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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Korperliche Aktivitat wie Ausdauersport aber auch eine Nahrungsrestriktion sind verbunden
mit einer Vielzahl positiver und auch stressbedingter Adaptationen des Stoffwechsels in der
Leber und den Skelettmuskeln, deren exakte molekulare Regulationsmechanismen noch nicht
vollstandig aufgekléart sind.

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle des ERK1/2 MAPK Signalweges und der Energiespeicher
auf die Genexpression in Leber und Skelettmuskel wahrend einer sportlichen Ausdauerbelas-
tung bei Mausen zu untersuchen. Die Bestimmung der Genexpression verschiedener Immediate
early genes (IEGs) und metabolisch relevanter Gene sollten Aufschluss tber die dabei ablau-
fenden Signalwege geben.

Zunéchst wurde die Auswirkung von depletierten Glykogenspiegeln (Nahrungsrestriktion flr
21 Stunden) auf die Genexpression nach einem 60-mindtigen Ausdauerlauf bei C57BI/6 Mau-
sen im Vergleich zu maximalem Glykogengehalt (6 Stunden Wiederfltterung) untersucht.
Durch die Nahrungsrestriktion wurden eine vermehrte IEG-Expression (c-Fos, c-Jun,
Gadd45g, Trp53) und die Expression von Ifbpl und Ppargcla (PGCla) in der Leber von Méu-
sen induziert, wobei eine zusatzliche Belastung in Form eines Ausdauerlaufs keine additiven
Effekte verursacht. Im Gegensatz dazu zeigte sich im Skelettmuskel unter beiden Bedingungen
ein Anstieg der IEG-Expression nach dem Ausdauerlauf.

Um den Einfluss des ERK1/2 MAPK Signalweges auf die Ausdauersport-induzierte IEG Ex-
pression in Leber und Skelettmuskel zu untersuchen wurde der MEK Inhibitor U0126 C57BL/6
Méusen intraperitoneal appliziert und nachfolgend die Genexpression verschiedener IEGs und
metabolisch relevanter Gene gemessen. Um mdgliche Konsequenzen der MAPK Hemmung
auf den Metabolismus aufzuzeigen, wurden verschiedene Parameter in Plasma, Leber und Ske-
lettmuskel untersucht.

Die Hemmung der MAPK Aktivitat durch den MEK Inhibitor U0126 verursachte nur im Ske-
lettmuskel, nicht aber in der Leber von Mdausen eine Erniedrigung der Ausdauersport-induzier-
ten IEG und Zytokin Expression.

Interessanterweise beeinflusste die Applikation von U0126 in vivo nicht nur die ERK1/2, son-
dern auch die INK Aktivitdt in beiden Geweben. In einem ,,in vitro Exercise Modell* mit Maus-
muskelzellen (C2C12) konnte mittels der Applikation von U0126 und eines JNK Inhibitors
(JNK Inhibitor V1I1) verifiziert werden, dass die Hemmung der Ausdauersport-induzierten IEG
Expression im Skelettmuskel nicht durch die ERK1/2, sondern durch die JINK MAPK verur-




Zusammenfassung

sacht wird. Dagegen ist die Ausdauersport-induzierte IEG Expression in der Leber vom Ener-
giestatus dieser abhéngig, wobei die dabei beteiligten Signalwege noch geklart werden miissen.
Die Ergebnisse haben zudem gezeigt, dass der MEK Inhibitor U0126 auch in vivo auch die INK
Aktivitdt hemmen kann. Dieser Aspekt konnte fir eine zukinftige pharmakologische Anwen-
dung von U0126 von grofl3er Bedeutung sein, da hierbei eine unerwartete Beeinflussung weite-

rer Signalwege zu bedenken ist.
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2 Einleitung

2.1 Die Bedeutung von Ausdauersport fiir die Pravention und Therapie chronischer

Erkrankungen
Diabetes Mellitus gehort heute zu den héufigsten Volkskrankheiten. Weltweit gibt es mittler-
weile 382 Mio. Menschen, die an Typ-1 oder Typ-2 Diabetes erkrankt sind (Stand 2013;
http://idf.org); dies entspricht ca. 5,34 % der Weltbevodlkerung. Schatzungen zufolge wird diese
Zahl bis 2030 auf 438 Mio. ansteigen (http://dzd-ev.de). Es besteht heute Konsens dariiber, dass

der hohe Anteil an Diabetes-Typ-2-Erkrankungen vor allem auf eine ungesunde Erndhrung und

einen Mangel an kdrperlicher Bewegung zurlckzufuhren ist (http://www.diabetes-heute.uni-

duesseldorf.de).

Seit vielen Jahren ist bekannt, dass Ausdauersport und korperliche Aktivitat mit einer verbes-
serten Insulinsensitivitat und kardiorespiratorischer Fitness sowie einer Pravention von Typ-2
Diabetes Mellitus (T2DM) einhergehen (1-5). Da eine Fettleibigkeit eng mit einer T2DM Ent-
stehung verbunden ist (6), wurden vor allem in den letzten 15 - 20 Jahren weltweit sogenannte
Lebensstilinterventionsstudien durchgefihrt, in denen durch eine Gewichtsreduktion und eine
Steigerung der korperlichen Aktivitat versucht wurde, einer T2DM Entstehung vorzubeugen
(7-13). Eine der groRten Praventionsstudien (U.S. Diabetes Prevention Program, DPP) resul-
tierte bei Probanden nach einer 4-jahrigen Lebensstilintervention inklusive einer Ernahrungs-
umstellung und einem woéchentlichen moderaten Ausdauersportprogramm von 150 min pro
Woche in Form von schnellerem Laufen in einem 58 % verminderten T2DM-Risiko und einem
7 %igen Gewichtsverlust (14). Eine weitere Praventionsstudie konnte nach einer Lebensstilin-
tervention eine 12 %ige Verbesserung der kardiorespiratorischen Fitness aufzeigen (15).
Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dass korperliche Bewegung und Ausdauer-
sport das Auftreten eines T2DM und kardiovaskul&rer Erkrankungen verhindern kénnen, wobei
allerdings zu bertcksichtigen ist, dass dabei auch genetische Faktoren und andere Umweltbe-

dingungen eine wichtige Rolle spielen (12).
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2.2 Der Skelettmuskel bei Ausdauersport

2.2.1 Der Aufbau des Skelettmuskels

Durch die mechanische Beanspruchung und die Muskelarbeit gilt der Skelettmuskel als das am
meisten beeinflusste Organ wahrend einer Ausdauerbelastung. Aus diesem Grund und der re-
lativ guten Zuganglichkeit gehort er auch zu den am besten untersuchten Geweben wahrend
bzw. nach einer Ausdauerbelastung.

Der Skelettmuskel besteht bei Saugetieren aus verschiedenen Muskelfasertypen, die hauptsach-
lich in 4 grol3e Gruppen unterteilt werden (16). Die Unterteilung erfolgt in langsam-zuckende
(Slow-twitch (ST)), oxidative (Typ 1) Muskelfasern, schnell-zuckende (Fast-twitch (FT)), oxi-
dative (Typ 2A) Muskelfasern, FT glykolytische (Typ 2B) Muskelfasern sowie Typ 2X Mus-
kelfasern (16). Die Subgruppen 2A und 2X findet man vor allem in menschlichen Skelettmus-
keln, wahrend bei Nagetieren die Typ 2B Muskelfasern berwiegen (17). Muskelfasern vom
Typ 1 besitzen durch ihren hohen oxidativen Charakter eine rote Farbe, wahrend die 2B und
2X Muskelfasern weil3 sind und 2A Muskelfasern eine intermediére Farbe besitzen. Die unter-
schiedlichen Farben sind auf die Menge an Myoglobin in den entsprechenden Muskeln zuriick-
zufiihren (17). Wahrend einer Ausdauerbelastung mit niedriger Intensitét findet hauptséchlich

eine Rekrutierung der ST-Typ 1 Muskelfasern statt.

2.2.2 Der Energiemetabolismus des Skelettmuskels bei Ausdauersport

Wahrend einer Ausdauerbelastung ist der Energiebedarf im Skelettmuskel erhéht. Die dafr
benotigte Energie wird groftenteils aus der Oxidation von Fettsauren und Kohlenhydraten ge-
wonnen (17-19). Dabei ist der Verbrauch der Energiesubstrate sowohl abhéngig von der Dauer
als auch von der Intensitéat der Belastung (18, 20, 21). Ausdauerbelastungen, die iber mehrere
Stunden andauern, werden zu 70 % Uber den Umsatz von freien Fettsauren sichergestellt (18).
Die hauptsachlichen Energiequellen fur die arbeitende Muskulatur bei einer Ausdauerbelastung
sind die intramuskuléren Glykogenspeicher, die Plasmaglukose aus den hepatischen Glykogen-
speichern, die intramyozelluléren Triglyzeride (IMTG) sowie die Fettsduren aus dem subkuta-
nen Fettgewebe (18, 20). Die wesentlichste und schnellste Energielieferung erfolgt Gber den
Abbau von Muskelglykogen und die IMTG (18). Mit zunehmender Belastungsintensitat nimmt
jedoch die intramuskuldre Fettsaureoxidation ab. Dies konnte teilweise an der vermehrten Rek-
rutierung von Typ 2 Muskelfasern liegen, die eine geringere Aktivitdt von Enzymen der Fett-
saureoxidation besitzen (18). Auch der Anstieg von Calcium (Ca?*) wahrend der Muskelkon-

traktion stimuliert zum einen die intramuskul&re Glykogenolyse und zum anderen den Pyruvat-
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Dehydrogenase-Komplex (PDC), was letztendlich zu einem préferierten Kohlenhydrat-Stoff-
wechsel fiihrt (18).

