvierten (s. Kapitel
2.4.3). c) Vergleich der errechneten Fold change im Mikroarray und in der gPCR. Log(2):
Logarithmus dualis; hsa-: Homo sapiens; |IR-: pseudonymisierte Probandinnen-
Identifikationsnummer; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt nach
Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (*) markiert
eine signifikante, (**) eine hochsignifikante Verdnderung zwischen den beiden
Zeitpunkten.
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Abbildung 30: Veranderung von miR-497-5p bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur. a) Vergleich der Mikroarray- und qPCR-Daten
(n =6) und b) Veréanderung der Expression in der gPCR-Analyse im Gesamtkollektiv
(n = 29). Farbig hervorgehoben sind die Expressionswerte der miRNA-Profile, die initial
mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Kreise markieren Probandinnen, die zuerst das
moderat-intensive  kontinuierliche Training durchfihrten, Dreiecke markieren
Probandinnen, die zunachst das hochintensive Intervalltraining absolvierten
(s. Kapitel 2.4.3). c) Vergleich der errechneten Fold change im Mikroarray und in der
gPCR. Log(2): Logarithmus dualis; hsa-: Homo sapiens; IR-: pseudonymisierte
Probandinnen-Identifikationsnummer; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt
nach Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (%)
markiert eine signifikante, (**) eine hochsignifikante Veranderung zwischen den beiden
Zeitpunkten.
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Abbildung 31 Veranderung von miR-199a-3p bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur. a) Vergleich der Mikroarray- und qPCR-Daten
(n =6) und b) Veranderung der Expression in der gPCR-Analyse im Gesamtkollektiv
(n = 29). Farbig hervorgehoben sind die Expressionswerte der miRNA-Profile, die initial
mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Kreise markieren Probandinnen, die zuerst das
moderat-intensive  kontinuierliche Training durchfihrten, Dreiecke markieren
Probandinnen, die zunachst das hochintensive Intervalltraining absolvierten
(s. Kapite 2.4.3). c) Vergleich der errechneten Fold change im Mikroarray und in der
gPCR. Log(2): Logarithmus dualis; hsa-: Homo sapiens; |R-: pseudonymisierte
Probandinnen-Identifikationsnummer; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt
nach Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (*)
markiert eine signifikante Veranderung zwischen den beiden Zeitpunkten.
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Abbildung 32: Verdanderung von miR-199a-5p bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur. a) Vergleich der Mikroarray- und qPCR-Daten
(n =6) und b) Veranderung der Expression in der gPCR-Analyse im Gesamtkollektiv
(n = 29). Farbig hervorgehoben sind die Expressionswerte der miRNA-Profile, die initial
mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Kreise markieren Probandinnen, die zuerst das
moderat-intensive  kontinuierliche Training durchfihrten, Dreiecke markieren
Probandinnen, die zundchst das hochintensive Intervalltraining absolvierten
(s. Kapitel 2.4.3). c) Vergleich der errechneten Fold change im Mikroarray und in der
gPCR. Log(2): Logarithmus dualis; hsa-: Homo sapiens; IR-: pseudonymisierte
Probandinnen-ldentifikationsnummer; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt
nach Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (%)
markiert eine signifikante, (**) eine hochsignifikante Veranderung zwischen den beiden
Zeitpunkten.
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Abbildung 33: Veranderung von miR-15a-5p bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur. a) Vergleich der Mikroarray- und qPCR-Daten
(n =6) und b) Veranderung der Expression in der gPCR-Analyse im Gesamtkollektiv
(n = 29). Farbig hervorgehoben sind die Expressionswerte der miRNA-Profile, die initial
mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Kreise markieren Probandinnen, die zuerst das
moderat-intensive  kontinuierliche Training durchfihrten, Dreiecke markieren
Probandinnen, die zunachst das hochintensive Intervalltraining absolvierten (s. Kapitel
2.4.3). c¢) Vergleich der errechneten Fold change im Mikroarray und in der gPCR. Log(2):
Logarithmus dualis; hsa-: Homo sapiens; |IR-: pseudonymisierte Probandinnen-
Identifikationsnummer; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt nach
Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (*) markiert
eine signifikante Verédnderung zwischen den beiden Zeitpunkten.
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Abbildung 34: Veranderung von miR-18a-5p bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur. a) Vergleich der Mikroarray- und gPCR-Daten
(n =6) und b) Veranderung der Expression in der gPCR-Analyse im Gesamtkollektiv
(n = 29). Farbig hervorgehoben sind die Expressionswerte der miRNA-Profile, die initial
mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Kreise markieren Probandinnen, die zuerst das
moderat-intensive  kontinuierliche Training durchfihrten, Dreiecke markieren
Probandinnen, die zun&chst das hochintensive Intervalltraining absolvierten (s. Kapitel
2.4.3). c) Vergleich der errechneten Fold change im Mikroarray und in der gPCR. Log(2):
Logarithmus dualis; hsa-: Homo sapiens; |R-: pseudonymisierte Probandinnen-
Identifikationsnummer; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt nach
Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (*) markiert
eine signifikante Veranderung zwischen den beiden Zeitpunkten.
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Abbildung 35: Veradnderung von miR-19b-3p bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur. a) Vergleich der Mikroarray- und qPCR-Daten
(n=6) und b) Veranderung der Expression in der gPCR-Analyse im Gesamtkollektiv
(n = 29). Farbig hervorgehoben sind die Expressionswerte der miRNA-Profile, die initial
mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Kreise markieren Probandinnen, die zuerst das
moderat-intensive  kontinuierliche Training durchfihrten, Dreiecke markieren
Probandinnen, die zunachst das hochintensive Intervalltraining absolvierten (s. Kapitel
2.4.3). c) Vergleich der errechneten Fold change im Mikroarray und in der gPCR. Log(2):
Logarithmus dualis; hsa-: Homo sapiens; |IR-: pseudonymisierte Probandinnen-
Identifikationsnummer; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt nach
Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (*) markiert
eine signifikante Verédnderung zwischen den beiden Zeitpunkten.
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Abbildung 36: Veranderung von miR-132-3p bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur. a) Vergleich der Mikroarray- und qPCR-Daten
(n=6) und b) Veranderung der Expression in der gPCR-Analyse im Gesamtkollektiv
(n = 29). Farbig hervorgehoben sind die Expressionswerte der miRNA-Profile, die initial
mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Kreise markieren Probandinnen, die zuerst das
moderat-intensive  kontinuierliche Training durchfihrten, Dreiecke markieren
Probandinnen, die zunachst das hochintensive Intervalltraining absolvierten (s. Kapitel
2.4.3). c) Vergleich der errechneten Fold change im Mikroarray und in der gPCR. Log(2):
Logarithmus dualis; hsa-: Homo sapiens; |R-: pseudonymisierte Probandinnen-
Identifikationsnummer; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt nach
Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (*) markiert
eine signifikante Verédnderung zwischen den beiden Zeitpunkten.
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Abbildung 37: Veranderung von miR-155-5p bei der belastungsinduzierten
Akutantwort der Skelettmuskulatur. a) Vergleich der Mikroarray- und qPCR-Daten
(n=6) und b) Veranderung der Expression in der gPCR-Analyse im Gesamtkollektiv
(n = 29). Farbig hervorgehoben sind die Expressionswerte der miRNA-Profile, die initial
mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Kreise markieren Probandinnen, die zuerst das
moderat-intensive  kontinuierliche Training durchfihrten, Dreiecke markieren
Probandinnen, die zunachst das hochintensive Intervalltraining absolvierten (s. Kapitel
2.4.3). c) Vergleich der errechneten Fold change im Mikroarray und in der gPCR. Log(2):
Logarithmus dualis; hsa-: Homo sapiens; |R-: pseudonymisierte Probandinnen-
Identifikationsnummer; TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt nach
Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (*) markiert
eine signifikante, (**) eine hochsignifikante Veradnderung zwischen den beiden
Zeitpunkten.
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In die gPCR-Experimente sollte zudem die Analyse von miR-23a-5p, miR-4330,
miR-4743-5p sowie miR-7151-3p miteingeschlossen werden. Diese hatten in der
Mikroarray-Analyse eine (hoch)signifikante Veranderung ihrer Expression
aufgewiesen (s. Abbildung 38). Zudem Kkorrelierten die belastungsinduzierten
Veranderungen der miRNA-Profile von miR-4330 (AmiR-4330), miR-4743-5p
(AmiR-4743-5p) sowie miR-7151-3p (AmiR-7151-3p) mit der AVOzmax TO/T1
(s. Tabelle 11). In der Schmelzkurvenanalyse zeigte sich jedoch, wie bereits in
Kapitel 3.2.4 kurz beschrieben, eine Anhaufung unspezifischer PCR-Produkte.
Zudem erreichte das Fluoreszenzsignal der Proben den Schwellenwert t erst
nach dem 30. PCR-Zyklus und bei der Mehrzahl der Dupletts errechnete sich
eine Ct-Wert-Differenz > 1 (s. Abbildung 39). Daher wurden diese vier miRNAs

aus der weiteren Analyse ausgeschlossen.
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Abbildung 38: Mikroarray-Daten fir miR-23a-5p, miR-4330, miR-4743-5p und
miR-7151-3p. Rechts: Veranderung der miRNA-Expression zwischen den Zeitpunkten
TO und Takat im Logarithmus dualis (Log(2)). Links: Verédnderung der miRNA-Expression
zum Zeitpunkt Takt relativ zu TO. Kreise markieren Probandinnen, die im ersten
Trainingsblock das moderat-intensive kontinuierliche Training (MICT) durchfihrten,
Dreiecke markieren Probandinnen, die zunachst das hochintensive Intervalltraining
(HIIT) absolvierten (s. Kapitel 2.4.3). TO: Zeitpunkt vor Trainingsbeginn; Akut: Zeitpunkt
nach Beendigung der akuten aeroben Belastung (s. Kapitel 2.4.3); das Zeichen (*)
markiert eine signifikante, (**) eine hochsignifikante Veranderung zwischen den beiden
Zeitpunkten.
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Abbildung 39: Amplifikations- und Schmelzkurvenanalyse von miR-23a-5p,
miR-4330, miR-4743-5p und miR-7151-3p. Links: Amplifikationskurve, rechts:
Schmelzkurve von: a) miR-23a-5p, b) miR-4330, c) miR-4743-5p, d) miR-7151-3p. Das
Fluoreszenzsignal der PCR-Produkte tberschreitet den Schwellenwert t erst nach dem
30. PCR-Zyklus und es féllt eine breite Streuung der Ct-Werte zwischen den Proben auf.
Die Schmelzkurven weisen mehrere Schmelzpunkte auf. Dies deutet auf die
Amplifikation unspezifischer PCR-Produkte, bspw. Primer-Dimere, hin. Die Schmelz-
und Amplifikationskurven wurden mit dem Programm CFX Manager Version 3.0 (Bio-
Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) erstellt. Ct: Cycle Threshold; RFU: relative
Fluoreszenzintensitat.
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3.3 Korrelationsanalysen

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit ist es, die Veranderung des miRNA-Profils als
prognostischen Parameter der trainingsinduzierten Verbesserung der
kardiorespiratorischen Fitness zu evaluieren. Die VO2max [ml/kgxmin] spiegelt
die aerobe Ausdauerleistung wider (Wenger & Bell, 1986) und wurde daher in
dieser Arbeit als primarer Marker des Fitnessniveaus betrachtet. Als sekundarer
Parameter wurde die ALTP2 [W], also die Verdnderung der Leistung, die an der
LT2 erbracht wurde, in die Analyse eingeschlossen, da diese Schwelle als Marker
der ,metabolischen Ausdauerleistungsgrenze“ betrachtet wird (Berg, 1993).

Die Veranderung der miRNA-Muster bei der belastungsinduzierten Akutantwort
der Skelettmuskulatur wurde dabei mit der Verédnderung der physiologischen
Parameter zwischen Trainingsbeginn und Beendigung des ersten
Trainingsblocks (ATO/T1) bzw. Beendigung des zweiten Trainingsregimes
(ATO/T2) sowie mit der Veranderung der VOzmax und LTP2 zwischen den beiden
Trainingsblocken (AT1/T2) korreliert (s. Kapitel 2.4.3, Abbildung 7 und 8).

Die Probandinnen starteten entweder mit einem sechswdchigen hochintensiven
(HIT-MICT-Gruppe) oder mit einem sechswdchigen moderat-intensiven Training
(MICT-HIIT-Gruppe). Die getrennte Analyse beider Gruppen ermdglichte somit
die Untersuchung der Einflisse der unterschiedlichen Trainingsprogramme auf
die Beziehung zwischen der Veranderung der miRNA-Expression und den
Veranderungen der physiologischen Parameter. In der zweiten Trainingsperiode
absolvierten die Teilnehmerinnen das jeweils andere Trainingsregime. Hierdurch
sollte festgestellt werden, ob eine fehlende oder wenig ausgepragte Reaktion auf
den ersten Trainingsmodus eine tatsdchliche Nicht-Antwort auf Training
allgemein widerspiegelte oder ob durch die Wahl einer alternativen
Trainingsmodalitat doch eine Trainingsantwort erzielt werden kann.

Der Grenzwert des Korrelationskoeffizienten in Abhangigkeit von n wurde mit der
Software G*Power v. 3.1.9.7 (Faul et al., 2007) berechnet (s. Tabelle 10), wobei
die Zahl der pro Analyse eingeschlossenen Teilnehmerinnen zwischen elf und 16
variierte, weshalb der Schwellenwert bei Irl == 0,5 flr die nachfolgenden

Analysen gesetzt wurde.
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3.3.1 Auswertung der VOz2max-Daten

Insgesamt nahmen 29 Probandinnen mindestens bis zur Beendigung des ersten
Trainingsblocks (T1-Zeitpunkt) an dem Studienprogramm teil. Dreizehn der
Teilnehmerinnen starteten mit dem sechswochigen HIIT, 16 Teilnehmerinnen
absolvierten zunachst das sechswdchige MICT. Auf Grund der Covid-19-
Pandemie, die im M&rz 2020 dazu flhrte, dass die letzte Trainingsgruppe keinen
zweiten Trainingsblock durchfiihren konnte, konnten nur 23 Probandinnen den
zweiten  sechswOchigen  Trainingsblock  beenden.  Dementsprechend
absolvierten elf Testpersonen im zweiten Trainingsabschnitt das MICT, zwdlf
Teilnehmerinnen fohrten das HIIT als zweite Trainingsmodalitdt aus
(s. Kapitel 2.4, Abbildung 7 und 8).

Die VOa2max-Werte vor Beginn des Trainingsprogramms betrugen
durchschnittlich 29,98 + 3,22 ml/kgxmin  und  zwischen den beiden
Trainingsgruppen konnte kein signifikanter Unterschied der VOz2max-T0-Werte
festgestellt werden (p = 0,207) (s. Tabelle 18). Sowohl das initiale sechswéchige
HIT als auch das initiale sechswdchige MICT flhrten zu einer signifikanten
Steigerung der VO2max, wobei die Zunahme in der HIT-Trainingsgruppe
signifikant starker ausfiel (MW: 5,23 £ 1,69 ml/kgxmin vs. 2,63 * 2,36 ml/kgxmin;
p = 0,003**). Nach Umstellung der Trainingsmodalitat von HIIT auf MICT zeigte
sich in dieser Trainingsgruppe eine (nichtsignifikante) Reduktion der VOzmax
(MW: -0,51 + 2,9 ml/kgxmin), wohingegen das HIIT im Anschluss an das MICT
zu einer weiteren signifikanten Zunahme der VOazmax filhrte (MW:
2,22 £ 1,88 ml/kkgxmin; p =0,012*), woraus eine signifikante Differenz der
AVOz2max T1/T2 zwischen den beiden Trainingsgruppen resultierte (p = 0,018*).
Die Zunahme der VOzmax Uber die gesamte Trainingsperiode hinweg zeigte
jedoch keine signifikanten Unterschiede in den AVOzmax-T2-Werten der beiden

Trainingsgruppen (p = 0,935) (s. Tabelle 18).
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Trainings- VOzmax. VOzmax. AVOzmax. Trainings- VO2max. AVOzmax. AVO:max.

block 1 T0 T1 TO/T1 block 2 T2 TO/T2 T1/T2

[ml/kgx [ml/kgx [ml/kg = [ml/kgx [mlI/kgx [ml/kgx

min] min] min] min] min] min]

ges. ges.

29,98 33,92 3,8 34,89 4,98 0,91
Kohorte Kohorte

+3,22 4,02 +2,45 +4,1 + 3,08 +2,78
(n=29) (n=23)
HIT-MICT 30,84 36,07 5,23 HIT-MICT 36,2 4.81 -0,51
(n=13) 2,74 +2,61 +1,69 (n=11) +3,55 + 3,04 £29
MICT-HIIT 29,28 31,91 2,63 MICT-HIIT 33,69 4,92 2,22
(n=16) +3,4 +3,7 12,36 (n=12) * 3,81 3,11 +1,88

Tabelle 18: VO.max-Daten der Probandinnen der qPCR-Analyse. Dargestellt sind
die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen (+) der gesamten Kohorte sowie der
beiden Trainingsgruppen. Den ersten Trainingsblock beendeten 29 Probandinnen. Dies
entspricht der Kohorte ,Trainingsblock 1% Auf Grund der Covid-19-Pandemie
vollendeten nur 23 Probandinnen den zweiten Trainingsblock. Dies entspricht der
Kohorte ,Trainingsblock 2. Dementsprechend verkleinerte sich auch die
Teilnehmerinnenzahl der einzelnen Trainingsgruppen. HIIT-MICT: Trainingsgruppe, die
zunachst das sechswochige HIT und im Anschluss das sechswéchige MICT
absolvierten; MICT-HIIT: Trainingsgruppe, die zunachst das sechswdéchige MICT und
anschlieBend das sechswdchige HIIT absolvierten; MICT: moderat-intensives
kontinuierliches Training; HIIT: hochintensives Intervalltraining; VO;max: maximale
Sauerstoffaufnahme; AVO.max: Veradnderung der maximalen Sauerstoffaufnahme
zwischen Trainingsbeginn (TO) und Beendigung des ersten sechswdchigen
Trainingsblocks (T1) (AVOzmax TO/T1) bzw. zwischen Trainingsbeginn (T0) und
Beendigung des zweiten sechswdchigen Trainingsblocks (T2) (AVOzmax T0/T2) bzw.
zwischen Beendigung des ersten und Beendigung des zweiten sechswdéchigen
Trainingsblocks (AVOzmax T1/T2); ges. Kohorte: gesamte Kohorte.
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3.3.2 Korrelation zwischen der trainingsinduzierten AVO2max und den
belastungsinduzierten miRNA-Akutmustern der qPCR-Analyse

Nach Beendigung des ersten Trainingsblocks zeigte sich wie oben dargestellt in
beiden Trainingsgruppen eine hochsignifikante Zunahme der VOzmax (HIIT:
p = 0,000**; MICT: p = 0,001**) (s. Tabelle 18). Hierbei korrelierte die AVOzmax
nach Abschluss des sechswdchigen HIITs der ersten Trainingsperiode signifikant
mit der AmiR-199a-3p (r=0,6; p=0,025*) (s.Abbildung 40a). In der
Trainingsgruppe, die zundchst das sechswdchige MICT durchfihrte, fiel
hingegen eine starke signifikante Korrelation zwischen der AVO2max T0/T1 und
der AmiR-19b-3p (r = 0,5; p = 0,04*) auf (s. Abbildung 40a).

Die Auslibung des HIITs als zweite Trainingsmodalitat fihrte ebenfalls zu einer
signifikanten Zunahme der VOzmax (AVOzmax T1/T2; p = 0,012*) (s. Tabelle 18).
Diese korrelierte positiv mit der AmiR-499a-5p (r = 0,542; p = 0,08) (s. Abbildung
40b). In der Trainingsgruppe, die das MICT in der zweiten Periode durchflihrte,
konnte hingegen keine signifikante Veranderung der VOzmax T1/T2 (p = 0,588)
detektiert werden (s. Tabelle 18).

Die beiden Trainingsgruppen absolvierten jeweils ein sechswdchiges HIIT sowie
ein sechswochiges MICT, jedoch unterschied sich, wie bereits beschrieben, die
zeitliche Abfolge der beiden Trainingsmodalitaten. In beiden Kohorten zeigte sich
nach Abschluss des zwdlfwdchigen Trainingsprogramms eine signifikante
Zunahme der VOzmax (p = 0,001**) (s. Tabelle 18). Daher war es von Interesse,
die Korrelation zwischen der belastungsinduzierten akuten Verdnderung des
miRNA-Profils und der AVO2max nach Abschluss des gesamten
Trainingsprogramms (AVO2max T0/T2) zu analysieren. Hierbei zeigten sich trotz
der vergleichbaren Fitnesssteigerung erhebliche Unterschiede zwischen den
beiden Trainingsgruppen.

Nach Abschluss des gesamten zwdlfwdchigen Trainingsprogramms zeigte sich
in der HIT-MICT-Kohorte eine starke negative Korrelation zwischen der
AVO2zmax T0/T2 und der AmiR-133a-3p (r = -0,5; p = 0,117), der AmiR-133a-5p
(r=-0,509; p=0,110) sowie der AmiR-27a-3p (r=-0,555; p=0,077)
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(s. Abbildung 40c). Im Gegensatz hierzu konnte in der MICT-HIIT-Gruppe eine
starke Korrelation zwischen der AVO2max TO/T2 mit der AmiR-199a-5p
(r=0,524; p = 0,08) sowie mit der AmiR-497-5p (r =0,503; p = 0,095) detektiert
werden (s. Abbildung 40c). Es konnte keine Korrelation zwischen der
AVOzmax TO/T2 und der Verdnderung der miRNA-Expression bei der
Betrachtung der gesamten Kohorte (n = 23) beobachtet werden. Eine Ubersicht
Uber die Korrelationen zwischen der AVO2max der verschiedenen Zeitfenster
und der Veranderung der miRNA-Expression bei der Akutantwort der
Skelettmuskulatur ist in Tabelle 20 aufgelistet.
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Abbildung 40: Korrelation zwischen der AVO.max und den belastungsinduzierten
miRNA-Akutmustern der Skelettmuskulatur. Dargestellt sind die
Regressionsgeraden der miRNAs, die eine starke Korrelation (r = 2 0,5 bzw. < -0,5) mit
der AVO.max TO/T1 (a), mit der AVO-max T1/T2 (b) bzw. mit der AVO.max T0/T2 (c)
aufwiesen. Farbig hervorgehoben sind die Werte der sechs Probandinnen, deren
miRNA-Profil initial mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Der Spearmansche
Korrelationskoeffizient r sowie die jeweiligen p-Werte kdnnen den Graphen enthommen
werden. Signifikante Beziehungen sind mit (*) markiert. AVO.max: Veranderung der
maximalen Sauerstoffaufnahme [ml/kgxmin] zwischen Trainingsbeginn und Beendigung
des ersten sechswdchigen Trainingsblocks (AVO.max TO/T1) bzw. zwischen
Trainingsbeginn und Beendigung des zweiten sechswodchigen Trainingsblocks
(AVO.max T0/T2) bzw. zwischen Beendigung des ersten und Beendigung des zweiten
sechswdchigen Trainingsblocks (AVOzmax T1/T2); AmiR-: Veranderung der miRNA-
Expression in der Skelettmuskulatur in Reaktion auf eine einzelne aerobe Belastung; r:
Spearmansche Korrelationskoeffizient; MICT: moderat-intensives kontinuierliches
Training; HIIT: hochintensives Intervalltraining. IR-: pseudonymisierte Probandinnen-
Identifikationsnummer.
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3.3.3 Auswertung der LTP2-Daten

Vor Beginn des Trainingsprogramms zeigte sich zwischen den beiden
Trainingsgruppen keine signifikante Differenz in der erbrachten Leistung an der
LT2 (p = 0,269). Daher kann von einer vergleichbaren Fitness zwischen den
Teilnehmerinnen ausgegangen werden. Durch das initiale HIIT nahm die LTP2
mit einer durchschnittlichen Steigerung von 27,93 + 11,63 W signifikant starker
zu im Vergleich zu der Steigerung in Reaktion auf ein initiales MICT (MW:
7,34 + 13,53 W) (p = 0,00008**) (s. Tabelle 19).

Ubereinstimmend mit der AVOzmax T1/T2 fiihrte ein sechswéchiges HIIT im
Anschluss an ein initiales sechswdchiges MICT zu einer signifikant héheren
Steigerung der Leistung, die an der LTz erbracht wurde (MW: 16,18 + 10,42 W),
verglichen mit der Veranderung in Reaktion auf die Durchfiihrung des MICTs als
zweite Trainingsmodalitat (MW: -0,14 £ 14,04 W) (p = 0,006**). Die ALTP2 nach
Abschluss des zwdlfwodchigen Trainings zeigte hingegen, ebenfalls vergleichbar
mit der AVOz2max TO/T2, keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden

Trainingsgruppen (p = 0,171) (s. Tabelle 19).
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Trainings- LTP2TO LTP2 T1 ALTP2 Trainings- LTP2T2 ALTP2 ALTP:

block 1 [W] (W] TOT1  block 2 [W] TO/T2 T1/T2
(W] w] W]

gesamte gesamte

114,82 133,03 17,61 140,31 26,02 8,37
Kohorte Kohorte

+16,97  £20,73  +17,08 +18,84  +11,88  +14,74
(n = 29) (n=23)
HIT-MICT 111,34 141,08 27,93  HIT-MICT 139,41 28,08 -0,14
(n=13) +19,61  +£19,33  +11,63 (n=11) +18,23 10,16  +14,04
MICT-HIT 118,06 125,4 7,34 MICT-HIT 141,14 22,2 16,18
(n=16) +1361  +18,18 +1353 (n=12) +19,35  +£12,05  +10,42

Tabelle 19: Erbrachte Leistung an der LT2 der Probandinnen der qPCR-Analyse.
Dargestellt sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen (+) der gesamten
Kohorte sowie der beiden Trainingsgruppen. Den ersten Trainingsblock beendeten 29
Probandinnen. Dies entspricht der Kohorte , Trainingsblock 1“. Auf Grund der Covid-19-
Pandemie vollendeten nur 23 Probandinnen den zweiten Trainingsblock. Dies entspricht
der Kohorte ,Trainingsblock 2“. Dementsprechend verkleinerte sich auch die
Teilnehmerinnenzahl der einzelnen Trainingsgruppen. HIIT-MICT: Trainingsgruppe, die
zunachst das sechswéchige HIIT und im Anschluss das sechswdchige MICT absolvierte;
MICT-HIIT: Trainingsgruppe, die zunachst das sechswéchige MICT und anschlieBend
das sechswochige HIIT absolvierte; MICT: moderat-intensives kontinuierliches Training;
HIIT: hochintensives Intervalltraining; LT2: zweite Laktatschwelle; ALTP2: Veranderung
der erbrachten Leistung [W] an der zweiten Laktatschwelle zwischen Trainingsbeginn
und Beendigung des ersten sechswdchigen Trainingsblocks (ALTP2 TO/T1) bzw.
zwischen Trainingsbeginn und Beendigung des zweiten sechswéchigen Trainingsblocks
(ALTP2 TO/T2) bzw. zwischen Beendigung des ersten und Beendigung des zweiten
sechswdchigen Trainingsblocks (ALTP2 T1/T2).
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3.3.4 Korrelation zwischen der trainingsinduzierten ALTP2 und den
belastungsinduzierten miRNA-Akutmustern der qPCR-Analyse

Die signifikante Steigerung der LTP2 nach Beendigung des ersten
sechswdchigen HIIT-Trainingsblocks (p = 0,000001**) zeigte eine signifikante
Korrelation mit der AmiR-199a-5p (r = -0,555; p = 0,049%) (s. Abbildung 41a). Die
Durchfihrung eines initialen sechswdchigen MICTs flhrte hingegen zu keiner
signifikanten Steigerung der LTP2 TO/T1 (p = 0,053) (s. Tabelle 19). In dieser
Trainingsgruppe fuhrte jedoch das anschlieBende sechswoéchige HIIT zu einer
signifikanten Steigerung der Leistung, bei der die LTz erreicht wurde
(p =0,0003"") und diese Veranderung Kkorrelierte hochsignifikant mit der
AmiR-132-3p (r = 0,867; p = 0,0003**) (s. Abbildung 41b).