Fur seine Energieproduktion ist der Skelettmuskel stark abhangig von der oxidativen Phospho-
rylierung (17). Wéhrend eines intensiven Ausdauersports steigt der Sauerstoffverbrauch im
Skelettmuskel rasant an und die lokale Durchblutung wie auch die Umsatzrate des Citratzyklus
werden gesteigert. Somit ist der Skelettmuskel bei Ausdauersport der wichtigste Ort des kata-
bolen Kohlenhydrat- und Lipidmetabolismus fur die Energieproduktion (17).

2.2.3 Transkriptionelle Regulationsmechanismen im Skelettmuskel bei Ausdauer-

sport

2.2.3.1 Die Regulation der Energiezufuhr im Skelettmuskel bei Ausdauersport

Es ist seit langerem bekannt, dass akuter Ausdauersport durch einen verstarkten Glukosetrans-
port sowie einer verbesserten Insulinsensitivitat des Skelettmuskels insgesamt zu einer verbes-
serten Glukosehomoostase flhrt. Langfristig kommt es auch zu einer Veranderung der Expres-
sion von Proteinen, die z. B. an der Umwandlung der Muskelfasern und der Erhdhung der mi-
tochondrialen Biogenese beteiligt sind (3, 22).

Der Skelettmuskel spielt eine wichtige Rolle in der glykdmischen Kontrolle und der metaboli-
schen Homdoostase des gesamten Organismus. Der gesteigerte Glukosetransport im Skelettmus-
kel wahrend eines Ausdauersports ist primar auf die Translokation des Glukose-Transporters 4
(GLUT4) von der intrazelluldren Seite an das Sarkolemma oder den Transversal-Tubulus zu-
rickzufihren (23).

Der grote Teil des Glykogens ist bei Menschen im Skelettmuskel (ca. 500 g) und in der Leber
gespeichert (ca. 100 g), wobei der unterschiedliche Anteil in der Gewichtsverteilung beider
Organe begrindet liegt (24). Ausdauersport fuhrt zu einer markanten Erhéhung der Glykogen-
speicherkapazitat im Skelettmuskel, wahrend korperliche Inaktivitit zu einer Reduktion der
Glykogenspeicher fiihrt (24). Fur den Skelettmuskel ist Glykogen die primére Kohlenhydrat-
quelle, wobei dessen Abbaurate proportional zur Belastungsintensitat ist. Eine Erhéhung der
Glykogenolyse bei Ausdauersports wird durch eine Aktivierung der Glykogenphosphorylase
realisiert (17). Wahrend eines sehr kraftaufwendigen oder lang andauernden Ausdauersports
wird das Glykogen sehr rasch abgebaut, wobei die Wiederauffiillung der Glykogenspeicher ca.
24 bis 48 Stunden bendtigt (17). Diese Zeitspanne kann durch eine kohlenhydratreiche Nah-

rungszufuhr beeinflusst werden und somit den sogenannten ,,Superkompensationseffekt™ aus-
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I6sen (17). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Mechanismen fir die Regulation der Glu-
koseaufnahme und Glykogenspeicherung eine friihzeitige Antwort des Skelettmuskels auf eine
akute Ausdauerbelastung darstellen (25, 26).

Auch die IMTG stellen eine wichtige Energiequelle wahrend eines moderaten und lang andau-
ernden Ausdauersports dar. Nach einer solchen Belastung sind die IMTGs vor allem in ST-Typ
1 Muskelfasern um ca. 60 % erniedrigt (27). Der IMTG Abbau wird durch die Hormon-sensi-
tive Lipase (HSL) und die Adipozyten-Triglyzerid-Lipase (ATGL) kontrolliert (28).

Nach der Beendigung eines Ausdauersports sinkt die metabolische Rate im Skelettmuskel,
steigt jedoch innerhalb von 24 Stunden wieder langsam an (17). Die Erholungsphase ist dabei
zum einen durch eine unmittelbare Regenerierung der Skelettmuskel Homoostase in den ersten
Stunden und zum anderen durch eine langerfristige Adaptation der Muskelzellen an den Aus-
dauersport gekennzeichnet (17). Wahrend der Erholungsphase nach Ausdauersport ist die Fett-
saureoxidation fur die Energiebereitstellung erhéht, wobei die Kohlenhydratspeicher weniger
in Anspruch genommen werden (17). Die anhaltende Fettsdureoxidation im Skelettmuskel in
der Erholungsphase nach Ausdauersport ist ein Schliisselereignis in Bezug auf die Ausdauer-

sport-induzierten Effekte im gesamten Lipid Metabolismus (17).

2.2.3.2 Molekulare Adaptationen des Skelettmuskels bei Ausdauersport

Sowohl Ausdauersport, als auch Kraftsport induzieren akut im Skelettmuskel verschiedene Sig-
nalwege bzw. intrazelluldre Kinasen wie die 5’-AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK), die
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK), die Proteinkinase B (Akt/PKB), die p70S6 Kinase
und die Calcium/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase (CaMK) (17, 29). Die Aktivierung die-
ser Signalwege dient hauptsachlich der Energiebereitstellung und ist von der Belastungsinten-
sitdt und der Gesamtleistung des Skelettmuskels abhéngig (17).

Zudem erfolgen diese Aktivierungen aufgrund verschiedener Signaldnderungen. So kommt es
im Muskel wéhrend einer Ausdauerbelastung zu einem erhdhten Verbrauch an Adenosin-
Triphosphat (ATP) und somit zu einem gednderten AMP:ATP Verhaltnis. Weiterhin kommt es
zu einer erhohten Calcium Ausschuttung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR), sowie
zu einer erhohten Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und einem veranderten NAD*
: NADH Verhéltnis (17).

Calcium spielt eine wichtige Rolle bei der Interaktion zwischen Myosin und Aktin wéhrend
einer myofibrillaren Kontraktion (17). Die Kontraktions-induzierten Calcium-Oszillationen

werden dabei in einzelne Signale umgewandelt, die dann CaMK modulieren. Diese sind




Einleitung

multifunktionale Serin/Threonin-Kinasen, die unter anderem in die Plastizitat des Muskels in-
volviert sind und diese beeinflussen (30). Die CaMK sind zudem an der Regulation des Glu-
kose-Transports (31) und der Fettsdureaufnahme- und oxidation beteiligt (32).

Der erhéhte Ca?* Influx fiihrt auch zusammen mit dem veranderten AMP:ATP-Verhéltnisses
zu einer Aktivierung der AMPK (33-35). Die Intensitéat der Ausdauerbelastung korreliert dabei
positiv mit der AMPK Aktivierung, wie in Untersuchungen am Rattenmuskel nachgewiesen
wurde (36, 37). Auch im humanen Skelettmuskel konnte eine Aktivierung der AMPK nach
moderatem Radfahren (38-40) und einem intensiven Sprintlauf nachgewiesen werden (41).
Der verénderte Redox-Status wahrend einer Muskelkontraktion fuhrt weiterhin zu einem ver-
anderten NAD™ : NADH Verhaltnis, was wiederum zu einer Aktivierung von Sirtuinen fihrt,
die fir die Deacetylierung verschiedener Transkriptionsfaktoren verantwortlich sind (17).

Die Akt/PKB wird durch Wachstumsfaktoren aktiviert und vermittelt viele der zellularen Ef-
fekte von Insulin (29). Im Rattenmuskel wird die Akt/PKB wéhrend einer in situ Muskelkon-
traktion (42, 43) und nach einem Ausdauerlauf auf einem Laufband (44) aktiviert. Im humanen
Skelettmuskel konnte ebenfalls eine Akt/PKB-Aktivierung nach einem ausdauernden Radfah-
ren (70 % VO2max) gezeigt werden (45). In Ratten Skelettmuskeln wird die Akt/PKB dabei akut,
kurzfristig und Muskelfaser-abhangig aktiviert (44). Infolge einer Akt/PKB-Aktivierung kann
es zu einer Aktivierung des mTOR Signalweges und der p70S6 Kinase kommen.

Ein Ausdauerlauf fihrt im Ratten Skelettmuskel auch zu einer Phosphorylierung und somit
verminderten Aktivitdt der Glykogensynthase-Kinase (GSK) 3 (46). Im Gegensatz dazu konnte
jedoch im humanen Skelettmuskel sowohl nach einer moderaten (50 % VO2max) als auch einer
intensiven Ausdauerbelastung (75 % VO:2max) eine erhohte Glykogensynthase-Aktivitat ohne
eine GSK3-Deaktivierung nachgewiesen werden (47). Der Grund fur diese Diskrepanz konnte
bisher nicht eindeutig geklart werden, wobei vermutet wird, dass dies von der Sportintensitat
und -dauer abhangig ist.