Beide Trainingsgruppen erzielten eine signifikante Steigerung der Leistung an
der LT2 durch das insgesamt zwdlfwdchige Trainingsprogramm (HIT-MICT:
p = 0,000003** bzw. MICT-HIIT: p =0,00008**) (s. Tabelle 19). Trotz der
vergleichbaren Fitnesssteigerung der beiden Kohorten korrelierten jedoch
verschiedene miRNA-Akutmuster mit der ALTP2. In der HIIT-MICT-Kohorte
korrelierte die ALTP2 negativ mit der AmiR-27a-3p (r = -0,636; p = 0,039*) und
der AmiR-497-5p (r=-0,636; p =0,035%) sowie positiv mit der AmiR-1-3p
(r=0,555; p=0,077) (s. Abbildung 41c). In der MICT-HIIT-Trainingsgruppe
korrelierte die induzierte Steigerung der LTP2 hingegen mit der AmiR-18a-5p
(r=-0,510; p = 0,09) sowie mit der AmiR-133b (r = 0,510; p = 0,09) (s. Abbildung
41c). Es konnte keine Korrelation zwischen der ALTP2TO/T2 und der
Veranderung der miRNA-Expression bei der Betrachtung der gesamten Kohorte
(n = 23) detektiert werden. Eine Ubersicht (iber die Korrelationen zwischen der
Veranderung der miRNA-Expression bei der Akutantwort der Skelettmuskulatur

und der ALTP2 der verschiedenen Zeitfenster ist in Tabelle 20 aufgelistet.
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Abbildung 41: Korrelation zwischen der ALTP: und den belastungsinduzierten
miRNA-Akutmustern der Skelettmuskulatur. Dargestellt sind die
Regressionsgeraden der miRNAs, die eine starke Korrelation (r = 2 0,5 bzw. < -0,5) mit
der ALTP> TO/T1 (a), mit der ALTP2 T1/T2 (b) bzw. mit der ALTP> TO/T2 (c) aufwiesen.
Farbig hervorgehoben sind die Werte der sechs Probandinnen, deren miRNA-Profil
initial mittels Mikroarray ausgewertet wurden. Der Spearmansche Korrelationskoeffizient
r sowie die jeweiligen p-Werte kénnen den Graphen entnommen werden. Signifikante
Beziehungen sind mit (*) markiert. ALTP2: Veranderung der erbrachten Leistung [W] an
der LTz zwischen Trainingsbeginn und Beendigung des ersten sechswdchigen
Trainingsblocks (ALTP2 TO/T1) bzw. zwischen Trainingsbeginn und Beendigung des
zweiten sechswdchigen Trainingsblocks (ALTP2 TO/T2) bzw. zwischen Beendigung des
ersten und Beendigung des zweiten sechswdchigen Trainingsblocks (ALTP2 T1/T2).
AmiRNA: Veréanderung der miRNA-Expression in der Skelettmuskulatur in Reaktion auf
eine einzelne aerobe Belastung; r: Spearmansche Korrelationskoeffizient; MICT:
moderat-intensives kontinuierliches Training; HIIT: hochintensives Intervalltraining. IR-:
pseudonymisierte Probandinnen-ldentifikationsnummer.
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Trainings- | Zeitintervall | miRNA Signifikanz
modalitat
AVO2max HIT TO /T1 199a-3p (+) *
[ml/kgxmin]
T1/T2 X
TO/T2 27a-3p (-)
133a-3p (-)
133a-5p (-)
MICT TO/T1 19b-3p (+) *
T1/T2 499a-5p (+)
T0/T2 199a-5p (+)
497-5p (+)
ALTP2 [W] HIT TO/TH 199a-5p (-) *
T1/T2 X
TO/T2 27a-3p (-) *
497-5p (-) *
1-3p (+)
MICT TO/TH X
T1/T2 132-3p (+) *
TO/T2 18a-5p (-)
133b (+)

Tabelle 20: Ubersicht der Ergebnisse der qPCR-Korrelationsanalysen. Aufgefiihrt
sind die Korrelationen der miRNAs, die potenzielle Pradiktoren der individuellen
Trainingsreaktion darstellen kénnten: miR-1-3p, miR-18a-5p, miR-19b-3p, miR-27a-3p,
miR-132-3p, miR-133a-3p/-5p, miR-133b, miR-199-3p/-5p, MiR-499a-5p, miR-497-5p.
VO2max: maximale Sauerstoffaufnanme [ml/kgxmin]; LTP2: erbrachte Leistung an der
zweiten Laktatschwelle [W]; HIIT: hochintensives Intervalltraining; MICT: moderat-
intensives kontinuierliches Training; (-): negative Korrelation; (+) positive Korrelation.
Das Zeichen (*) markiert eine signifikante, (**) markiert eine hochsignifikante Korrelation;
TO/T1: Veradnderung zwischen Trainingsbeginn und Beendigung des ersten
sechswdchigen Trainingsblocks; TO/T2: Veranderung zwischen Trainingsbeginn und
Beendigung des zweiten sechswdchigen Trainingsblocks; T1/T2: Veranderung zwischen
Beendigung des ersten und Beendigung des zweiten sechswoéchigen Trainingsblocks.
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3.4 KEGG-Signalweganalyse der korrelierenden miRNAs der qPCR-
Untersuchung

Die beschriebenen Ergebnisse deuten auf ein komplexes Zusammenspiel
zwischen der sportlichen Trainierbarkeit und der akuten, belastungsinduzierten
Regulation des miRNA-Profils hin. Zur Generierung eines detaillierteren
Verstandnis zur Rolle der miRNAs in der trainingsinduzierten Adaptation wurde
mit Hilfe der Datenbank TarBase v7.0 der Online-Plattform DIANA-mirPath v3.0
die Funktion der miRNAs, die eine starke Korrelation (r 2 0,5 bzw. r <-0,5) mit
der Veranderung der physiologischen Parameter (VOz2max, LTP2) aufwiesen
(miR-1-3p, miR-18a-5p, miR-19b-3p, miR-27a-3p, miR-132-3p, miR-133a-3p,
miR-133a-5p, miR-133b, miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-497-5p,
miR-499a-5p), naher untersucht (s. Tabelle 21).

Insgesamt zeigte sich eine Beteiligung dieser miRNAs an 28 Signalwegen, von
denen 13 bekanntermaBen an der trainingsinduzierten Adaptation der
Skelettmuskulatur mitwirken.

Besonders hervorzuheben ist hierbei die regulatorische Funktion von miR-27a-3p
und miR-199a-3p bei der Fettsdurebiosynthese. Darlber hinaus ist die
Beteiligung von miR-18a-5p, miR-19b-3p, miR-27a-3p, miR-132-3p,
miR-199a-5p, miR-497-5p sowie miR-499a-5p im TGFf-, p53-, FOXO-, AMPK-
und mTOR-Signalweg sowie der Hippo-Signalkaskade in den Fokus zu stellen.
Diese Signalwege beeinflussen mafBgeblich den muskularen Metabolismus u. a.
durch Regulation der Muskelproteinsynthese, der Regeneration und
Differenzierung von Muskelzellen sowie der mitochondrialen Biogenese
(s. Kapitel 1.1.2) (De Angelis et al., 1998; Goodman et al., 2015; Judson et al.,
2012; Liu et al., 2001; Liu et al., 2004; Mendez et al., 1997; Saleem et al., 2014;
Sandri et al., 2004; Sartorelli & Fulco, 2004; Sartori et al., 2009; Stitt et al., 2004).
MiR-18a-5p, miR-27a-3p, miR-132-3p und miR-497-5p scheinen zudem an der
Regulation der Lysin-Degradation beteiligt zu sein. Lysin férdert das
Muskelwachstum sowie die Proteinsynthese und die Degradation dieser
Aminosaure wirkt diesen Prozessen entgegen (Jin et al., 2019).

Die Analyse ergab zudem, dass die untersuchten miRNAs weiterhin in die
Kontrolle elementarer zellularer Funktionen involviert sind, einschlieBlich der
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Regulation des Zellzyklus, der Proteinprozessierung, der Dynamik von Zell-Zell-

Verbindungen und der Interaktion von Zellen mit der Extrazellularmatrix (ECM).

. Gene . Gene
Signalweg p-Wert ges. miRNA je miRNA
1 | Fettsaurebiosynthese 135 3 -27a-3p 3
(hsa00061) -199a-3p 1
ECM-Rezeptor- -190-3p 12
2 . 395 -27a-3p 21
Interaktionen <le 32 -199a-5 -
(hsa04512) P
-497-5p 12
-19b-3p 35
-27a-3p 53
g | Proteoglykane in Krebs <1e-325 106 -132-3p 19
(hsa05205) -199a-3p 22
-199a-5p 12
-497-5p 42
-18a-5p 19
. : -27a-3p 42
4 (Hh'gsgé'zg‘)a'weg 111e18 | 72 | -132-3p 15
-199a-5p 7
-497-5p 27
. : -18a-5p 18
5 | Virale Karzinogenese 2 12708 76 -190-3p 31
(hsa05203)
-27a-3p 53
-18a-5p 6
-19b-3p 12
TGFB-Signalweg . -27a-3p 33
6 09
(hsa04350) 1.71e 47| 132:3p 11
-199a-5p 6
-497-5p 13
Prionen-Erkrankungen .
7 07 272a-
(hsa05020) 4,14e 10 27a-3p 10
s | Gliom -19b-3p 15
7,666 36 -27a-3p 22
(hsa05214) 497-5p 18
chronisch-myeloische -19b-3p 15
9 | Leukamie 5,82e% | 44 -27a-3p 28
(hsa05220) -497-5p 18
Adharenzverbindungen -27a-3p 22
10
(hsa04520) 0,0002 37 -199a-5p 7
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. Gene . Gene
Signalweg p-Wert ges. miRNA je miRNA
-497-5p 16
-18a-5p 11
: -19b-3p 18
11 E’::;(?ﬁj%‘;"’eg 0,0002 | 38 | -27a-3p 21
-497-5p 18
-499a-5p 4
-18a-5p 14
Zellzyklus -27a-3p 35
12
(hsa04110) 0,0008 49 -132-3p 17
-499a-5p 7
: -19b-3p 29
13 (Fhoszagé%?alweg 0,0008 | 64 | -27a-3p 38
-497-5p 27
-18a-5p 6
Lysin-Degradation -27a-3p 14
14
(hsa000310) 0,0016 23 -132-3p 4
-497-5p 9
Bakterieninvasion
15 | in Epithelzellen 0,0021 31 -27a-3p 31
(hsa05100)
Proteinprozessierung im
16 | €ndoplasmatischen -27a-3p 46
Retikulum 0,0028 68 -497-5p 43
(hsad4141)
iy -19b-3p 26
17 :}Z‘;%tg;sai 0,0033 | 64 | -27a-3p 36
-497-5p 24
-19b-3p 13
kolorektal Karzinom -27a-3p 20
18
(hsa05210) 0,0052 35 -199a-5p 7
-497-5p 13
TOR-Signalweg -27a-3p 22
19| M
(hsa04150) 0,0053 34 -497-5p 18
: -19b-3p 20
20 ;f:g?;:‘;rz'”om 0,0067 | 48 | -27a-3p 29
-497-5p 22
. . -18a-5p 26
21 3}'2232’;%%? In Krebs 0,0072 | 133 | -27a-3p 89
-497-5p 55
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. Gene . Gene
Signalweg p-Wert ges. miRNA je miRNA
-18a-5p 8
Blasenkarzinom -19b-3p 10
22
(hsa05219) 0,0087 23 -27a-3p 14
-497-5p 12
Schilddrisenkarzinom
23 _D72a-
(hsa05216) 0,0125 13 27a-3p 13
2 Melanom ~19b-3p 16
4 (hsa05218) 0,0128 32 -27a-3p 18
-497-5p 15
AMPK-Signalweg -19b-3p 22
25
(hsa04152) 0,015 53 -27a-3p 43
Nicht-kleinzelliges -19b-3p 12
26 | Bronchialkarzinom 0,0161 29 -27a-3p 17
(hsa05223) -497-5p 14
Signalwege, die
. -19b-3p 24
o7 E)eIL;:FIJiz’zrr:te Stammzellen 0,0191 63 27a-3p 38
(hsa04550) 497-5p 23
: -19b-3p 13
28 ;Zr:gg;‘f‘z‘?rz'“om 04266 | 84 | -27a3p | 19
-497-5p 17

Tabelle 21: KEGG-Signalweganalyse der korrelierenden miRNAs der gPCR-
Korrelationsanalysen. Die Signalweganalyse wurde mit Hilfe der Datenbank TarBase
v7.0 der Online-Plattform DIANA-miRPath v3.0 durchgefihrt (Vlachos et al., 2015).
KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; (hsa-): KEGG-Signalweg-
Identifikationsnummer; ECM: Extrazellularmatrix; FOXO: Forkhead-Box-Protein O;
AMPK: AMP-aktivierte Proteinkinase; mTOR: mechanistic target of rapamycin; TGF:
transforming growth factor B; ges.: gesamt.
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4 Diskussion

Die zunehmende Forschung auf dem Gebiet der miRNA-Biologie liefert
fortlaufend neue Erkenntnisse Uber die Funktion und die regulatorischen
Mechanismen, in die diese kleinen, nichtkodierenden RNAs involviert sind. Eine
Vielzahl an Studien untersuchte in der Vergangenheit bereits die Rolle von
miRNAs bei der Entwicklung, Plastizitat und trainingsinduzierten Adaptation der
Skelettmuskulatur (Fochi et al., 2020; Ultimo et al., 2018). Dennoch sind die
Kenntnisse Uber die Funktion von miRNAs bei der Regulation des Trainingsan-
sprechens nach wie vor limitiert und die stetige Identifizierung neuer miRNA-
Spezies verdeutlicht die Komplexitat dieses epigenetischen Regulations-
mechanismus. Auf Grund der trainingsinduzierten Veranderung der miRNA-
Expression (Kirby & McCarthy, 2013; Zacharewicz et al., 2013) kristallisierten
sich miRNAs in den letzten Jahren immer mehr als potenzielle Biomarker far die
Gestaltung individualisierter ~Trainingsplane heraus. Die Identifizierung
molekularer Pradiktoren fir die Vorhersage individueller Trainingsreaktionen ist
dabei in hohem MaBe relevant, da auch bei standardisierten
Trainingsinterventionen das physiologische Trainingsansprechen
auBBerordentlich heterogen ist (Bouchard et al., 1999; Lortie et al., 1984;
Prud'homme et al., 1984). Dies ist sowohl im Wettkampfsport als auch in
rehabilitativen/therapeutischen Bereichen relevant. Daher sollten in dieser Arbeit
miRNAs identifiziert werden, die gute Kandidaten fur die Vorhersage der
individuellen Trainingsreaktion sein kdnnten. Hierfir wurden zunachst sechs
Probandinnen der Trainingsstudie iReAct ausgewahlt, um das miRNA-Muster bei
der Akutantwort auf eine standardisierte Belastung in Skelettmuskelproben
mittels Mikroarray zu analysieren. Hierdurch konnte ein generalisierter Einblick in
die Veranderung der entsprechenden miRNA-Expressionsmuster generiert und
diese mit der spateren Trainingsanpassungsreaktion korreliert werden
(s. Kapitel 3.1.3). In einer gréBeren Kohorte (n =29) wurde nachfolgend die
Eignung dieser miRNAs flr die Erstellung von individualisierten Trainings-
programmen in gPCR-Experimenten weiterflihrend untersucht und auf diese
Weise auch die Vergleichbarkeit zwischen der Mikroarray- und der gPCR-
Methodik analysiert.