Weitere Signalwege, die wahrend Sport im Skelettmuskel aktiviert werden, sind die MAPK
Signalkaskaden. Diese werden in Kapitel 1.5 detailliert beschrieben.

Die Aktivierung der oben beschriebenen Signalwege flihrt zu unterschiedlichen metabolischen
Konsequenzen.

So resultiert die Aktivierung der AMPK im Skelettmuskel in der Regulation verschiedener Sig-
nalkaskaden, die z.B. in die Glukoseaufnahme, Fettsdureoxidation, Hypertrophie und Genex-
pression involviert sind (33). Dabei kann die AMPK metabolische Enzyme durch direkte Phos-
phorylierung schnell regulieren aber auch auf transkriptioneller Ebene langfristig die Genex-

pression an den Energieverbrauch anpassen (48). Die GSK3 phosphoryliert und deaktiviert die
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Glykogensynthase und ist in die Regulation der Signaliibertragung unterschiedlicher Faktoren
wie Insulin und Wachstumsfaktoren involviert (49). Die Aktivierung der p70S6 Kinase fuhrt
zu einer Erhohung der Proteinsynthese (17).

Weiterhin fihrt die Aktivierung dieser Signalwege zu einer Phosphorylierung von Transkripti-
onsfaktoren und einer Anderung der Genexpression. So phosphoryliert die AMPK u.a. den
transkriptionellen Cofaktor PGC1la (50) (dieser wird in Kapitel 1.4 detailliert beschrieben), ver-
schiedene Histon-Deacetylasen (HDAC) (51), das cAMP response-binding protein (CREB)
(52) sowie Sirtuin 1 (SIRT1) (53, 54). Die Aktivierung der CaMKs resultiert in einer verstark-
ten Phosphorylierung von CREB (55-57), HDACs (58, 59) und dem Serum response factor
(SRF) (60).

Aufgrund verschiedener transkriptioneller und translationaler Prozesse kommt es somit zu einer
Modulation der Genexpression. Dies betrifft Gene, die sowohl in den Metabolismus, die mito-
chondriale Biogenese und die Angiogenese als auch in Schutzmechanismen des Skelettmuskels
wahrend einer Ausdauerbelastung involviert sind. So fuhrt ein akuter Ausdauersport sehr
schnell zu einer erhohten Expression von Immediate early genes (IEGs). Diese werden in Ka-
pitel 1.6 detailliert beschrieben. Eine Ausdauersport-induzierte Aktivierung von Nuclear respi-
ratory factors (NRF) Transkriptionsfaktoren fuhrt zu einer erhéhten Expression von GLUT-4
und zu einer vermehrten Expression von Genen, die flr Proteine der mitochondrialen respira-
torischen Atmungskette kodieren (61).

Ausdauersport fiihrt weiterhin auch zu einer vermehrten Aktivierung von Peroxisom-Prolifera-
tor-aktivierten Rezeptoren (PPARs), insbesondere von PPARS, was in einer verstirkten Fett-
séureoxidation resultiert (17, 62).

Neben der akuten Antwort infolge eines Ausdauertrainings zeigt der Skelettmuskel auch lang-
fristige Adaptationen. Die Ausdauersport-induzierten Adaptationen sind abhangig von der Trai-
ningsart und kénnen Muskelfaser-spezifisch auftreten (63).

Dazu gehdren vor allem eine gesteigerte Verfuigbarkeit von Kohlenhydraten durch eine erhéhte
Kapazitét der Glykogenspeicher und eine Erhéhung der Sauerstoffaufnahme (VO2max). Weiter-
hin kommt es langerfristig zu einer Muskelhypertrophie und einer Muskelfaserumschaltung
(64). Bei Sprintlaufern kommt es im Skelettmuskel z.B. infolge des Trainings zu einer Zunahme
an Typ 2A Muskelfasern. Des Weiteren wird auch das Volumen des SR erhoht, um die ver-
mehrte Ca?* Ausschiittung zu erleichtern (64). Insgesamt sind diese Adaptationen relevant fir
den arbeitenden Muskel zum einen fiir eine verbesserte Substratzufuhr, zum anderen aber auch
flr eine Erh6hung der mitochondrialen respiratorischen Kapazitat und einer verbesserten Kon-
traktionsfunktion des Skelettmuskels (17).
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Dariiber hinaus fuhrt ein langerfristiges Training auch zu Protektionsmechanismen im Skelett-
muskel, um diesen vor einer potentiellen Schadigung und Uberbeanspruchung zu schiitzen. Es
wird vermutet, dass der Skelettmuskel darauf mit der Induktion von bestimmten Hitzeschock-
proteinen (HSPs) wie HSP60, HSP70 oder HSP27 reagiert (63, 65-68). Aufgrund der vermehr-
ten Bildung von ROS kommt es nach einem Ausdauertraining im Skelettmuskel durch die Ak-
tivierung ROS-abhéangiger Signalwege zusatzlich zu einer gesteigerten Aktivitat antioxidativer
Enzyme wie SOD2, Glutathion Peroxidase (GPX) und y-Glutamylcystein Synthetase (GCS)
(69, 70), was letztendlich auch zu einer Erhéhung der physischen Kapazitét fuhrt (71).

2.3 Die Rolle der Leber wihrend einer 60-miniitigen Ausdauerbelastung

2.3.1 Die Rolle der Leber im Glukosestoffwechsel

Die Leber ist das zentrale Organ fiir die Aufrechterhaltung der Fett- und Glukosehomdostase
und muss besonders in Zeiten verminderter Energiezufuhr den Organismus mit ausreichend
Glukose versorgen (72, 73). Dies geschieht hauptsachlich tber die Glykogenolyse und die Glu-
koneogenese (74), wobei die hepatische Glukoseabgabe zu 75 % durch den Abbau von Glyko-
gen und zu 25 % durch die Glukoneogenese (primar durch die Umwandlung von Laktat und
Alanin in Glukose) realisiert wird (75). In humanen Studien konnte gezeigt werden, dass die
niedrigen Plasma Insulinspiegel im postabsorptiven Stadium zusammen mit der Freisetzung
von Glucagon fir die Stimulation der hepatischen Glykogenolyse und Glukoneogenese not-
wendig sind. Auch eine Mobilisierung von Aminosauren und Fettsduren ist flr die Initiierung
der Glukoneogenese essentiell.

Glukose ist ein entscheidender Energielieferant, der einer starken Kontrolle zur Aufrechterhal-
tung der Glukosehomdostase unterliegt. Zu hohe oder zu niedrige Glukosespiegel kdnnen zu

der Entstehung eines Diabetes oder zu Hypoglyké&mie fuihren (76).

2.3.1.1 Die Regulation der Glukoneogenese

Die Kontrolle der Glukoneogenese erfolgt tiber transkriptionelle und translationale Mechanis-
men. Zudem erfolgt eine posttranslationale Kontrolle tber die Substratverfugbarkeit und die
allosterische Regulation von Enzymaktivitaten. Die transkriptionelle Kontrolle wird dagegen
mit Hilfe von Transkriptionsfaktoren durch die Aktivierung oder Repression von Genen, die
fiir glukoneogenetische Enzyme kodieren, erzielt (77). Die Expression dieser Transkriptions-
faktoren und ihre Aktivitdten werden u.a. durch Insulin und Glucagon kontrolliert. Somit un-

terliegt die Kontrolle der Glukoneogenese einer hormonellen Regulation (77).

9



Einleitung

Einer der Transkriptionsfaktoren fiir die transkriptionelle Kontrolle ist CREB. CREB ist ein
helix-loop-helix Leucin Zipper Transkriptionsfaktor, der ubiquitar wahrend einer anhaltenden
Nahrungsrestriktion exprimiert wird (78). Wahrend einer Hungerphase kommt es in den pan-
kreatischen a-Zellen infolge des niedrigen Glukosespiegels zu einer vermehrten Sekretion von
Glucagon (79). Dieses bindet an seinen trimeren G-Protein-gekoppelten Rezeptor (GPCR) und
verursacht somit einen GTP/GDP Austausch, der die membrangebundene Adenylatcyclase sti-
muliert, die daraufhin ATP in cCAMP konvertiert (79). Der darauffolgende Anstieg von CAMP
stimuliert die katalytische und regulatorische Untereinheit der Proteinkinase-A (PKA), welche
anschlielend in den Nukleus wandert. Dort phosphoryliert sie CREB an Ser133 und konvertiert
es somit in seine aktive Form (79). Nachfolgend kann phospho-CREB an das cAMP-respon-
sive-element (CRE) im Promotor seiner Zielgene binden. Fur die maximale Aktivierung seiner
Zielgene bendtigt CREB die Bindung seines Coaktivators CREB- regulierter Transkriptions-
faktor 2 (CRTC2/TORC2). CRTC2/TORC?2 ist im Nukleus lokalisiert und ein Schlisselregu-
lator der Glukosehomoostase wéhrend einer Nahrungsrestriktion (80).

Da die Glukoneogenese keine einfache Umkehrung der Glykolyse ist und letztere 3 irreversible
Schritte in ihrem Prozess beinhaltet, werden fur den Ablauf 4 zusatzliche Enzyme bendtigt, die
diese Schritte umgehen konnen. Der initiale Schritt der Glukoneogenese ist die Carboxylierung
von Pyruvat in Oxalacetat, der durch die Pyruvatcarboxylase (PC) katalysiert wird (81). An-
schlieend katalysiert die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCK) die GTP-abhédngige
Decarboxylierung von Oxalacetat zu Phosphoenolpyruvat (82). Im zweiten irreversiblen Schritt
katalysiert die Fruktose-1,6-Bisphosphatase (FBP) die Mg?**-abhangige Hydrolyse von
Fruktose-1,6-Bisphosphat zu Fruktose-6-Phosphat (79). Der letzte und terminale Schritt der
Glukoneogenese wird durch die Glukose-6-Phosphatase (G6Pase) realisiert, die die Mg?*-ab-
héngige Hydrolyse von Glukose-6-Phosphat zu Glukose und anorganischem Phosphat kataly-
siert (79). Die dabei entstandene Glukose wird anschlie3end tber den Glukosetransporter 2
(GLUT-2) in die Blutzirkulation abgegeben (79). Die G6Pase ist vor allem in der Leber und
der Niere, weniger aber auch im Dinndarm exprimiert (79). Sie wird allein durch transkriptio-

nelle Mechanismen, nicht aber durch posttranslationale Modifikationen reguliert.

2.3.2 Die Rolle der Leber im Lipidstoffwechsel
Fettséuren sind neben den Kohlenhydraten die wichtigsten Energielieferanten, wobei Triglyze-

ride die haufigste Speicherform der Fettsduren sind (83). Der Triglyzeridgehalt in den Hepato-
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zyten wird einerseits durch die Aktivitét zellularer Molekiile, die die hepatische Fettsdureauf-
nahme, -synthese und -esterifizierung erleichtern und andererseits durch die hepatische Fett-
saureoxidation und den Triglyzeridexport reguliert (83). Freie Fettsduren (FFAs) kdnnen durch
die Hydrolyse von Lipiden durch Lipasen oder durch die Hydrolyse von Acyl-CoA durch Thio-
esterasen gebildet werden (83). Die Leber nimmt die FFA aus dem Blut im Verhaltnis zu ihrer
Konzentration auf (83).

Fettséuren spielen auch bei der Regulation der Genexpression von Transkriptionsfaktoren eine
wichtige Rolle. Der hepatische Lipidmetabolismus ist ein koordinierter Prozess, in dem viele
Signalwege durch nukledre Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren reguliert werden. Er unter-
liegt einer strengen Kontrolle durch die intrazellularen FFA-Spiegel aber auch durch andere
metabolische und hormonelle Faktoren, wie Kohlenhydrate und Insulin (83). Zu den regulie-
renden Transkriptionsfaktoren gehdren Sterol-regulatory element bindung proteins (SREBPS),
CCAAT-enhancer-binding-proteins (C/EBPs) sowie Mitglieder der NRF Familie (84).

2.3.3 Die Leber und Nahrungsrestriktion

2.3.3.1 Die Folgen einer Nahrungsrestriktion auf den Organismus

Die Glukosehomoostase ist wahrend Nahrungszufuhr und Nahrungsrestriktion einerseits durch
die Energieverfligbarkeit und andererseits durch den Energiebedarf reguliert (79). Wahrend ei-
ner langeren Nahrungsrestriktion konnen Fett und Protein aus Fettgewebe (WAT) und Muskel
abgebaut und mobilisiert werden, um die anderen Organe mit Energie zu beliefern (79).

Da vor allem das Gehirn auf eine kontinuierliche Menge an Glukose angewiesen ist, beginnt
die Leber von einem postprandialen in ein postabsorptives Stadium umzuschalten (74). Zu-
néchst baut sie Glykogen ab um die Glukosehomoostase des Kdrpers aufrecht zu erhalten. Je-
doch sind die Glykogenspeicher der menschlichen Leber begrenzt. So kommt es, dass wéhrend
einer fortdauernden kontinuierlichen Hungerphase die hepatische Glykogenolyse graduell ab-
nimmt und innerhalb von 48 Stunden eine vollige Entleerung der hepatischen Glykogenspei-
cher verursacht (74). Um die Blutglukosehomdostase aufrecht zu erhalten, erfordert die
schnelle Abnahme der hepatischen Glykogenspeicher in der postabsorptiven und zeitigen Hun-
gerphase die Umstellung der Leber auf die Glukoneogenese (74). Bei anhaltender Nahrungs-
restriktion ist die Glukoneogenese die primare Glukosequelle, das hei3t die Leber synthetisiert
Glukose aus Nicht-Kohlenhydraten wie Glycerin, Laktat und Alanin (74, 85). Mit immer langer

fortschreitender Nahrungsrestriktion nimmt der Proteinkatabolismus im Muskel und die Ami-
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nosaureaufnahme in der Leber ab, was letztendlich auch in einer Abnahme der endogenen Glu-
koseproduktion resultiert (86). Gleichzeitig steigt der Katabolismus im Fettgewebe und die Bil-
dung von Ketonkdrpern in der Leber (86). Diese Feinregulation zwischen Energieverfiigbarkeit
und Energiebereitstellung sowie die Féhigkeit des Organismus, Kohlenhydrate und Fette zur
Aufrechterhaltung der Energiehomdostase zu nutzen dient im hohen MaR der Anpassung des
Organismus an metabolische Verénderungen und wird auch metabolische Flexibilitat genannt
(85, 87).

2.3.3.2 Molekulare Regulationsmechanismen wahrend einer Nahrungsrestriktion:
Bedeutung von PDK4, IGFBP1, und FGF21
Eines der wichtigsten Enzyme, die die metabolische Flexibilitat ermdglichen, ist der Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplex (PDC) (85). Dieser Enzymkomplex kontrolliert die Umwandlung
von Pyruvat in Acetyl-CoA und ist ein wichtiger Schalter zwischen Fettsduremetabolismus,
Glukosemetabolismus und Citratzyklus.
Wahrend einer anhaltenden Nahrungsrestriktion ist die Expression des Pyruvat-Dehydro-
genase-Kinase-Isozyms 4 (PDK4) in der Leber und im Muskel erhoht (88). Dieses Enzym
hemmt den PDC und verhindert somit die Umwandlung von Pyruvat in Acetyl-CoA. Dies er-
maoglicht nachfolgend eine weitere intrahepatische Umwandlung von Pyruvat, Laktat und Ala-
nin in Glukose (88). Tao et al. konnten zeigen, dass die PDK4 Aktivitét in der Leber von dia-
betischen Patienten signifikant erhoht ist (89). Somit liel3e sich auch die erhdhte Glukoneoge-
nese-Aktivitat bei Diabetes Patienten erklaren (89). Eine Hemmung von PDK4 fiihrt dagegen
zu grolerer Aktivitat von PDC und erhohter Glukose Oxidation (85).
Ein weiteres wichtiges Protein fur die Glukoseregulation und die metabolische Homoostase ist
das IGF-Bindeprotein-1 (IGFBP1) (90, 91). IGF-Bindeproteine binden mit hoher Affinitat an
insulindhnliche Wachstumsfaktoren (IGF) und modulieren somit deren biologische Aktivitat
(92, 93). Die Leber sekretiert IGFBP1 vor allem wahrend einer Nahrungsrestriktion (91), aber
auch wahrend einer Ausdauerbelastung. Wahrend einer Hypoglyk&mie ist ein Anstieg von IG-
FBP1 fiir die metabolische Wirkung von IGF-1 und damit auch fur die Regulation der Gluko-
sehomoostase wichtig. Insulin hemmt die Genexpression von IGFBP1 und damit die Sekretion
von IGFBP1 in das Serum (93, 94), wéhrend Cortisol die IGFBP1 Expression stimuliert (93).
Zudem verbessert IGFBP1 die Insulinsensitivitdt und Glukosetoleranz, erniedrigt den Blut-
druck, verstarkt die Stickstoff Bildung in Gefédlien und reduziert das Arteriosklerose Risiko
(92).
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Ein weiterer bekannter Regulationsfaktor wahrend einer Nahrungsrestriktion ist der
Fibroblast-growth-factor 21 (FGF21). FGF21 besteht aus 209 Aminosauren. Es besitzt wich-
tige Funktionen in der Regulation von endokrinen Geweben und der Modulation verschiedener
Stoffwechselprozesse (95). FGF21 wird vor allem in der Leber (95, 96), aber auch im Skelett-
muskel (97), pankreatischen B-Zellen (98) und im Fettgewebe (99) exprimiert. FGF21-Knock-
out (KO) Mduse zeigen eine reduzierte hepatische Glukoneogenese und Ketogenese Aktivitat
(200). In ob/ob Mausen flhrt eine FGF21 Behandlung zu einem gesteigerten Energieverbrauch
und einem Gewichtsverlust (101). Andererseits sind bei T2DM Patienten die Niichtern-FGF21
Werte signifikant erhdht und korrelieren negativ mit den Nichtern-Blutglukosewerten (102).
Fur ihre Aktivierung bendtigen die FGFs spezifische FGF-Rezeptoren, von denen bis heute
mindestens 5 verschiedene identifiziert werden konnten (95, 103-105). Kharitonenkov et al.
konnten zeigen, dass FGFR1 und FGFR2 die fir die Wirkung von FGF21 verantwortlichen
Rezeptoren in Maus-Adipozyten sind (95). Nach Bindung an seinen Rezeptor aktiviert FGF21
die ERK1/2 MAPK und die Akt/PKB Kinase sowohl in der Leber als auch im Skelettmuskel
von Méusen als auch in Ratten-Inseln und INS-1E Zellen (97, 98).