153



4.1 Diskussion der miRNA-Analyse

4.1.1 Vergleich der Mikroarray-Ergebnisse mit einschldgigen
Literaturdaten
Der erste Schritt dieser Arbeit war es, die Mikroarray-Daten in den Kontext
einschlagiger Literaturdaten zu setzten (s. Kapitel 3.1.1). Daher wurden die
Akutmuster verschiedener miRNAs analysiert, die zuvor in Reaktion auf eine
einzelne aerobe Belastung in der Skelettmuskulatur als differenziell exprimiert
beschrieben worden waren. Hierbei zeigten sich maBgebliche Differenzen, die im
Folgenden skizziert und diskutiert werden sollen.
In der Mikroarray-Analyse (n=6) wurde eine signifikante Repression der
myomiRs miR-1(-3p), miR-133a-3p/-5p, miR-133b sowie miR-499a-5p detektiert
(s. Kapitel 3.1.1). Diese Suppression bestatigte sich auch in der Gesamtkohorte
(n =29) in der gPCR-Untersuchung (s. Kapitel 3.2.5). Dies steht im Kontrast zu
anderen Studienergebnissen, die die miRNA-Expression nach einer akuten
aeroben Belastung analysierten. Diese zeigten eine Zunahme von miR-1(-3p)
(Nielsen et al., 2010; Russell et al., 2013; Safdar et al., 2009), miR-133a-3p/-5p
(Nielsen et al., 2010; Russell et al., 2013) sowie miR-133b (Russell et al., 2013)
(s. Tabelle 22).
Desgleichen zeigte sich in der Mikroarray-Untersuchung eine entgegengesetzte
Regulation von miR-181a-5p, miR-107, miR-128-3p, miR-21-5p sowie
miR-378a-5p im Vergleich zu friher publizierten Daten (s. Kapitel 3.1.1 und
Tabelle 22). In der vorliegenden Arbeit wurde eine Reduktion dieser miRNA-
Spezies detektiert, wohingegen in der Literatur eine Zunahme ihrer Expression
beschrieben wurde (McGivney et al., 2017; McLean et al., 2015; Russell et al.,
2013; Safdar et al., 2009). Russel et al. (2013) postulierten zudem eine
Repression von miR-9(-5p) und miR-31(-5p) bei der Akutantwort der
Skelettmuskulatur, wéhrend in dem in dieser Arbeit analysierten Kollektiv keine
Veranderung der Expression dieser beiden miRNA-Spezies nach einer akuten
Ausdauerbelastung in der Skelettmuskulatur festgestellt werden konnte
(s. Kapitel 3.1.1 und Tabelle 22).
Eine Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen dieser Arbeit und
Literaturdaten konnte nur flr eine geringe Anzahl an miRNA-Spezies beobachtet
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werden. In Einklang mit den Ergebnissen von Russel et al. (2013) und Safdar et
al. (2009) zeigte sich in der vorliegenden Arbeit eine Repression von miR-23a-3p.
Zudem zeigte miR-206, wie bereits von Russel et al. (2013) und Nielsen et al.
(2010) beschrieben, keine Veranderung bei der Akutantwort.

Ein direkter Vergleich von Studiendaten wird jedoch durch Unterschiede der
physiologischen und anthropometrischen Charakteristika wie beispielsweise
Alter, Geschlecht, Ethnie und Trainingsstatus der Testpersonen erschwert.
Zudem existieren humane und Tierstudien, wobei nicht immer eine enge
Korrelation zwischen Tier- und Humandaten besteht. In etlichen Studien wurden
altersabhangige Differenzen bei der miRNA-Regulation beschrieben (Drummond
et al., 2008; Hamrick et al., 2010; Zacharewicz et al., 2014), welche mit der im
Alter auftretenden reduzierten Regenerationsfahigkeit und reduzierten
Proteinsynthese der Skelettmuskulatur in Zusammenhang stehen kdnnten
(Kumar et al., 2009; Rivas et al.,, 2014). Zudem scheint der Trainingsstatus
mafgeblich die molekulare Reaktion auf einen Belastungsreiz zu determinieren.
Zahlreiche Studien zeigten Unterschiede in der muskuldren Proteinmenge
und/oder dem Phosphorylierungsgrad verschiedener Proteine in trainierten und
untrainierten Individuen. Diese Proteine sind regulatorisch an Signalwegen der
Trainingsanpassung beteiligt, wie beispielsweise dem AKT-mTORC1-Signalweg
(Fernandez-Gonzalo et al., 2013; Moberg et al., 2020; Wilkinson et al., 2008).
Dies legt nahe, dass sich auch das miRNA-Profil zwischen trainierten und
untrainierten Personen unterscheiden kdnnte, da eine Vielzahl an miRNAs
maBgeblich in den Prozess der Trainingsadaptation einzugreifen scheint
(s. Kapitel 1.2.3).

SchlieBlich existieren bisher nur wenige Studien, die die geschlechtsspezifischen
Unterschiede bei der miRNA-Regulation analysierten (Ameling et al., 2015; Guo
et al., 2016; Mishima et al., 2008). Diese Daten zeigen jedoch einschneidende
Unterschiede der miRNA-Profile in Abhangigkeit der Geschlechter. Daher stellt
auch das unterschiedliche Verhaltnis zwischen ménnlichen und weiblichen
Testpersonen einen Erklarungsansatz fir die beobachteten Differenzen dar.
Daruber hinaus unterscheiden sich die angewandten Trainingsinterventionen in

Dauer, Intensitat und Modalitat. Diese Variablen kénnen jedoch das miRNA-Profil
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erheblich beeinflussen. Widmann et al. (2022) verglichen die Expression von
miR-21-5p sowie miR-503-5p in Reaktion auf ein sechswéchiges MICT bzw. HIT
und konnten deutliche Differenzen zwischen den beiden Trainingsgruppen
nachweisen.

Des Weiteren existieren keine einheitlichen Richtlinien dahingegen, welcher
Zeitraum nach einer korperlichen Belastung die Akutantwort der
Skelettmuskulatur definiert. Nielsen et al. (2010) beschrieben eine akute
Veranderung des miRNA-Musters (miR-1(-3p), miR-133a) unmittelbar im
Anschluss an eine einstiindige Ausdaueribung, zeigten jedoch auch, dass
bereits 3 h nach der Intervention keine signifikante Verdnderung der miRNA-
Expression mehr gemessen werden konnte. Daher scheint flr die Interpretation
der Daten der Zeitpunkt der Biopsieentnahme nach der Trainingsintervention
entscheidend zu sein, was einen weiteren limitierenden Faktor far die
Vergleichbarkeit der Studienergebnisse darstellt.

In den meisten Studien wurde nur eine begrenzte Anzahl an miRNAs analysiert.
Tatséchlich existiert bis dato nur eine (der Autorin bekannte) Studie, die
umfassend die Verdnderungen im miRNA-Profil in Reaktion auf eine akute
aerobe Belastung untersuchte (McLean et al., 2015). Die in den verschiedenen
Studien angewandten experimentellen Techniken variieren zudem erheblich. So
kann die Detektion der qPCR-Fluoreszenzsignale wahrend der Amplifikation
mittels SYBR Green | oder TagMan-Sonden erfolgen. Zudem weisen die in
dieser Arbeit eingesetzten LNA-Oligonukleotid-Primer eine erhéhte Sensitivitat
und Spezifitdt im Vergleich zu herkdémmlichen DNA-qPCR-Primern auf (Latorra
et al., 2003) (s.Kapitel4.2.2). Des Weiteren lassen sich cDNA- von
Oligonukleotid-Mikroarrays unterscheiden, die dariber hinaus von den
unterschiedlichsten Herstellern angeboten werden (Mah et al., 2004). Ein direkter
Vergleich der Daten wird zudem durch die unterschiedlichen Methoden,
Protokolle und Normalisierungsstrategien zur Detektion der miRNA-Expression
erschwert (s. Tabelle 22). Die gewahlte Normalisierungsstrategie beeinflusst
jedoch in hohem MaB3e die analytische Auswertung der Daten und kann somit zu
differierenden Ergebnissen zwischen einzelnen Studien flihren (Faraldi et al.,
2019). Spezifisch kann die Normalisierung der gemessenen Fluoreszenzsignale
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entweder durch den Einsatz exogener Oligonukleotide (spike-ins), die in einer

definierten Konzentration zu dem PCR-Reaktionsgemisch hinzugegeben

werden, oder anhand von endogenen miRNAs, wie in dieser Arbeit, erfolgen.

Darlber hinaus variiert die Anzahl sowie die Spezies der eingesetzten

Referenzmolekile; so wurde in dieser Arbeit das geometrische Mittel aus drei
Referenz-miRNAs (SNORD48a, SNORD49, miR-423-3p) zur Normalisierung der
Fluoreszenzsignale angewandt, wohingegen in vergleichbaren Studien haufig

nur eine bis zwei endogene Kontrollen eingesetzt wurden, die sich darlUber

hinaus zwischen den verschiedenen Studien unterschieden (beispielsweise
SNORD48a (Nielsen et al., 2010; Russell et al., 2013), 5S-rRNA (Drummond et
al., 2009), RNUG6 (Safdar et al., 2009), SNORD48a plus 18S-rRNA (Margolis et

al., 2017)).
Referenz | Spezies | Programm T miRNA-Spezies
(H/M)
n -
w/m
Daten H Fahrrad- 2h
dieser ergometer
Arbeit n=6 10 min
w: 6 90 % LT
m: 0 50 min zw.
LT & LTz
Gesamt:
60 min
Methode Mikroarray Affymetrix miR Array 4.0 Analyse
(ATLAs Biolabs, Berlin, Deutschland)
Russel et H Fahrrad- 3h miR- | miR- | miR- | miR-
al. (2013) ergometer 133a- | 133a- | 133b | 206
n=9 70%
w: 0 VOzmax miR- | miR- | miR-
m: 9 Peak 29a- | 29b- | 29c-
(Bp) | (3p) | (3p)
Gesamt:
60 min
Methode gPCR TagMan Assay
(Applied Biosystems Inc., Foster City, CA,
USA)
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Referenz | Spezies | Programm T miRNA-Spezies
(H/M)
n-
w/m
Nielsen et H Fahrrad- Oh miR- | miR-
al. (2010) ergometer 133b | 206
n=10 65 %
w: 0 P(max)
m: 10
Gesamt:
60 min
Methode qPCR TagMan Assay
(Applied Biosystems Inc., Foster City, CA,
USA)
Safdar et M Laufrad 3h miR- | miR- | miR-
al. (2009) 15 m/min 1- 133a- | 133a-
n=7 fir 90 min (3p) | 3p 5p
w: 0 miR- | miR- | miR-
m: 7 Gesamt: 23a- | 107 | 181a-
Methode gPCR TagMan Assay
(Applied Biosystems Inc., Foster City, CA,
USA)
McLean H Fahrrad- 30 min | miR- | miR- | miR- | miR- | miR- | miR-
et al. ergometer 10a- | 22-3p | 30a- | 30d- | 128- | 378a
(2015) n=14 vier 5p 5p 5p 3p -3p
w:5 Durchlaufe: miR- | miR- | miR- | miR- | miR- | miR-
m:9 | 8min70% 378a | 378f | 378g | 378i | 422a | 532-
HF(max) -5p 5p
2 min 90 %
VO:2 Peak
2 min
Pause
Gesamt:
48 min
Methode 4x44K Whole Human Genome Mikroarray
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)

Tabelle 22: Vergleich einschlagiger Literaturdaten mit den Mikroarray-
Ergebnissen der miRNA-Akutantwort in der Skelettmuskulatur. Dargestellt sind
Studiencharakteristika, die die Vergleichbarkeit der Studien untereinander limitieren.
Diese beinhalten die untersuchte Spezies, das Geschlechterverhéltnis, die Art und
Dauer der Trainingsintervention, den Zeitpunkt der Biopsieentnahme sowie die
experimentelle Methodik. Spezies (H/M): Spezies (human/Maus); w/m: Geschlecht
weiblich/mannlich; n: Testpersonenanzahl; LTy bzw. LT.: erste bzw. zweite
Laktatschwelle; HF(max): maximale Herzfrequenz [bpm]; VO.max: maximale
Sauerstoffaufnahme [ml/kgxmin]; P(max): maximale Leistung [W]; T: Zeitpunkt der
Biopsieentnahme nach der akuten aeroben Belastung; rot markiert eine Abnahme, grin
markiert eine Zunahme der miRNA-Expression nach einer akuten aeroben Belastung;
orange markiert miRNAs, deren Expression keine Veranderung durch eine einzelne
aerobe Belastung zeigte.
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4.1.2 Funktionelle Rolle der differenziell exprimierten miRNAs