Fur die Interaktion von FGF21 mit einem FGFR ist der Co-Rezeptor B-Klotho notwendig, wo-
bei es zu der Formation eines FGF21- B-Klotho-FGFR Komplexes kommt (106-108).

Die Expression von humanem FGF21 wird sowohl durch Nahrungsrestriktion als auch durch
eine Nahrungsaufnahme reguliert (109). In der humanen Leber wird FGF21 bei einer Nahrungs-
restriktion durch PPARa und PKA-abhangige Signalwege vermehrt exprimiert (109). Auch
Glukose stimuliert die humane FGF21 Expression in der Leber durch eine Aktivierung des
Carbohydrate response element-binding Proteins (ChREBP) (110). Im humanen Fettgewebe
wird die FGF21 Genexpression koordinativ durch PPARy und ChREBP reguliert (109). Pott-
hoff et al. konnten zeigen, dass FGF21 die hepatische PGC1a Expression bei M&usen induziert,
wobei FGF21 die Aktivitidt von PGCla auch durch posttranslationale Modifikationen regulie-
ren kann (100). Dies konnte nicht zuletzt dadurch gezeigt werden, dass die nach einer 24-stiin-
digen Nahrungsrestriktion induzierte Expression von PGCla und seines Zielgens G6Pase in
der Leber von FGF21-KO Mausen im Vergleich zu Wildtyp (WT) Méusen signifikant ernied-
rigt war (100).

FGF21 hat gemeinsam mit Insulin auch eine groRe Bedeutung fiir den Fettstoffwechsel. Beide
verursachen eine Glucagon Reduktion, reduzieren die Triglyzeridspiegel und fiihren zu einer
Zunahme des HDL Cholesterols (102). In der Leber von Méusen reduziert Insulin die PGCla
Expression (111) und induziert die Lipogenese durch vermehrte Expression des SREBP1C
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(112), wahrend FGF21 in humanen Hepatozyten die Lipogenese unterdriickt (113) und eine
verstérkte Fettsaureoxidation fordert (114).

2.3.4 Die Leber und Sport

Die wahrend der Tubinger Lebensstilinterventionsstudie durchgefiihrte Magnetresonanzspeki-
roskopie-Analyse (H-MRS) zeigte nach 9-monatiger Kalorienrestriktion und vermehrter kor-
perlicher Bewegung eine 32 %ige Leberfett Reduktion, jedoch nur eine 13 %ige Abnahme des
viszeralen Fetts und eine nur maiige Abnahme des Gesamt-Korper- und subkutanen Fetts. Die
Intervention bewirkte zudem eine Abnahme der Nichtern-Blutzuckerwerte sowie eine Verbes-
serung der hepatischen Insulinsensitivitat (11, 115). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass nicht
nur der Skelettmuskel, sondern auch die Leber durch Ausdauersport beeinflusst wird (116,
117).

Wahrend einer Ausdauerbelastung wird die erhdhte Glukoseproduktion in der Leber groRten-
teils hormonell durch Insulin und Glucagon geregelt, wobei aber auch Catecholamine und Glu-
kokortikoide hierauf einen groBen Einfluss haben. Uber die molekularen Vorginge, die bei
Ausdauersport in der menschlichen Leber ablaufen, ist wenig bekannt, es gibt allerdings einige
Untersuchungen bei M&dusen und Ratten zu dieser Fragestellung (116-122).

In der Leber wie auch im Skelettmuskel wird wahrend einer Ausdauerbelastung und dem daraus
folgenden AMP:ATP Verhéltnis die AMPK aktiviert (123, 124). Die Aktivierung der AMPK
erfolgt einerseits allosterisch durch einen Anstieg der AMP-Konzentration, andererseits aber
auch kovalent durch die Phosphorylierung eines Threonin-Restes (Thrl72) durch die
AMPKK/LKB1 Kinase (125, 126). Weiterhin wird die AMPK in der Leber wahrend einer Aus-
dauerbelastung auch durch einen Glucagon- und Catecholamin induzierten cCAMP-Anstieg Uber
die PKA aktiviert (125, 127).

Ein 60-mindtiger Ausdauerlauf aktiviert in der Leber von Méusen auch den MAPK Signalweg
(siehe Kapitel 2.5).

Ebenfalls konnte nach einem 60-minitigen Ausdauerlauf in der Leber von Mausen eine Akti-
vierung des p53 Signalweges aufgezeigt werden. Dies ergab sich sowohl durch eine verstarkte
Phosphorylierung des p53 Proteins in der Leber als auch durch eine Zunahme der Expression
des p53 inducible nuclear protein (TP53INP1) (116). Der p53 Signalweg wird u.a. infolge von
metabolischem Stress, Hypoxie oder DNA-Schéaden aktiviert (128). Die Regulation des p53
Signalweges unterliegt der Kontrolle eines Ubiquitin-proteasomalen Abbaus. Diese erfolgt tiber
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eine Interaktion von p53 mit der E3-Ubiquitin-Protein Ligase (MDM2). In humanen Hepato-
zyten (HepG2) fuhrt eine Phosphorylierung von MDM2 an Ser166 zu seiner Aktivierung und
resultiert somit in einem verstarkten Abbau von p53, wobei die Phosphorylierung durch die
ERK1/2 MAPK und die Akt/PKB Kinase kontrolliert wird (129). In der Erholungsphase nach
dem Ausdauerlauf konnte in der Leber eine Zunahme der Phosphorylierung von MDM2 und
von Ser473 der Akt/PKB Kinase gezeigt werden (130).

Ebenso wurde die IL-6-abhangige Aktivierung des JAK/STAT-3 Signalweges in der Leber von
Ratten nach einem erschopfenden Ausdauerlauf detektiert (121). Dies zeigte sich in einer Zu-
nahme der Phosphorylierung des Signal transducer and activator of transcription (STAT)-3
und des C/EPBp (121).

Nach einem Ausdauerlauf auf dem Laufband ist die hepatische Expression lipogenetischer En-
zyme bei Ratten und Méusen reduziert (117, 131, 132) und gleichzeitig die Expression glu-
koneogenetischer Enzyme, wie G6Pase und PEPCK induziert (117, 121, 133). Weiterhin wurde
bei Mé&usen auch eine erhéhte Genexpression metabolisch relevanter Gene, wie IGFBP1, Insu-
lin-Rezeptor-Substrat 2 (IRS-2), Angiopoietin-like 4 (ANGPL4) und Pyruvat Dehydrogenase
Kinase 4 (PDK4 nachgewiesen (116). Welche Bedeutung hierbei die Aktivierung der beschrie-
benen Signalwege hat, ist noch nicht geklart.

Die Aktivierung des p53 Signalweges in der Leber konnte eine Rolle bei der verstarkten Genx-
pression des Growth arrest and DNA-damage inducible y (GADD45y), der Serum- und Gluko-
kortikoid-regulierten Kinase 1 (SGK1) sowie von IGFBPL1 spielen, die beschriebene Zielgene
des p53 Signalweges sind und nach Ausdauersport vermehrt in der Leber exprimiert werden
(116).

Nicht nur ein akuter Ausdauerlauf, sondern auch ein langfristiges Ausdauertraining fuhrt in der
Leber zu einer Veranderung der Genexpression. So konnten Zhang et al. bei Ratten zeigen, dass
nach einem langfristigen Ausdauertraining die Expression von PPARa und auch seiner Ziel-
gene wie dem nukledren Hepatozyten Faktor 4 (HNF4), der Carnitin-Palmitoyl-Transferase 1
(CPT-1) und der Katalase (CAT) zunimmt (120).

Ein 4-wdchiges Ausdauertraining auf einem Laufband flhrt bei Ratten zu einer vermehrten
Expression der inhibitorischen kB Kinase (IKK) sowie von STAT-3 in der Leber (118). Nach
einem 10-wo6chigen Ausdauertraining auf einem Laufband war ebenfalls bei Ratten die hepati-
sche Expression antioxidativer Enzyme wie der Superoxiddismutase (SOD) und der CAT er-
hoht (122). In einem 8-wdchigen Ausdauertraining Programm auf einem Laufband mit Ratten

konnte eine Erh6hung an reduziertem Glutathion in der Leber festgestellt werden (134). Eine
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weitere Studie zeigte, dass ein moderates Ausdauertraining die altersbedingte Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) verhindert (135).

Diese Ergebnisse belegen, dass auch die Leber langfristig auf den Ausdauersport-induzierten
oxidativen Stress reagiert (117).

Zusammenfassend ergibt sich, dass die Leber ein wichtiges funktionelles Organ wahrend einer
Ausdauerbelastung ist und mdglicherweise in viele der bekannten gesundheitlichen Aspekte
korperlicher Aktivitat wie einer verbesserten Glukosehomdostase und Insulinsensitivitét invol-
viert ist (116).

2.4 Der Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma Coactivator 1-alpha
(PGCla)

PGClo war der erste identifizierte transkriptionelle Coaktivator des Peroxisome-Proliferator-
aktivierten Rezeptors gamma (PPARy) (136). Es ist im braunen Fettgewebe (BAT), im Herz
und im Skelettmuskel, im Gehirn, in der Niere, in der Leber und im weiRen Fettgewebe (WAT)
exprimiert (137). PGCla besteht aus insgesamt 4 Doménen: Einer Transaktivierungsdoméne
mit einem Erkennungsmotiv fur nukledre Hormonrezeptoren, einer Repressionsdomane mit re-
gulatorischen Phosphorylierungsstellen, einer RNA-Prozessierungsdoméne und einer RNA-
Polymerase Interaktionsdoméne (138). PGCla reguliert seine Promotoraktivitét selbst durch
einen positiven Autoregulationsloop, was vermutlich mit einer Interaktion des Transkriptions-
faktors Myocyte enhancer factor 2 (MEF2) einhergeht (139). Die Expression und Aktivitat von
PGClo wird sowohl durch Hormone wie Insulin, Glucagon und Glukokortikoide (140) als auch
durch den zelluldaren Energiestatus und die Aktivierung der AMPK und mTOR reguliert (111,
141). Neben der Regulation seiner Expressionslevel unterliegt PGClao auch einer Steuerung
durch posttranslationale Modifikationen, wie Phosphorylierungen und Methylierungen sowie
durch Interaktionen mit anderen Proteinen (142). So wird die Regulation der transkriptionellen
Aktivitit von PGCla auch durch eine reversible Acetylierung und Deacetylierung realisiert.
Die Histon-Acetyltransferasen CBP/p300 und GCNS5 acetylieren dabei PGCla an verschiede-
nen Lysin Resten und regulieren somit negativ dessen transkriptionelle Aktivitat (142, 143),
wihrend die HDAC SIRT1 eine vermehrte Transkription von PGCla verursacht (142).

2.4.1 Die Rolle von PGCla im Skelettmuskel

PGCla spielt im Skelettmuskel unter anderem eine wichtige Rolle bei der Bildung und Auf-
rechterhaltung von oxidativen ST-Typ 1 Muskelfasern, der mitochondrialen Biogenese und der
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Bildung neuer oxidativer Muskelfasern aus glykolytischen Muskelfasern (Muskelfaserum-
schaltung) (144-146). Dabei besitzen ST-Typ 1 Muskelfasern einen hoheren PGCla Gehalt
und sind besser vor einer Muskelatrophie geschiitzt (147). Die Muskel-spezifische Uberexpres-
sion von PGCla in transgenen Mausen bewirkt eine Verstirkung der mitochondrialen Bioge-
nese und eine vermehrte Bildung oxidativer ST-Typ 1 Muskelfasern (148).

Wéhrend einer Ausdauerbelastung wird PGCla aufgrund des hoheren Glykogenverbrauchs im
Skelettmuskel durch die AMPK aktiviert, indem eine Phosphorylierung an den Resten Thrl177
und Ser538 erfolgt (50), die schlielflich in einer Erhéhung der transkriptionellen Aktivitat von
PGCla resultiert (48).

Des Weiteren wird PGCla auch durch eine erhdhte Ca** Konzentration Uber die Aktivierung
der CaMKIV und die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB-1 (149) sowie wah-
rend einer Ausdauerbelastung im Skelettmuskel auch durch die Calcineurin/MEF2 Signal-
kaskade aktiviert (150).

Auch die p38 MAPK/ATF2 Signalkaskade spielt eine Rolle bei der Aktivierung von PGCla
im Skelettmuskel (151).

2.4.2 Die Rolle von PGCla in der Leber

In der Leber spielt der Coaktivator PGCla wihrend einer Nahrungsrestriktion eine wichtige
Rolle (111, 140, 141, 152), da er flr die Regulation des Metabolismus und des Energiehaushal-
tes notwendig ist (144). Dabei interagiert PGC 1o mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren wie
z.B. dem Glukokortikoidrezeptor (GR), dem nukledren Hepatozyten Faktor alpha (HNFa) so-
wie dem Forkhead-box protein O1 (FOXO1) (111, 140). PGCla reguliert durch eine Bindung
und Modulation dieser Transkriptionsfaktoren die Expression einer Vielzahl von Genen, die in
unterschiedliche metabolische Signalwege involviert sind, wie beispielsweise in die Fettsdu-
reoxidation, Glukoneogenese, Glykolyse und Fettsauresynthese (153).

PGCla kann dabei von der p38 MAPK, der AMPK und der Akt/PKB Kinase phosphoryliert
werden (50, 142, 154). Ein postprandialer Anstieg von Insulin fihrt zu einer Phosphorylierung
und Aktivierung der Akt/PKB Signaltransduktionskaskade. Li et al. konnten in der Leber von
Maéusen zeigen, dass die Akt/PKB Kinase PGCla an Ser570 phosphoryliert und somit in seine
transkriptionelle inaktive Form konvertiert und nachfolgend die Glukoneogenese inhibiert, wo-
bei diese Inhibition wahrscheinlich durch eine fehlende Interaktion von PGC1la mit dem Tran-
skriptionsfaktor HNF4a verursacht wird (154, 155). Eine Nahrungsrestriktion induziert die
PGCloa Expression in Maus Hepatozyten und fiihrt deshalb zu einer Erhdhung der PEPCK und
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Go6Pase Expression. Somit ist PGCla fiir die Regulation der hepatischen Glukoseproduktion
von groRer Bedeutung (111). Der Anstieg von PGCla korreliert dabei mit einer erhohten Ak-
tivitat von SIRT1, die durch hohe Konzentrationen von NAD™ und Pyruvat stimuliert wird (156,
157). Rodgers et al. konnten zeigen, dass eine Herunterregulierung des SIRT1 Gens in der Le-
ber von Mdusen eine reduzierte Expression glukoneogenetischer Gene verursacht und die Glu-
kosehomd@ostase verschlechtert (158). Weiterhin konnten Erion et al. in T2DM Ratten zeigen,
dass eine Herunterregulation von SIRT1 in der Leber die bei einer T2DM Erkrankung auftre-
tende GbermaRig induzierte hepatische Glukoneogenese vermindert (159). Aus diesem Grund
nimmt SIRT1 eine kritische Rolle in der Regulation von PGC1a wéhrend einer Nahrungsrest-
riktion und der Entstehung eines T2DM ein (79).

Auch Ausdauersport erhoht die Expression von PGCla in der Leber (116), jedoch gibt es hier-
bei unterschiedliche Erkenntnisse Uber dessen Bedeutung. Eine akute Ausdauerbelastung ver-
ursacht zwar eine Steigerung der Expression glykogenolytischer und glukoneogenetischer En-
zyme und ein Ausdauertraining verbessert langfristig auch die glukoneogenetische Kapazitit,
jedoch ist nach neueren Erkenntnissen hierin nicht PGCla involviert (152). Demnach soll
PGCla wéhrend Ausdauertraining eine wichtigere Rolle bei der Regulation der oxidativen Ka-

pazitat der Leber spielen (152).

2.5 Die Bedeutung des MAPK Signalweges bei Ausdauersport in Muskel und Leber

2.5.1 Der MAPK Signalweg

Die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) sind Serin/Threoninkinasen, die extrazellu-
lare Stimuli in eine Vielzahl von zelluldaren Antworten umwandeln kénnen (160). Sie gehdren
zu den am langsten bekannten Signaltransduktionswegen und sind in viele biologische Prozesse
involviert (160, 161). Alle eukaryotischen Zellen besitzen verschiedene MAPK, welche unter
anderem in die Regulation der Genexpression, der Mitose, des Metabolismus, der Zellmotilitat,
des Uberlebens, der Apoptose und der Zelldifferenzierung involviert sind (160). Hierbei stellen
die MAPK Signalwege eine wichtige Verbindung zwischen der externen Stimulation von Re-
zeptoren an der Zellmembran durch beispielsweise Wachstumsfaktoren und einer darauffol-
genden Anderung der Genexpression im Nukleus her.