In der weiteren Analyse wurde eine Fold change-Analyse durchgefihrt, um
diejenigen miRNAs zu identifizieren, die bei der Akutantwort der
Skelettmuskulatur differenziell exprimiert waren (s. Kapitel 3.1.2). Die Festlegung
eines Schwellenwerts zur Identifizierung unterschiedlich exprimierte Gene bzw.
miRNAs ist jedoch eine intuitive Methode, da keine einheitliche Definition dartber
existiert, welcher Schwellenwert eine tatséchlich differenzielle Expression
markiert (Vaes et al., 2014). Haufig wird ein Schwellenwert von +2 far die
Definition einer differenziell exprimierten miRNA gewéhlt (Zhao et al., 2018). In
der hier durchgefihrten Mikroarray-Analyse zeigten 326 miRNAs eine Fold
change groBer Faktor zwei. Die Analyse dieser Anzahl an miRNAs hétte den
zeitlichen Rahmen der hier vorliegenden Arbeit Uberschritten. Daher wurde ein
Schwellenwert von + 4,5 fur die Fold change gewahlt. Mithilfe dieses Ansatzes
wurden mehrere miRNAs identifiziert, die zuvor mit der Angiogenese
(miR-10a-5p (Wang et al., 2016), miR-15a-5p (Yin et al., 2012), miR-18a-5p
(Suarez et al., 2008), miR-19b-3p (Suarez et al., 2008; Suarez & Sessa, 2009),
miR-126-3p (Suarez & Sessa, 2009), miR-132-3p (Anand et al., 2010),
miR-155-5p (Suéarez et al., 2008), miR-199a-3p/-5p (Joris et al., 2018)), der
mitochondrialen Biogenese (miR-27a-3p (Kang et al., 2013)), der Inflammation
(miR-155-5p (McCoy et al., 2010; Onodera et al., 2018), miR-10a-5p (Pham et
al., 2020), miR-29c¢-3p (Tarnowski et al., 2021)), der Muskelfasertyp-Konversion
(miR-27a-3p (Chemello et al.,, 2019), miR-152-3p (Zhang et al., 2019),
miR-30e-3p (Jia et al., 2017)) sowie dem AKT-mTORC1-Signalweg (miR-19b-3p
(Rivas et al., 2021; Zhu et al., 2019), miR-128-3p (Singh et al., 2020), miR-126-3p
(Rivas et al., 2014), miR-1(-3p) (Hitachi & Tsuchida, 2013), miR-133a (Hitachi &
Tsuchida, 2013), miR-199a-3p (Jia et al., 2013), miR-199a-5p (Joris et al., 2018),
miR-363-3p (Meyer et al., 2015; Shu et al.,, 2020)) in Verbindung gebracht
wurden. Far eine Reihe der differenziell exprimierten miRNAs wurde zudem eine
Beteiligung an der Myogenese (Myoblasten-Proliferation und/oder Myoblasten-
Differenzierung) (miR-19b-3p (Kong et al., 2019), miR-29¢c-3p (Faraldi et al.,
2019; Silva et al., 2019), miR-30e-3p (Jia et al.,, 2017), miR-1(-3p) und
miR-133a/b (Giller & Russell, 2010), miR-192-5p (Zhao et al., 2016), miR-660-5p
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(Faraldi et al., 2019) sowie miR-199a-5p, miR-128-3p, miR-155-5p und
miR-499a-5p (Fochi et al., 2020)) beschrieben. Des Weiteren scheint die miRNA-
Spezies miR-19b-3p den muskuléaren Glukosemetabolismus durch Erhéhung der
Glukoseaufnahme in die arbeitende Muskulatur sowie Erhéhung der
Glukoseoxidation zu regulieren (Massart et al., 2021). Neben den beschriebenen
regulatorischen Funktionen von miR-27a-3p bei der mitochondrialen Biogenese
(McLean et al., 2015; Safdar et al., 2011), der Fettsaureoxidation (Chemello et
al., 2019), der Fasertyp-Konversion (Chemello et al., 2019) und der
Muskelregeneration (Chen et al.,, 2013; Huang et al., 2012), wurde darlber
hinaus eine inverse Beziehung zwischen der miR-27a-3p-Expression und der
Aktivitdt des Runt-related Transkriptionsfaktors 1 (RUNX-1), welcher zu einer
Forderung der Erythropoese fluhrt, beschrieben (Keller et al., 2011; Yokomizo et
al., 2008). Daher kénnte die Suppression von miR-27a-3p mit einer erhdhten
Sauerstofftransportkapazitdt und somit einer erhéhten Leistungsféhigkeit der

Muskulatur einhergehen.

Des Weiteren zeigte die KEGG-Signalweganalyse mit Hilfe der DIANA-TarBase-
Datenbank eine Beteiligung mehrerer verschiedener, bei der Akutantwort sowohl
induzierter (miR-155-5p, miR-1126-5p, miR-2110) als auch reprimierter miRNAs
(miR-10a-5p, miR-15a-5p, miR-27a-3p, miR-29¢-3p, miR-30e-5p, miR-199a-3p,
miR-199b-3p, MiR-363-3p, MiR-660-5p) am Fettsduremetabolismus und der
Fettsaurebiosynthese. Wahrend eines niedrig- bis moderat-intensiven Trainings
stellen freie Fettsduren eine der Hauptenergiequellen der arbeitenden
Muskulatur dar (s. Kapitel 1.1.1). Zudem ist die Erholungsphase nach einem
Training im Allgemeinen durch die Einsparung von Glukose und parallel erhdhter
Fettsdureoxidation gekennzeichnet (Egan & Zierath, 2013; Kiens & Richter,
1998). Die beschriebenen miRNAs kdnnten daher die Trainingsreaktion durch
Regulation der Substratutilisation steuern. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich
zudem eine Uberlegenheit an miRNAs, die bei der Akutantwort der
Skelettmuskulatur reprimiert wurden, im Gegensatz zu solchen, die induziert
wurden. In der Regel fihren miRNAs zu einer Inhibition der Transkription ihrer
Zielgene (Bartel, 2009), somit misste die Suppression einer miRNA-Spezies in
der Theorie zu einer gesteigerten Aktivitat der Zielproteine fiihren. Die KEGG-
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Signalweganalyse zeigte, dass eine Reihe der reprimierten miRNAs an der
Regulation des FOXO- sowie p53-Signalwegs beteiligt zu sein scheinen
(miR-15a-5p, miR-18a-5p, miR-19b-3p, miR-27a-3p, miR-29¢-3p, miR-30a-3p,
miR-30e-3p, miR-30e-5p, miR-106-5p, miR-497-5p, miR-499a-5p, miR-660-5p).
FOXO férdert die Umstellung des Energiestoffwechsels in der Skelettmuskulatur
von der Glukose- auf die Lipidoxidation, indem es eine gesteigerte Aktivitat der
Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase-4 (PDK-4) induziert. Das Tumorsuppressor-
protein p53 ist durch die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Integritat sowie
die Aktivierung der mitochondrialen Biogenese ein integraler Bestandteil des
trainingsinduzierten Signaltransduktionsnetzwerks (Matoba et al., 2006; Saleem
& Hood, 2013). Durch Induktion eines Zellzyklusarrests wird dabei die Reparatur
von DNA-Schaden, die durch kontraktionsstimulierte Emissionen von ROS
entstehen, ermdglicht (Achanta et al., 2005; Wang et al., 2012). Zusatzlich férdert
p53 die Fettsdureoxidation und die oxidative Phosphorylierung (Hu et al., 2010;
Park et al., 2009; Wang et al.,, 2012). Durch diese Prozesse kdnnten die
Signalmolekile der FOXO- und p53-Signalkaskaden die Anpassungsreaktionen
an ein ausdauerbasiertes Training regulieren. Des Weiteren wurden in der
DIANA-Signalweganalyse im Rahmen dieser Arbeit Hinweise darauf gefunden,
dass eine Reihe der reprimierten miRNAs Zielgene aufweisen, die fir Faktoren
des Hippo-Signalwegs kodieren (miR-10a-5p, miR-15a-5p, miR-18a-5p,
miR-22-5p, miR-29¢c-3p, miR-30a-3p, miR-30e-3p, MiR-192-5p, miR-199a-5p,
miR-497-5p) (Vlachos et al., 2015). Durch die Aktivitat des Effektorproteins YAP
wird zum einen die Proteinsynthese und das Muskelwachstum angeregt (Watt et
al., 2015), zum anderen gibt es aber auch Hinweise darauf, dass YAP die
Fettsaureoxidation und somit die oxidative Energiegewinnung in der
Skelettmuskulatur férdert (Watt et al., 2021). Allerdings muss in zuklnftigen
Studien analysiert werden, welche funktionelle Konsequenz aus der Repression
der genannten miRNAs resultiert. Es wurde beispielsweise beschrieben, dass die
MST-1 (mammalian sterile 20-like Kinase 1), welche die Aktivitait von YAP
negativ reguliert, durch miR-199a-5p inhibiert wird (Li et al., 2020).

In der unmittelbaren Erholungsphase wenige Stunden nach der kdrperlichen
Belastung steht die Wiederherstellung der zelluldren Hombostase im
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Vordergrund (Egan & Zierath, 2013). Durch die Regulation elementarer zellularer
Funktionen, einschlieBlich von ECM-Rezeptor-Interaktionen (miR-19b-3p,
miR-27a-3p, miR-199a-5p, miR-497-5p) wund Adh&sionsverbindungen
(miR-27a-3p, miR-199a-5p, miR-497-5p), der Proteinprozessierung im endoplas-
matischen Retikulum (miR-27a-3p, miR-497-5p) sowie der Zellzykluskontrolle
(miR-18a-5p, miR-27a-3p, miR-499a-5p), kénnte eine Vielzahl der bei der
Akutantwort reprimierten miRNAs an der Regulation von Prozessen der
Wiederherstellung und Aufrechterhaltung der Homdostase beteiligt sein
(s. Kapitel 3.1.4, Tabelle 13).

Basierend auf den Ergebnissen dieser Studie kdnnen jedoch keine definitiven
Aussagen Uber die funktionelle Bedeutung der analysierten miRNAs getroffen
werden. Die durch miRNAs kontrollierten zellularen Funktionen bilden ein
komplexes Netzwerk, da verschiedene Zielmolekile durch mehrere miRNAs
beeinflusst werden kénnen und gleichzeitig einzelne miRNAs auf hunderte von
mRNA-Transkripte abzielen kénnen (Krek et al., 2005). AuBerdem bestimmt die
Summe aus inhibitorischen und aktivierenden Signalen die tatsachliche Reaktion
auf einen physiologischen Stimulus, sodass aus der Analyse einzelner miRNAs
nicht auf das resultierende Ergebnis geschlossen werden kann. Fir die
Validierung der funktionellen Zusammenhange zwischen einzelnen miRNAs
untereinander und ihren Zielmolekllen missen funktionsbezogene Experimente,
beispielsweise anhand von knockout-Mausen, durchgefihrt werden und/oder
das Genexpressionsprofil simultan mit dem miRNA-Profil analysiert werden.
Dartber hinaus sollten in zuklnftigen Studien bioinformatische Datenanalysen
angewandt werden, um die Komplexitat dieses Netzwerks funktioneller

Interaktionen detaillierter zu verstehen.

4.1.3 Potenzial der miRNAs als prognostische molekulare Marker der
individuellen Trainingsreaktion

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass die Veranderung der miRNA-Expression in

Reaktion auf eine einzelne aerobe Belastung eine starke interindividuelle

Variabilitat aufweist (s. Kapitel 3.2.5). Aus diesem Grund kénnten miRNAs

geeignete Biomarker flr die Vorhersage der individuellen Trainingsreaktion

darstellen und in der Zukunft gegebenenfalls fir die Erstellung personalisierter
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Trainingspléane verwendet werden. Um sich diesem Ziel zu nahern, wurden die
miRNA-Profile bei der Akutantwort der Skelettmuskulatur der einzelnen
Probandinnen mit den individuellen physiologischen Veranderungen (AVOzmax,
ALTP2) nach einem  standardisierten  Trainingsprogramm  Korreliert
(s. Kapitel 3.3). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Zunahme der
individuellen Fitness in Reaktion auf verschiedene Trainingsformen (HIIT vs.
MICT) mdglicherweise tatsachlich anhand unterschiedlicher miRNA-Akutmuster

prognostiziert werden kann.

In den Korrelationsanalysen zwischen der Veranderung der physiologischen
Parameter und der Veranderung der miRNA-Expression bei der Akutantwort der
Skelettmuskulatur kristallisierten sich insbesondere miR-199a-3p, miR-199a-5p
sowie miR-19b-3p als interessante Kandidaten fir die Vorhersage der
individuellen Trainingsreaktion heraus. MiR-199a-3p und -5p kdnnten hierbei
potenzielle Biomarker flr das Ansprechen auf ein hochintensives
Ausdauertraining sein, wohingegen miR-19b-3p einen potenziellen Pradiktor fur
die Leistungssteigerung durch ein moderat-intensives aerobes Training darstellt
(s. Kapitel 3.3). Die beiden miR-199a-Spezies werden gemeinsam transkribiert,
jedoch wird nur ein Strang flr die Bildung des RISCs aktiviert, wahrend der zweite
abgebaut wird (s. Kapitel 1.2.1). Die positive Korrelation zwischen der
AmiR-199a-3p und der AVO2max sowie die negative Korrelation zwischen der
AmiR-199a-5p und der ALTP2 im Anschluss an ein sechswdchiges HIIT kdnnte
darauf hindeuten, dass ein Zusammenhang zwischen der préferentiellen
Prozessierung der miR-199a-3p-Spezies bei der Akutantwort der
Skelettmuskulatur und einer starkeren Zunahme der aeroben Trainingsleistung
bestehen koénnte. Darlber hinaus korrelierte die AmiR-499a-5p bzw. die
AmIiR-132-3p mit der AVO2max T1/T2 bzw. der ALTP2 T1/T2, die sich in Reaktion
auf das HIIT zeigte, das im Anschluss an das initiale MICT durchgeflihrt wurde.
Diese beiden miRNAs kdnnten daher ebenfalls potenzielle Pradiktoren fir das
Ansprechen auf ein mehrwdchiges Ausdauertraining sein. Jedoch wurde keine
Trainingspause (sogenannte  Washout-Periode) zwischen den beiden
Trainingsblécken durchgefiihrt, wodurch es zu sogenannten Ubertragungs-
effekten kommt. Das bedeutet, dass die erzielten Wirkungen durch die Effekte
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beider Trainingsblocke beeinflusst werden, und dass das Resultat nach
Abschluss des zwdélfwdchigen Trainingsprogramms nicht mehr auf eine
spezifische Trainingsmodalitat zurtickgefihrt werden kann.