Die MAPK bestehen aus den extrazellularen Kinasen ERK1/2, den c-Jun-N-terminalen Kina-
sen 1/2/3 (JINK1/2/3), den p38 Isoformen (a,f,y und & Isoform) und der ERKS5 Kinase (160,
162). Ferner wurden atypische MAPK wie die ERK3/4, die ERK7 und die Nemo-like-kinase
(NLK) identifiziert (160). Jede Gruppe der MAPK ist aus drei evolutionér konservierten und
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sequentiell wirkenden Kinasen zusammengesetzt: einer MAPK, einer MAPK Kinase,
(MAPKK) und einer MAPKK Kinase (MAPKKK) (160). Die MAPKKK sind Serin/Threonin
Kinasen, die hdufig durch Phosphorylierung oder aber durch Interaktion mit kleinen GTP-Bin-
deproteinen der Ras/Rho-Familie infolge extrazellularer Stimuli aktiviert werden (160).

Eine Phosphorylierung und Aktivierung der MAPKKK fuhrt zu einer Aktivierung der
MAPKK, die dann die MAPK ebenfalls durch Phosphorylierung an bestimmten Threonin und
Tyrosin Resten in einem konservierten Thr-X-Tyr Motiv aktivieren (160, 163). Infolge einer
MAPK Aktivierung werden deren Zielsubstrate, die durch einen bestimmten Prolin-Rest in der
Substratregion von den MAPK erkannt werden, durch diese an Serin- und Threonin Resten
phosphoryliert. (160, 163). Die ERK Kaskade wird vor allem durch Wachstumsfaktoren und
Mitogene aktiviert, wahrend die JNK und die p38 MAPK daruber hinaus auch infolge von zel-
luldrem Stress wie UV-Strahlung, osmotischen Schock, Hypoxie und durch Zytokine induziert
werden (164, 165).

Die Aktivierung der MAPK fihrt tiber die Phosphorylierung von Substraten wie Transkripti-
onsfaktoren und Coaktivatoren zur Regulation von Zelldifferenzierung und Zellwachstum,

Apoptose, Inflammation und beeinflusst auch den Kohlenhydrat- und Fettmetabolismus (162).

2.5.1.1 Der p44/p42 MAPK (ERK1/2) Signalweg

ERK1 und ERK2 wurden erstmals in den frihen 1990er Jahren charakterisiert und weisen eine
83%ige Aminosaureidentitat auf (160).

Das ERK1/2 Modul von Saugetieren besteht insbesondere aus den MAPKKKs A-Raf, B-Raf
und Raf-1, den MAPKKs MEK1 und MEK2 und den MAPK ERK1 und ERK2 (160).

Das ERK1/2 Modul wird durch zellmembranstandige Rezeptoren wie Rezeptor-Tyrosin-Kina-
sen (RTKs) aktiviert (160), welche wiederum durch Wachstumsfaktoren oder GPCRs aktiviert
werden. Die Liganden induzierte Rezeptordimerisierung verursacht eine Aktivierung und Au-
tophosphorylierung des Rezeptors an Tyrosin-Resten in seiner intrazellularen Domaéne, die
dann wiederum als spezifische Bindungsstellen fur Proteine dienen, die eine Src-homologe Do-
maéane 2 (SH2) oder eine Phophotyrosin-Bindedoméne (PTB) wie Growth factor receptor-bound
protein 2 (Grb2) besitzen (160). AnschlieRend erfolgt die Aktivierung des G-Proteins Ras tiber
einen Guanin Nukleotid Austauschfaktor. Die am besten charakterisierte Ras Aktivierung an
der Plasma Membran wird durch Son of sevenless (Sos), einem Guanin Nukleotid Austausch-
faktor, realisiert. Dieser wird aus dem Zytosol zur Plasmamembran durch eine Interaktion mit
Grb2 rekrutiert, wodurch wiederum der GDP-GTP Austausch stimuliert wird, der fr eine voll-
stdndige Ras Aktivierung notwendig ist (160). Durch den Nukleotid Austausch ist Ras in der
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Lage, direkt mit seinen Zielaktivatoren zu interagieren (160). In seiner GTP-gebundenen Form
rekrutiert Ras anschlieRend die Raf Kinasen (ARAF, BRAF und CRAF) an die Plasmamemb-
ran, die daraufhin das ERK1/2 Modul aktivieren (160, 166). GPCRs kdnnen das ERK1/2 Modul
auch direkt durch Erhéhung von Raf-1 aktivieren, wobei dieser Mechanismus abhangig von der
Klasse des G-Proteins, dem Zelltyp und der Expression von Effektormolekdlen zu sein scheint
(167). Die aktivierte Raf Kinase bindet und phosphoryliert anschliefend die dualspezifische
MEK1/2 Kinase, die dann im weiteren Verlauf die ERK1/2 Kinase an einem konservierten Thr-
Glu-Tyr Motiv in seinem Aktivierungsloop phosphoryliert (160). Nach seiner Aktivierung kann
ERK1/2 verschiedene Proteine im Zytoplasma und im Nukleus phosphorylieren. Seit einiger
Zeit sind eine Reihe von MEK1/2 Inhibitoren bekannt wie z.B. PD98059 und U0126 (160).
Diese Inhibitoren interagieren starker mit der inaktiven und unphosphorylierten Form der
MEKZ1/2 Kinase als mit der phosphorylierten Form und verhindern entweder deren Phosphory-
lierung oder Konformationsanderung, die flr die Aktivierung der entsprechenden Kinasen not-
wendig ist (160). MEK1/2 Inhibitioren werden mittlerweile in klinischen Studien als Wirkstoffe
gegen Krebs getestet (166).

Das ERK1/2 Modul ist unter anderem in die Kontrolle der Zellproliferation, der Zelldifferen-
zierung und des Uberlebens involviert (160, 165, 168). Nach seiner Translokation in den Nuk-
leus aktiviert es unter anderem die Mitogen-und Stress-aktivierte Kinase 1 und 2 (MSK) sowie
die p90 ribosomale S6 Kinase (RSK2) (162) und phosphoryliert Transkriptionsfaktoren wie
Elk1, CREB und Fos (169).

2.5.1.2 Der JNK MAPK Signalweg

Derzeit sind drei Isoformen der c-Jun-N-terminalen Kinase oder auch Stress-aktivierten Pro-
teinkinase (JNK/SAPK) bekannt (JNK1, JNK2 und JNK3), wobei JNK1 und JNK2 ubiquitar
und JNK3 hauptsachlich in Gehirn, Herz und Testis vorkommen (165, 170). JNK Isoformen
werden infolge verschiedener Formen von Zellstress wie Hitzeschock, UV-Strahlung, oxidati-
vem Stress, DNA-schadigenden Stoffen, DNA- und Proteinsynthese Inhibitoren, weniger auch
durch Wachstumsfaktoren und durch einige GPCRs aktiviert (160, 171). Eine Hyperaktivierung
der INK MAPK wurde bereits bei vielen Krankheiten wie Krebs, inflammatorischen und neu-
rodegenerativen Krankheiten beobachtet (172).

Die Aktivierung der JNK Isoformen erfordert eine duale Phosphorylierung an Tyr und Thr
Resten innerhalb eines konservierten Thr-Pro-Tyr Motivs in ihrem Aktivierungsloop (160). Die
fir die Aktivierung der INK MAPK erforderliche Phosphorylierung erfolgt durch die dual-
spezifischen MAPKK MKK4 und MKK?7 an den Resten Thr183 und Tyr185 (173). Es konnte
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bereits gezeigt werden, dass MKK4, nicht aber MKK7 auch die p38 MAPK aktivieren kann
(170). Beide MAPKK kdnnen die JNK Isoformen aktivieren, werden selbst jedoch durch un-
terschiedliche Substrate induziert. Die MKK?7 Proteinkinase wird hauptsachlich durch Zytokine
aktiviert (TNF, IL-1), wahrend die MKK4 Proteinkinase vorrangig durch Umgebungsstress ak-
tiviert wird (170). Wie auch ERK1/2 transloziert zumindest ein Teil der aktivierten JNKs nach
ihrer Stimulation aus dem Cytosol in den Nukleus (160). C-Jun war der erste identifizierte
Transkriptionsfaktor, der durch die INK MAPK reguliert wird (174). JINK phosphoryliert c-Jun
an Ser63 und Ser73 innerhalb seiner Aktivierungsdoméne und verstarkt dadurch die c-Jun-ab-
héngige Transkription (175). Des Weiteren férdert JNK durch die Aktivierung von c-Jun die
Bildung des AP-1 Komplexes und die Transkription von Genen, die eine AP-1 Bindeseite be-
sitzen (160).

Aufgrund des Einflusses der INK MAPK auf verschiedene inflammatorische und neurodege-
nerative Krankheiten oder Krebserkrankungen ist es denkbar, dass JNK Inhibitoren, von denen
derzeit mehrere bekannt sind, zu deren Behandlung eingesetzt werden kdnnten (172). Beispiels-
weise ist der INK Inhibitor V111 ein irreversibler intrazellularer JNK Inhibitor, dessen Mecha-
nismus von der Modifikation eines konservierten Cysteins im ATP-Bindemotiv abhéngig ist.
Neben c-Jun phosphorylieren und aktivieren die JNK MAPK Transkriptionsfaktoren wie
ATF2, Trp53, NFAT, Elk-1 und JunB welche infolgedessen die Expression von Genen regu-
lieren, die in Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose involviert sind (160, 165).