Auf Grund der fehlenden Trainingspause zwischen den beiden
Trainingsinterventionen war es von Interesse, die Beziehung des miRNA-
Akutmusters zu der insgesamt erzielten Verbesserung der Ausdauer-
leistungsfahigkeit zu untersuchen. Nach Abschluss des zwdlfwdchigen Trainings
wiesen beide Trainingsgruppen eine vergleichbare Steigerung der VOz2max- und
LTP2-Werte auf, sodass gefolgert werden kann, dass die Abfolge der
Trainingsmodalitdten keinen Einfluss auf die Gesamt-Trainingsantwort hat.
Uberraschenderweise zeigte sich trotz der vergleichbaren Fitnesszunahme der
beiden Trainingsgruppen keine gemeinsame Beziehung zwischen dem miRNA-
Akutmuster und der Veranderung der physiologischen Parameter, und auch bei
der Analyse der Gesamtkohorte wurde keine Korrelation zwischen der akuten
belastungsinduzierten Veranderung der miRNA-Expression und der AVOzmax
bzw. der ALTP2, die nach Beendigung des zwdlfwdchigen Trainingsprogramms
gemessen wurde, beobachtet (s. Kapitel 3.3). In der HIIT-MICT-Trainingsgruppe
zeigte sich eine Korrelation der AVOz2max T0/T2 sowohl mit der AmiR-27a-3p als
auch mit der AmiR-133a-3p und der AmiR-133a-5p. Die ALTP2 TO/T2 korrelierte
in dieser Gruppe mit der AmiR-1-3p, der AmiR-27a-3p sowie mit der
AmiR-497-5p. In der MICT-HIIT-Trainingsgruppe zeigte sich hingegen eine
Korrelation zwischen der AVO2max T0/T2 und der AmiR-199a-5p sowie der
AmMiR-497-5p und die ALTP2TO/T2 korrelierte in dieser Gruppe mit der
AmiR-18a-5p sowie mit der AmiR-133b (s. Kapitel 3.3). Auf Grund der negativen
Korrelation sowohl mit der AVOz2max T0/T2 als auch mit der ALTP2 TO/T2 in der
HIIT-MICT-Trainingsgruppe kénnte insbesondere miR-27a-3p ein nitzliches
Instrument bei der Planung individueller Trainingspléane darstellen. Die
Beziehung zwischen der miR-27a-3p-Expression und beiden ausdauerbasierten
Parametern verstarkt die Hypothese, dass die Veranderung dieser miRNA
tatsachlich mit den trainingsinduzierten = Anpassungsreaktionen  der
Skelettmuskulatur in Beziehung stehen kdnnte. Angesichts der Differenzen

164



zwischen den beiden Trainingsgruppen und der fehlenden Korrelationen bei der
Analyse der gesamten Kohorte ware es jedoch auch méglich, dass es sich bei
den detektierten Zusammenhangen zwischen miRNA-Akutmustern und
Determinanten der Fitnesssteigerung auch um zuféllig entstandene
Korrelationen handelt, die auf die geringe Teilnehmerinnenzahl zurlckzufihren
sein kénnten. Daher wére es lohnend, diese miRNAs in einer gré6Beren Kohorte
zu analysieren, um zwischen tatsachlich vorhandenen Beziehungen und zuféllig
entstandenen Korrelationen zu unterscheiden.

Des Weiteren scheint der Trainingsstatus maBgeblich die molekulare Reaktion
zu beeinflussen. Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass - zumindest in
der Theorie - Krafttraining, nicht aber aerobes Training, die muskulare
Proteinproduktion steigert und somit langfristig zu Muskelhypertrophie fihrt. Im
Gegensatz dazu umfasst die Anpassung an aerobes Training primar die
Steigerung der oxidativen Kapazitat der Skelettmuskulatur (s. Kapitel 1.1.2). In
untrainierten, nicht jedoch in trainierten Muskeln konnte paradoxerweise eine
erhdhte Aktivitat von PGC1a und VEGF in Reaktion auf eine akute Kraftbelastung
detektiert werden (Fernandez-Gonzalo et al., 2013; Wilkinson et al., 2008). Des
Weiteren wurde in trainingsnaiven Muskeln in Reaktion auf eine akute aerobe
Belastung eine erhéhte Phosphorylierung von AKT und mTOR gezeigt (Wilkinson
et al., 2008). Nach einer zehnwdchigen Trainingsperiode fiel jedoch eine Modus-
spezifischere zellulare Reaktion auf: Nach einer akuten Kraftibung nahm die
myofibrillare Proteinsynthese, nicht jedoch die mitochondriale Proteinsynthese
zu, und in gleicher Weise zeigte sich nach einer aeroben Ausdaueriibung eine
Zunahme der mitochondrialen, nicht aber der myofibrillaren Proteinsynthese
(Wilkinson et al., 2008). Diese Beobachtungen legen nahe, dass auch die
miRNA-Antwort in Reaktion auf eine akute Belastung in trainingsnaiven Muskeln
unspezifisch initiiert werden koénnte und dass chronisches Training die
unspezifischen Reaktionen auf eine akute Belastung, die in untrainierten Muskeln
zu beobachten sind, abschwéacht (Fernandez-Gonzalo et al., 2013). Es gibt
bereits Hinweise darauf, dass diese Unterschiede in der molekularen Akutantwort
tats&chlich die adaptive Reaktion auf chronisches Training vorhersagen kdnnten.
So korrelierte in vorherigen Studien eine erhdhte Phosphorylierung von p70S6K
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mit der anschlieBenden Zunahme der Muskelmasse nach sechswéchiger
elektrischer Stimulation bei Ratten (Baar & Esser, 1999) sowie nach 14-
wdchigem Krafttraining bei Mannern (Terzis et al., 2008). Daher kénnte auch das
miRNA-Akutmuster, auf Grund der Regulation der Genexpression und folglich
Veranderung der Proteinaktivitdt, ein prognostischer Biomarker der
Trainingsreaktion sein. Allerdings sind die bisherigen Daten in Bezug auf
potenzielle Biomarker der Trainingsreaktion inkonsistent, was sich auch in der
vorliegenden Arbeit in den Korrelationsanalysen nach Abschluss des
zwdlfwdchigen Trainings zeigte. Des Weiteren konnte in einer Studie von Mitchell
et al. (2012), bei der drei verschiedene Krafttrainingsformen eingesetzt wurden,
der Zusammenhang zwischen dem Phosphorylierungsgrad von p70S6K und der
Zunahme der Muskelmasse ebenfalls nicht bestatigt werden. Daher sind weitere
Studien erforderlich, bevor einzelne molekulare Marker identifiziert werden
kénnen, um physiologische Langzeitergebnisse mit Sicherheit vorherzusagen. In
der vorliegenden Arbeit wiesen die Probandinnen zudem vor Beginn der
Trainingsintervention vergleichbare Fitnessniveaus auf, wodurch eine Analyse in
Abhangigkeit des Trainingsstatus nicht mdéglich war. In zukUnftigen Studien
sollten daher gréBere Kohorten analysiert werden, die sich im Hinblick auf
Geschlecht, Alter und insbesondere Trainingsstatus unterscheiden. Des
Weiteren sollte das molekulare Profil in Zusammenhang mit verschiedenen
Belastungs- und Trainingsmodalitdten untersucht werden und neben miRNAs
weitere potenzielle molekulare Marker der Trainingsanpassung, wie
beispielsweise das Genexpressionsprofil oder das Phosphorylierungsmuster
verschiedener Proteine, in die Analyse miteingeschlossen werden.

4.1.4 Limitationen der miRNA-Analyse

Ein Ziel dieser Arbeit war es, miRNAs als potenzielle Biomarker fir die
Vorhersage der individuellen Trainingsreaktion zu identifizieren. Jedoch ist die
Gewinnung von Skelettmuskelbiopsien in der klinischen Routine und/oder in der
wettkampforientierten Trainingssteuerung nicht praktikabel. Trainingsinduzierte
Veranderungen des miRNA-Profils lassen sich jedoch nicht nur im
Skelettmuskelgewebe detektieren, sondern auch im Blutkreislauf. Die
Gewinnung von Plasmaproben gestaltet sich hierbei im klinischen Alltag schnell
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und unkompliziert. Einige Studien konnten bereits eine Veranderung des miRNA-
Profils in Reaktion auf eine akute oder chronische Belastung in humanen
Plasmaproben sowie Beziehungen zwischen dem miRNA-Profil im Blutkreislauf
und physiologischen Parametern, einschlieBlich der VO2max, nachweisen
(Baggish et al.,, 2011; Bye et al., 2013; Li et al.,, 2018). Daher kénnte die
belastungs-/trainingsinduzierte Veranderung der Muster zirkulierender miRNAs
einen praktikablen Marker flr die individuelle Trainingsreaktion darstellen. Die
zirkulierenden miRNAs werden jedoch von den verschiedensten Organen und
Zelltypen in den Blutkreislauf freigesetzt, wodurch das Expressionsmuster von
einer Reihe physiologischer und/oder pathologischer Stimuli bestimmt wird.
Hieraus resultiert eine Vielzahl an Variablen, die das individuelle miRNA-Profil
beeinflussen, was die Evaluation von miRNA-Spezies als geeignete Biomarker
erschwert. Die Analyse eines bestimmten Gewebetyps, wie der
Skelettmuskulatur, erméglicht im Gegensatz hierzu die Charakterisierung des
miRNA-Profils unter stabileren Bedingungen und fiohrt zudem zu einem
fundierteren Verstandnis der adaptiven Prozesse des Skelettmuskels in Reaktion
auf Training.

Wie bereits erwahnt, ermdglicht das Studienprotokoll der vorliegenden Arbeit
keine funktionellen Untersuchungen. Daher kdnnen nur hypothetische
Uberlegungen, basierend auf Literaturdaten und katalogisierten Datenbanken
Uber potenzielle miRNA-Gen-Interaktionen, getroffen werden. In zukinftigen
Studien sollten daher funktionelle Experimente mittels knockout-Mausen
durchgefihrt werden oder das Genexpressionsprofil und die Proteinmenge in
Abhangigkeit der miRNA-Expression simultan gemessen werden.

Des Weiteren handelt es sich bei der vorliegenden Studie um eine Pilotstudie.
Ziel war es, einen generalisierten Einblick in die Veranderung des miRNA-Profils
bei der Akutantwort der Skelettmuskulatur zu erhalten. Auf Grund der geringen
Probandinnenanzahl (n=29) erlaubt es dieser explorative Ansatz nicht,
komplexe statistische Verfahren anzuwenden, also solche, die Uber einfache
Korrelationsanalysen hinausgehen. Der Schwerpunkt lag auf der
Charakterisierung mdoglicher Beziehungen zwischen miRNA-Expressions-
mustern und durch Training erzielten physiologischen Effekten, wobei keine a
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priori formulierten Hypothesen bestatigt werden sollten, sondern neue Ansétze
fir bestatigende Analysen erzeugt werden sollten. Diese missen nun formuliert
und anhand einer gréBeren Anzahl von Testpersonen und verschiedenen
Kohorten, die sich in Bezug auf Alter, Geschlecht, Grundaktivitatsniveau,
Gesundheitszustand und insbesondere bezlglich der von ihnen durchgefihrten
Trainingsprogramme unterscheiden, Uberprift werden. Auf Grund des
explorativen Charakters dieser Studie wurde daher auf eine Korrektur der
Signifikanzniveaus wegen mehrfach Anwendung statistischer Tests (wie
beispielsweise Bonferroni-Korrektur fir multiples Testen) verzichtet. DarlUber
hinaus ist zu beachten, dass keine Korrektur von Ausrei3ern vorgenommen
wurde. Dies ist insbesondere bei der Interpretation der Korrelationsanalysen
relevant. Auf Grund der geringen Anzahl an Teilnehmerinnen ist es méglich, dass
sich ein potenzieller Ausrei3er, definiert als Beobachtungswert, der mehr als den
1,5fachen Interquartilabstand vom ersten oder dritten Quartil entfernt liegt, bei
der Analyse eines groBeren Kollektivs innerhalb des Interquartilabstands
befindet. Daher wurden Ausrei3er nicht aus der Analyse ausgeschlossen.

4.2 Diskussion methodischer Aspekte

4.2.1 Bewertung der Mikroarray-Technik als Screening-Tool

Mikroarrays ermoglichen eine umfassende und unvoreingenommene
Untersuchung der zu analysierenden Proben auf alle zu diesem Zeitpunkt
bekannten miRNAs. Hierbei ist keine Vorselektion der zu untersuchenden
Spezies noétig, wodurch diese Technologie ein attraktives Instrument in
hypothesengenerierenden Studien darstellt. Allerdings ist die Durchfiihrung
aufwandig und teuer, wodurch die zu analysierende Probenanzahl limitiert wird
(Wheelan et al., 2008). Daher mussen die Ergebnisse meist durch erganzende
Techniken in einer gréBeren Kohorte verifiziert werden. Hierfir wurde in der
vorliegenden Arbeit das LNA-miRNA-gPCR-System von Qiagen (Hilden,
Deutschland) als Validierungstechnik eingesetzt.

Beim Vergleich der Mikroarray-Daten mit den qPCR-Daten zeigte sich in den
Expressionsprofilen der sechs Probandinnen eine gute Gesamtkonkordanz von
73,33 % (s. Kapitel 3.2.4). Differierende Werte zeigten sich far miR-18a-5p,
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miR-19b-3p, miR-133a-5p und miR-155-5p. Bei der Analyse des
Gesamtkollektivs (n = 29) wiesen hingegen alle analysierten miRNAs im Mittel
dieselbe Tendenz in Bezug auf ihre Regulation (Induktion oder Repression) auf,
wie die, die in der Mikroarray-Analyse (n = 6) detektiert wurde (s. Kapitel 3.2.4).
Die qPCR-Daten von miR-23a-5p, miR-4330, miR-4743-5p sowie miR-7151-3p
konnten allerdings auf Grund der Anhaufung unspezifischer Signale nicht
zuverlassig ausgewertet werden (s. Kapitel 3.2.5).

In dieser Arbeit wurde ein Oligonukleotid-Mikroarray (Thermo Fisher
Scientific/Affymetrix, Waltham, MA, USA), der auch als ,short“-Oligonukleotid-
Mikroarray bezeichnet wird, angewandt. Eine Problematik in der Anwendung
eines Mikroarrays als Screening-Untersuchung besteht in den unterschiedlichen
Normalisierungsstrategien der Mikroarray- und der qPCR-Technik. In short-
Oligonukleotid-Mikroarrays werden Nukleinsaureketten mit einer Lange von
25 — 30 Basenpaare auf der Mikroarray-Oberflache synthetisiert, sogenannte
Nukleinsdauresonden (Lockhart et al., 1996). Da eine Kreuzhybridisierung des
spezifischen Transkripts mit anderen cDNA-Sequenzen nicht auszuschlie3en ist,
werden je Basensequenz zwei identische Sonden aufgetragen, die sich lediglich
in einer einzelnen zentralen Base unterscheiden. Hieraus resultiert eine mit dem
zu analysierenden Transkript perfekt Gbereinstimmende Basensequenz und eine
nicht-perfekt Ubereinstimmende Sonde, die unspezifische Hybridisierungen
messen soll (Lipshutz et al., 1999; Taib, 2004). Die Differenz der
Fluoreszenzsignale dieser Bindungen dient somit der Normalisierung von
unspezifischen Hintergrundsignalen und spezifischen Hybridisierungseffekten
(Jiang et al., 2008; Tarca et al., 2006). Des Weiteren werden haufig exogene
RNA-Transkripte (spike-ins) verwendet, welche den zu analysierenden Proben in
bekannter Konzentration beigemischt werden und die an Kontrollsonden binden.
Auf diese Weise kénnen systematische Messfehler beseitigt werden, nicht jedoch
intrinsische  Stérvariablen, die beispielsweise die Probengewinnung
und -lagerung oder die RNA-Isolierung betreffen (Calza et al., 2008). Die
Normalisierung der Ct-Werte in der gPCR-Untersuchung in der vorliegenden
Arbeit basierte hingegen auf der Verwendung von endogenen Referenz-miRNAs,
die den Vorteil bieten, dass sie denselben exogenen als auch endogenen
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Einflussfaktoren wie das zu untersuchende Transkript unterliegen. Die
Bestimmung geeigneter Referenz-miRNAs wurde mit Hilfe des Algorithmus
RefFinder (Xie et al., 2012) durchgefihrt. Jedoch kann bereits die Wahl
alternativer Referenz-miRNAs hierbei zu unterschiedlichen Ergebnissen und
somit unterschiedlichen Interpretationen fihren (Faraldi et al., 2019). Da die
verwendete Normalisierungsstrategie die analytische Bewertung in hohem MalB3e
beeinflusst (Faraldi et al., 2019), kbnnen hierdurch auch differierende Ergebnisse
zwischen der Mikroarray- und der gPCR-Analytik erklart werden.

Dariber hinaus werden die Ergebnisse der Mikroarray-Analyse von jedem Schritt
des experimentellen Verfahrens beeinflusst, von der Array-Herstellung tber die
Probenvorbereitung bis hin zur endgultigen Fluoreszenzsignalanalyse
(Kothapalli et al., 2002). Die Mikroarray-Analyse in der vorliegenden Arbeit wurde
in einem externen Labor durchgefthrt (ATLAs Biolabs, Berlin, Deutschland),
woraus sich zahlreiche nicht beeinflussbare Variationsquellen ergeben,
beginnend mit dem Transport der isolierten RNA an ATLAs Biolabs (Berlin,
Deutschland). Durch falsche Lagerung wahrend dieses Prozesses,
beispielsweise verursacht durch Kippen der Versandbox und dadurch
reduzierten Kontakt der Proben mit dem Trockeneis, kdbnnten
Degradationsprozesse befoérdert werden. Des Weiteren steht die Vorbereitung
der fluoreszenzmarkierten cDNA-Proben in engem Zusammenhang mit der
Effizienz der reversen Transkription, bei der die Qualitdt verschiedener
Reagenzien, insbesondere der Enzyme, das Reaktionsergebnis beeinflussen
kébnnen. Mangel bei der Durchfihrung der reversen Transkription kdnnen
beispielsweise auf die Verschleppung kontaminierender Faktoren, wie Partikel in
der Luft, Salze, Phenol oder Alkohole, zurlickzufiihren sein (Freeman et al.,
1999). Durch die resultierende beeintrachtigte Qualitdt der RNA kénnen die
Ergebnisse beeinflusst werden. Daher kdnnte die Kongruenz zwischen den
Mikroarray- und den qPCR-Ergebnissen erhéht werden, indem die Mikroarray-
und gPCR-Analyse im selben Labor durchgefihrt werden wirde, um auf diese
Weise UnregelmaBigkeiten in der Versuchsdurchfiihrung zu minimieren.

Mikroarrays ermdglichen es, die Proben auf mehrere tausend Transkripte
gleichzeitig zu untersuchen. Dies fUhrt jedoch zu der Problematik, eine adaquate
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Strategie zu entwickeln, Gene bzw. miRNAs fir die weiterfiihrende Analyse zu
selektieren. Die Definition differenziell exprimierter miRNAs wurde in der
vorliegenden Studie anhand der Fold change getroffen und die folgenden
Korrelationsanalysen bezogen nur diejenigen miRNAs mit ein, die bei der
Akutantwort der Skelettmuskulatur eine Fold change mit dem Faktor =45
aufwiesen (s. Kapitel 3.1.2). Dieses Auswahlkriterium fOhrt jedoch zur
praferentiellen Selektion niedrig exprimierter miRNAs, die im Vergleich zu
miRNAs mit hOherer Expression einen gréBeren inhdrenten Fehler in ihren
Messwerten aufweisen, so dass haufiger falschlicherweise eine hohe Fold
change gemessen wird. Daher kann diese Strategie zu einer Unterreprasentation
von miRNAs fihren, die in hohem MaBe exprimiert werden (Claverie, 1999;
Mutch et al., 2002). Dies flhrt zudem bei der nachfolgenden gPCR-Analyse zu
der Komplikation, dass sich hier die Detektion sehr niedrig konzentrierter
Nukleinsauren problematisch gestaltet, da mit steigenden PCR-Zyklen
zunehmend unspezifische Produkte gebildet werden (Freeman et al., 1999; Liu
& Saint, 2002). Dieser Sachverhalt kann durch den Einsatz von LNA-
Oligonukleotid-Primern reduziert werden, die eine hhere Amplifikationseffizienz
im Vergleich zu DNA-PCR-Primern aufweisen. Dies wird im folgenden Kapitel
(4.2.2) weiterfihrend erlautert.

4.2.2 Bewertung der LNA-qPCR-Technik als Validierungsinstrument

Die Entwicklung der LNAs verbesserte erheblich den spezifischen und
empfindlichen Nachweis von kleinen, nichtkodierenden RNAs, wie
beispielsweise miRNAs (Koshkin, Rajwanshi, et al., 1998; Obika et al., 1998). In
LNA-Nukleotiden ist das Sauerstoffatom am C-2° der Ribose Uber eine
Methylenbricke mit dem 4‘-Kohlenstoffatom verbunden (s. Kapitel 2.4.8.2,
Abbildung 11). Die resultierende 3’-Endo-Konformation der Base weist eine
eingeschréankte Konformationsfreiheit auf, wodurch die Bindungsaffinitat der
komplementaren Basensequenzen und/oder die Affinitdt der Tag-DNA-
Polymerase flr die Primer erhdht wird (Koshkin, Singh, et al., 1998; Obika et al.,
1998). Die erhdhte Spezifitat der LNA-Primer konnte unter verschiedensten PCR-
Konditionen und in multiplen Reaktionen nachgewiesen werden. Es zeigte sich
eine erhdéhte maximale Annealing-Temperatur, wodurch die Spezifitéat der Primer-
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Hybridisierung an die komplementaren Nukleinsduresequenzen und die Effizienz
der Amplifikation erh6ht wird und folglich der Ct-Wert signifikant gesenkt werden
kann (Levin et al., 2006; Malgoyre et al., 2007). Daher ermdglicht die LNA-gPCR-
Technik auch die Detektion sehr niedrig konzentrierter Transkripte (Malgoyre et
al., 2007). DarlUber hinaus weisen die LNA-Oligonukleotide eine erhdhte
thermische Stabilitat auf, wodurch die Schmelztemperatur erhéht wird und die
Differenzierung zwischen spezifischen und unspezifischen PCR-Produkten in der
Schmelzkurvenanalyse (s. Kapitel 2.4.8.1, Abbildung 10) verbessert wird
(Braasch & Corey, 2001; K. Singh et al., 1998; Koshkin, Singh, et al., 1998; Wang
et al., 1999).

Ein weiterer Vorteil ist, dass durch Einbau von LNA-Nukleotiden kirzere
Oligonukleotid-Primer bei gleichbleibender Schmelztemperatur synthetisiert
werden kdnnen. Durch die kirzeren Oligonukleotidstrange wird die Detektion
kurzer und sehr &hnlicher Zielsequenzen ermdglicht (Latorra et al., 2003).
Dartber hinaus ist die Amplifikation von GC-reichen Nukleinsduresequenzen
mittels qPCR ein seit langem bekanntes Problem, da die komplementaren Primer
zur Bildung von Primer-Dimeren und Ausbildung von Sekundarstrukturen neigen
(Kumar & Kaur, 2014; Mamedov et al., 2008). Durch gezielte LNA-Substitution
kann jedoch der Zielbereich der optimalen Schmelztemperatur ausgeweitet
werden und ermdglicht so die robuste Detektion aller (miRNA-)Sequenzen
unabhangig vom GC-Gehalt der Probe (Latorra et al., 2003; Levin et al., 2006).

Jedoch konnten trotz dieser verbesserten Konditionen im Rahmen dieser Arbeit
vier miRNAs auf Grund der Anhaufung unspezifischer Fluoreszenzsignale nicht
zuverlassig quantifiziert werden. Von diesen stellen miR-4330, miR-4743-5p
sowie miR-7151-3p neuere miRNA-Spezies dar, wahrend miR-23a-5p als der
,nicht dominante® Strang der miR-23a-Spezies angesehen wird. Daher wurden
diese vier miRNAs bis heute wenig erforscht, wodurch die Anwendung der zu
diesen miRNA-Sequenzen komplementaren LNA-Primer in vorherigen Studien
begrenzt ist. Da die Position der LNA-Oligonukleotide jedoch in hohem Maf3e die
thermodynamischen Parameter bestimmt und die Auswirkung der LNAs auf die
Stabilitat der hybridisierten Duplex stark sequenzabhéngig zu sein scheint (Levin
et al.,, 2006; McTigue et al., 2004), kénnte eine Anpassung der Primer-
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Eigenschaften fur die zuverlassige Detektion dieser miRNA-Sequenzen an die

verschiedenen PCR-Konditionen angezeigt sein.

Insgesamt deuten die Daten darauf hin, dass die miRNA-Mikroarray-Analyse
einer kleinen Untergruppe von Proben ein effizientes Vorauswahlinstrument
darstellen kénnte, um trainingsinduzierte miRNA-Muster im Skelettmuskel-
gewebe zu charakterisieren. Die LNA-gPCR-Technik ist zudem eine hochgradig
spezifische und empfindliche Nachweismethode flir miRNAs und ermdglicht es
auch, zwischen Sequenzen, die sich lediglich in einem Basenpaar unterscheiden,
zu diskriminieren (Simeonov & Nikiforov, 2002). Daher stellt diese Technik ein
hoch sensitives und robustes Validierungsinstrument dar. Durch die hohe Affinitat
der LNA-Primer fir die komplementédren Sequenzen bzw. die Taq-DNA-
Polymerase (Koshkin, Singh, et al., 1998; Obika et al., 1998) kénnen niedrigere
Primer- oder Polymerase-Konzentrationen eingesetzt werden, wodurch die
Kosten gesenkt werden kdnnen (Latorra et al., 2003). Limitiert wird der Einsatz
der LNA-Primer jedoch bei der Analyse wenig erforschter miRNA-Sequenzen
und die Anwendung herkémmlicher DNA-Primer kdnnte in diesen Experimenten

gegebenenfalls eine zuverlassigere Detektion erméglichen.

4.2.3 Bewertung der AVO:2max und der ALTP: als Marker der aeroben
Ausdauerleistung

In der vorliegenden Arbeit sollte die Eignung der miRNA-Expression als
prognostischer Parameter flr die Vorhersage der individuellen Trainingsreaktion
untersucht werden. Einige Aspekte sprechen dafiir, die AVOzmax als primaren
physiologischen Marker der ausdauerbasierten Trainingsadaptation zu
betrachten. Die Messung der VOzmax ist seit mehr als einem halben Jahrhundert
verfugbar und liefert aussagekraftige Informationen Uber die maximale
kardiorespiratorische Fitness einer Person, da sie mafBgeblich vom kardialen
Schlagvolumen und somit vom Herzzeitvolumen abhangig ist (Bassett, 2000;
Hellsten & Nyberg, 2015). Daher ist die VO2max der Parameter, der in
wissenschaftlichen Studien am haufigsten zur Messung der Ausdauer-
leistungsfahigkeit herangezogen wird. Die Erhebung und Interpretation der
VOzmax birgt jedoch einige Schwierigkeiten: Bereits wéahrend des
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Belastungstests wird die Héhe der VOzmax von den Fahigkeiten und dem
Verhalten des Messpersonals sowie der Motivation und Anstrengung der
Testperson maBgeblich beeinflusst (Edvardsen et al., 2014). Vor allem
untrainierte Personen brechen die Belastung auf Grund der Ermidung peripherer
Kérperteile oder aufgrund von orthopadischen Problemen vermehrt frihzeitig ab,
bevor die maximale Sauerstoffaufnahmekapazitat ausgeschopft ist. Um galtige
und zuverlassige Ergebnisse zu generieren sowie die Vergleichbarkeit
unterschiedlicher Erhebungen zu gewéahrleisten, wurde eine Vielzahl an Kriterien
etabliert, die das tatsachliche Erreichen der VO2max charakterisieren sollen. Das
von Taylor et al. (1955) beschriebene klassische Plateau der Sauerstoff-
aufnahme gilt als Goldstandard fiir die Bestimmung der tatséchlichen VOzmax.
Dieses Kriterium ist jedoch in der Praxis nicht einfach zu handhaben, da u. a.
nicht jede Person ein klar abzugrenzendes Plateau zeigt (Ferguson, 2014;
Smirmaul et al., 2013). Deshalb wurde eine Vielzahl weiterer Endkriterien in die
klinische Praxis aufgenommen, wie zum Beispiel eine erhdhte RER =1,0
(Aspenes et al., 2011; Davis et al., 2002; Paterson et al., 1999), = 1,10 (Brown et
al., 2002; Nelson et al., 2010) oder = 1,15 (B. Issekutz et al., 1962; Howley et al.,
1995), das Erreichen eines bestimmten Prozentsatzes der altersabhdngigen
Schatzung der HFmax (Brown et al., 2002; Jackson et al., 2009), eine maximale
Blutlaktatkonzentration von = 8 mmol/l (Astrand et al., 1973; Howley et al., 1995),
die Bewertung der empfundenen Anstrengung durch die Testperson (Borg-Skala
oder visuelle Analogskala) (Church et al., 2008) oder eine Kombination der oben
genannten Variablen, wie in dieser Arbeit angewandt (s. Kapitel 2.4.1)
(Edvardsen et al., 2013). Daher gibt es derzeit keinen gemeinsamen Konsens fur
die Bewertung der maximal erreichbaren Ausdauerleistung und das Wissen Uber
die Validitat der VOzmax-Werte, die basierend auf unterschiedlichen Endkriterien
erhoben wurden, ist gering (Edvardsen et al., 2014; Smirmaul et al., 2013). Die
Interpretation der VOzmax wird darliber hinaus dadurch erschwert, dass sowohl
exogene als auch endogene Faktoren Einfluss auf die Héhe der VOzmax
nehmen. So wurde beispielsweise eine negative Korrelation zwischen dem BMI
sowie der Hohe des Korperfettanteils und der VOzmax publiziert (Mondal &
Mishra, 2017; Shete et al., 2014). Daher wird haufig die VOz2max auf den fettfreien
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Kérperanteil anstatt auf das gesamte Kérpergewicht bezogen (Tompuri et al.,
2015). Die in dieser Arbeit untersuchten Teilnehmerinnen wiesen allerdings
ausnahmslos Normalgewicht mit einem durchschnittlichen BMI von
23,5 + 2,57 kg/m? auf, weshalb auf eine Normalisierung auf die fettfreie
Kérpermasse verzichtet wurde und die relative VO2max auf das gesamte
Kérpergewicht bezogen wurde. Ein weiterer Nachteil der VOzmax als
Trainingsparameter ist, dass die Trainierbarkeit der VO2max eine Heritabilitat von
ca. 50 % aufweist, d. h. zu einem gewissen Prozentsatz genetisch determiniert
ist (Bouchard et al., 1999). Frauen weisen zudem eine 10 — 20 % niedrigere
VOzmax als Manner auf (Sharma & Kailashiya, 2016; Sparling, 1980), selbst
wenn die Variabilitat der aeroben Kapazitat aufgrund der Kérpergré3e und des
Kérperfettanteils herausgerechnet wird (Sharma & Kailashiya, 2016). Trotz
dieser Limitationen ist die Bestimmung der VOzmax eine der gangigsten
Methoden in der Sportwissenschaft und Sportmedizin, um die kardio-
respiratorische Fitness einer Person zu bestimmen, und wurde als internationaler
Standard fir die Messung der aeroben Kapazitat festgelegt (Shete et al., 2014).
Daher wurde die VOzmax in dieser Arbeit als primarer Marker der
trainingsinduzierten Verbesserung der aeroben Ausdauerleistung verwendet und
die Korrelation dieses Parameters mit der Anderung der miRNA-Expression ins
Zentrum der Analyse gestellt. Durch die beschriebenen Schwierigkeiten, die mit
der VO2max-Bestimmmung assoziiert sind, miissen Vergleiche mit anderen
wissenschaftlichen Studien jedoch kritisch betrachtet werden. Zudem existieren
bisher wenige Studien, die die VO2max im Zusammenhang mit der
trainingsinduzierten Veranderung zirkulierender oder muskularer miRNAs
analysierten (Aoi et al., 2013; Baggish et al., 2011; Bye et al., 2013; Li et al.,
2018; Widmann et al., 2022), wobei bis dato keine der Autorin bekannte Studie
publiziert wurde, die das miRNA-Akutmuster der Skelettmuskulatur in Bezug auf
die trainingsinduzierte AVO2max untersuchte. Daher liefert diese Arbeit einen

neuen, innovativen Ansatz der Trainingssteuerung.

Neben der VO2max wurde die LTP2 als weiterer physiologischer Marker der
Trainingsadaptation betrachtet. Die Blutlaktatkonzentration spiegelt die
metabolische Ausbelastung des Organismus wider und die LTP2 charakterisiert
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die maximale Leistungsintensitat, die UOber einen langeren Zeitraum
aufrechterhalten werden kann (Berg, 1993). Die Beziehung zwischen der
Blutlaktatkonzentration und der Leistungsfahigkeit wird im ansteigenden
Stufentest durch schrittweise Erhéhung der Trainingsintensitat und simultaner
Laktatmessung bestimmt. Eine Rechtsverschiebung dieser Laktatkurve bzw. ein
verzdgerter Anstieg wird als h6here metabolische Leistungsfahigkeit interpretiert
und umgekehrt (Roecker, 2020) (s. Kapitel 1.1.1, Abbildung 2). Daher wurde die
LTz als MaB fir die aerobe Ausdauerfahigkeit beschrieben: Mit Hilfe der LT2 Iasst
sich die Ausdauerleistung sensitiv erfassen und sie bietet zudem den Vorteil,
dass ihre Bestimmung im Gegensatz zur VO2max-Messung unabhéngig von der
Motivation und finalen Ausbelastung der Testperson ist (Kindermann, 2004;
Meyer et al., 1999). SchlieBlich kann die Laktatdiagnostik auch zur individuellen
Trainingssteuerung herangezogen werden, da anhand der Laktatkonzentration
die Trainingsintensitat festgelegt werden kann. Dies ist zwar prinzipiell auch unter
Anwendung prozentualer VOz2max-Werte moglich, jedoch kann mit Hilfe der
Laktatkurve der optimale metabolische Wirkungsbereich des Trainings noch
genauer charakterisiert werden (Kindermann, 2004) (s. Kapitel 1.1.1). Die
Laktatdiagnostik hat daher einen hohen Stellenwert in der klinischen und
sportmedizinischen Leistungsdiagnostik und wurde aus diesem Grund in die
Auswertung der vorliegenden Arbeit miteinbezogen. Jedoch ist die Definition der
LT2 uneinheitlich und es existiert eine groBe Anzahl an Konzepten fur die
Ermittlung dieses Schwellenwerts (Roecker, 2020). Daraus ergibt sich die
Problematik, dass die Grenzwerte, welche die LTz definieren, sich je nach
Konzept unterscheiden und die uneinheitliche Verwendung von Begrifflichkeiten
zu Verwirrungen fihren kann (Roecker, 2008). So bezeichnet beispielsweise die
Laktatschwelle nach Mader (1976) ein maximales Laktat-Steady-State bei einer
Laktatkonzentration von 4 mmol/l, in der Theorie von Keul (1979) liegt die LTz bei
dem Wert, an dem die Laktatkurve eine Tangentensteigung von 1,26 mmol/l
aufweist, und die international gebrauchliche Definition von Wassermann (1973)
bezeichnet jene Leistung, bei der die Blutlaktatkonzentration erstmals ansteigt
als ,Anaerobic Threshold“. Diese Schwelle wird wiederum in anderen
Definitionen als aerobe Schwelle oder LT1 bezeichnet (Kindermann, 2004;
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Roecker, 2008). Dartber hinaus sind die Konzepte zum Teil stéranféllig sowie
methodisch und rechnerisch aufwendig (Dickhuth, 1989), und die verschiedenen
Messmethoden weisen teilweise eine niedrige Validitat, Reliabilitdt und/oder
Praktikabilitat auf (Roecker, 2020).

Ein weiterer Aspekt, der sowohl bei der Laktat- als auch der VOzmax-Analyse
bertcksichtigt werden muss, ist die technische und biologische Variabilitat
(Tschopp et al., 2001). So wurde bei beiden Messmethoden eine Test-Retest-
Variabilitdt von 2 - 6 % detektiert (Heck, 1990; Katch et al., 1982; MacDougall,
1991; Pfitzinger & Freedson, 1998). Dies bedeutet, dass eine Erhéhung der
VOzmax um beispielsweise 3 % selbst unter standardisierten Bedingungen nicht
als nachgewiesene Verbesserung der Ausdauer betrachtet werden kann
(Tschopp et al., 2001). Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich jedoch um
eine  explorative, hypothesengenerierende Studie. Die detektierten
Zusammenh&nge muissen nun in gréBeren Kohorten verifiziert werden. Daher
wurde keine Korrektur der Irrtumswahrscheinlichkeit auf Grund der Variabilitat

vorgenommen.
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5 Zusammenfassung

Selbst unter sorgféltig kontrollierten Bedingungen ist die Trainingsreaktion von
verschiedenen Personen auch auf véllig standardisierte Trainingsprogramme
bemerkenswert heterogen und die Prognose des Trainingsansprechens anhand
von Kandidatengenen zeigt in bisherigen Studien nur einen begrenzten
Vorhersagewert (Bouchard, 2012). Auf Grund der gesundheitsférdernden
Wirkung von korperlichem Training auf kardiovaskulare, metabolische und
muskulare Pathologien, ist die Identifizierung mdglicher Anséatze, die individuelle
Trainingsreaktion auf ein bestimmtes Trainingsprogramm zu prognostizieren,
medizinisch in hohem Maf3e relevant.

Die vorliegende Studie soll dazu beitragen, sich diesem Ziel zu néhern. Sie zielt
darauf ab, neue prognostische Marker zu ermitteln, indem sie spezifische
miRNA-Spezies in der Skelettmuskulatur identifiziert, die gute Kandidaten fur
individualisierte Trainings-Biomarker sein kénnten. Auf Grund der Funktion
dieser kleinen, nichtkodierenden RNAs bei der Entwicklung, Plastizitat und
trainingsinduzierten Adaptation der Skelettmuskulatur liegt ihre potenzielle
Eignung als Biomarker in diesem Kontext nahe. In der vorliegenden Arbeit wurde
das miRNA-Profil der Skelettmuskulatur nach einer akuten moderat-intensiven
Ausdauerbelastung analysiert und die Veranderung der miRNA-Expression mit
der Veranderung der Ausdauerleistungsfahigkeit, insbesondere den individuellen
Veranderungen der maximalen Sauerstoffaufnahme (AVO2max) in Antwort auf
ein mehrwdchiges hochintensives Intervall- (HIIT) oder moderat-intensives
kontinuierliches Training (MICT), korreliert. Zunachst wurden die Skelettmuskel-
biopsien von sechs weiblichen Testpersonen mittels Affymetrix-Mikroarray-
Technik analysiert, da diese Technologie ein schnelles, umfassendes und
unvoreingenommenes Screening auf nahezu alle bis dato bekannten miRNAs
ermdglicht. Hierdurch wurden 2592 reife miRNA-Spezies identifiziert, von denen
55 eine differenzielle Expression um den Faktor = 4,5, welcher als Schwellenwert
fur die Fold change gesetzt wurde, zeigten. In nachfolgenden quantitativen
Polymerase-Kettenreaktionen (qPCR) wurden die miRNAs miR-15a-5p,
miR-18a-5p, miR-19b-3p, miR-132-3p, miR-155-5p, miR-199a-3p, miR-199a-5p,
miR-497-5p, miR-4330, miR-4743-5p und miR-7151-3p in einer grbBeren
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Kohorte von Studienteilnehmerinnen (n = 29) weiterfihrend analysiert, da diese
miRNA-Spezies in der Mikroarray-Untersuchung eine starke Korrelation
(r=20,7 bzw. r =< -0,7) mit der AVOz2max, die sich nach dem ersten
sechswdchigen Trainingsblock zeigte, aufwiesen. Des Weiteren wurden die
muskelspezifischen miRNAs miR-1-3p, miR-133a-3p/-5p, miR-133b und
miR-499a-5p sowie die miRNA-Spezies miR-23a-5p, miR-27a-3p und miR-378a-
5p auf Grund ihrer funktionellen Bedeutung in der trainingsinduzierten
Anpassung der Skelettmuskulatur in die gqPCR-Experimente eingeschlossen. In
den Korrelationsanalysen konnte der Einfluss des miRNA-Akutmusters dann auf
die physiologische Anpassung zweier unterschiedlicher Trainingsmodalitaten
(HIT vs. MICT) verglichen werden. Auf Grund der Korrelation mit der
Veranderung der physiologischen Parameter nach Abschluss des ersten
Trainingsblocks kristallisierten sich miR-199a-3p und miR-199a-5p als
potenzielle Pradiktoren flr das Trainingsansprechen auf ein hochintensives
Ausdauertraining heraus, wohingegen miR-19b-3p ein interessanter Kandidat als
Biomarker fur die physiologische Trainingsreaktion auf ein moderat-intensives
Training darstellt. Im Anschluss an den ersten sechswdchigen Trainingsblock
fuhrten die Teilnehmerinnen das entsprechend andere, vorher nicht absolvierte
Trainingsprogramm (HIIT respektive MICT) fur weitere sechs Wochen durch.
Trotz vergleichbarer Fitnesszunahme beider Gruppen nach Beendigung des
insgesamt zwolfwdchigen Trainings zeigten sich unterschiedliche Beziehungen
zwischen der Veranderung der physiologischen Parameter und dem miRNA-
Akutmuster. In zukinftigen Studien muss daher die Frage beantwortet werden,
ob es sich bei diesen Korrelationen um tatséchlich vorhandene oder um zuféallig
entstandene Beziehungen, mdglicherweise auf Grund der geringen
Probandinnenanzahl, handelt. Hierflir sollte das miRNA-Akutmuster
weiterfihrend in gréBeren Kohorten analysiert werden, die sich im Hinblick auf
Geschlecht, Alter, Trainingsstatus und der durchgefihrten Trainingsmodalitaten
unterscheiden. Des Weiteren sollten neben miRNAs weitere potenzielle
molekulare Marker der Trainingsanpassung, wie beispielsweise das
Genexpressionsprofil  oder das Phosphorylierungsmuster verschiedener
Proteine, in die Analyse miteingeschlossen werden.
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