2.5.2 Die Bedeutung des MAPK Signalweges bei Ausdauersport im Skelettmuskel

Der Skelettmuskel exprimiert verstarkt die JNK und JNK2 MAPK (176, 177), die ERK1/2
MAPK (177, 178) und die p38 MAPK (177, 179).

Die ERK1/2 MAPK kann im Skelettmuskel sowohl durch Ausdauer- als auch durch Kraftsport
aktiviert werden (180-182), wobei dies in Abh&ngigkeit von der Intensitat erfolgt (162, 183).
Im humanen Skelettmuskel ist ERK1/2 nach einem 60-minutigen Radfahren (70 % VOzmax)
aktiviert (183-186). Die Phosphorylierung von ERK1/2 nimmt dabei sehr schnell zu und ist
nach 10 Minuten maximal aktiviert (184, 187). Ein einbeiniger Radsport verursacht bei Men-
schen eine Zunahme der ERK1/2 Phosphorylierung nur im Skelettmuskel des beanspruchten
Beines, was impliziert, dass diese Aktivierung primar durch lokale Faktoren verursacht wird
(184, 186). Im Skelettmuskel von Ratten und Mausen ist ERK1/2 nach einem Ausdauerlauf auf
einem Laufband induziert (42, 188, 189). Eine in vitro Kontraktion in isolierten Ratten- und
Mausmuskeln fiihrte ebenfalls zu einer verstarkten ERK1/2 Phosphorylierung (190-192).
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Auch die JINK MAPK ist nach 60 Minuten Radfahren (70 % VO2max) (186, 193) oder einem
Marathonlauf (194) im humanen Skelettmuskel aktiviert. Nach dem Radfahren konnte ebenso
eine Zunahme der c-Jun mMRNA Expression detektiert werden (193). Eine in situ Kontraktion
fiihrt im Rattenmuskel zu einer zeitabhéngigen Zunahme der JNK und c-Jun Phosphorylierung
(187). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ein in vitro Krafttraining (,,Stretching®, Spannung
0.24 N, 20-25 % Langenzunahme) im Rattenmuskel zu einer starkeren Aktivierung von JNK
und p38 als nach einem 60-minttigen Ausdauerlauf fihrt, wobei diese Aktivierung im oxidati-
ven Soleus Muskel starker ausgepréagt war als im glykolytischen EDL Muskel (195).

Eine Aktivierung der p38 MAPK konnte bisher nach einem Ausdauerlauf sowie bei in situ und
in vitro Muskelkontraktionen im Rattenmuskel (195, 196) als auch im humanen Skelettmuskel
infolge Radfahrens (184) und eines Marathonlaufs (194, 197) detektiert werden. Auch nach
einem einbeinigen Radfahren war die p38 MAPK im humanen Skelettmuskel aktiviert, wobei
diese im Vergleich zu ERK1/2 auch im unbelasteten Skelettmuskel auftrat und weniger stark
ausfiel (193). Es wird angenommen, dass die Aktivierung durch die p38y Isoform realisiert
wird, welche nur im Skelettmuskel exprimiert ist (29, 198).

Die akute Aktivierung dieser Signalwege fiihrt zu kurzfristigen Transkriptionsanderungen, wie
z.B. von IEGs sowie myogener und transkriptioneller Regulatoren oder von Genen des Koh-
lenhydrat-Metabolismus, der Lipidaktivierung, des mitochondrialen Metabolismus und der oxi-
dativen Phosphorylierung (199-202). So regulieren die MAPK z.B. die Ausdauersport-indu-
zierte transkriptionelle Aktivitit von PGCla und c-Jun, was letztendlich zu einem verénderten
Metabolismus fihrt.

Die Fettsdureaufnahme und —oxidation wahrend einer Muskelkontraktion kann durch ERK1/2
und AMPK in Abhdangigkeit von der Kontraktionsintensitét reguliert werden (203). Des Wei-
teren gibt es Hinweise dafir, dass die Regulation der ERK1/2 abhangigen Fettsdureaufnahme
wahrend einer Muskelkontraktion in Ratten Skelettmuskeln vermutlich durch das Membran-
protein CD36 erfolgt (204).

Eine Aktivierung der p38 MAPK reguliert teilweise den durch Sport induzierten Glukosetrans-
port im Skelettmuskel (205).

Somit stellen die MAPK Signalwege im Skelettmuskel wahrend einer Ausdauerbelastung eine
wichtige Verbindung zwischen den extrazelluldren mechanischen Stimulationen und den Trai-
nings-induzierten adaptiven Verénderungen dar, indem sie die extrazelluldren Signale in den
Zellkern weiterleiten um in der Folge IEGs zu aktivieren, die dann fir eine Umwandlung dieser

Signale in eine zellulédre Antwort zustandig sind (186).
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2.5.3 Die Bedeutung des MAPK Signalweges bei Ausdauersport in der Leber

Ein akuter Ausdauersport verursacht auch in der Leber eine signifikante Anderung in der
Genexpression metabolischer Signalwege, die in den Fettsduremetabolismus, Glykolyse/Glu-
koneogenese, Arachidonséduremetabolismus sowie die Insulin- und PPAR Signalweiterleitung
involviert sind (130).

Ein 60-min0tiger Ausdauerlauf auf einem Laufband verursacht in der Leber von M&usen eine
signifikant verstarkte Phosphorylierung der INK MAPK (130), wohingegen eine Aktivierung
der p38 MAPK nicht festgestellt werden konnte. Eine Aktivierung der ERK1/2 MAPK konnte
direkt nach dem Ausdauerlauf tiber die verstarkte Phosphorylierung einer ERK-Isoform detek-
tiert werden (130).

Die Ausdauersport-induzierte Aktivierung der MAPK kdnnte unter anderem zu einer signifi-
kant verstarkten Expression von Transkriptionsfaktoren sowie zu einer veranderten hepatischen
Genexpression fuhren. So konnte unter anderem eine signifikant verstarkte Ausdauersport-in-
duzierte Expression der IEGs c-Fos, c-Jun, GADDA45g, JunB und FosB (siehe Kapitel 1.5.2) in
der Leber der Mduse assoziiert werden (130).

Dabei wurde auch gezeigt, dass der Ausdauersport-induzierte metabolische Stress und die dar-
aus resultierenden Plasmaglukosespiegel nicht nur zu einer Entleerung der Glykogenspeicher
und der Induktion glukoneogenetischer Gene fiihren, sondern auch mit der Induktion von Im-
mediate early genes (IEGs) wie c-Fos, c-Jun, GADDA45g und JunB in der Leber von Mdusen
assoziiert sind (130). Dies zeigt, dass der Abfall der Glukosekonzentration im Plasma wéhrend
eines 60-minltigen Ausdauerlaufs direkt oder indirekt die hepatische Expression von sowohl

metabolischen Genen als auch von IEGs bei Méausen induziert.

2.6 Die Bedeutung friih exprimierter Gene (IEG) und Zytokine bei Ausdauersport in

Leber und Muskel

2.6.1 Immediate early genes (IEG)

Als Immediate early genes werden Gene bezeichnet (206), deren Expression innerhalb weniger
Minuten zumeist nach einer extrazellularen Stimulation stark ansteigt und ebenso rasch wieder
abfallt (207). Die Protoonkogene c-Fos und c-Myc waren die ersten IEGs, die in Maus Fib-
roblasten identifiziert wurden (208, 209). Ein wesentliches Merkmal der IEGs sind ihre gerin-

gen oder nicht detektierbaren basalen Expressionslevel. Viele IEGs sind Transkriptionsfaktoren
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und Schlisselregulatoren fir Zellwachstum und Zelldifferenzierung (206). IEGs besitzen hau-
fig eine Konsensussequenz (CArG Box) innerhalb des Promotors, tber die sie mit Hilfe des
SRF aktiviert werden (210).

Die am besten charakterisierten IEGs gehdren zur Fos und Jun Familie, wie beispielsweise
c-Fos, FosB, die Fos zugehdrigen Antigene Fral und Fra2 sowie c-Jun, JunB und JunD (211).
Die Mitglieder der Fos Familie formen mit Jun Proteinen ein Heterodimer und bilden somit den
transkriptionell aktiven AP-1 Komplex (211). Aulierdem sind die Mitglieder der Jun Familie in
der Lage, Homo- oder Heterodimere mit anderen Jun Proteinen zu bilden (211).

Weitere bekannte IEGs sind die GADDA45 Proteine, von denen vor allem die Isoformen
GADD45b und GADDA45g in der Leber und im Skelettmuskel exprimiert sind (212).

Fos und Jun sind wichtige Regulatoren der Zellproliferation, Apoptose, Inflammation und
DNA-Reparatur (213-217).

2.6.1.1 Regulation der IEGs

C-Fos ist eines der am besten charakterisierten IEGs. Die Aktivitat von c-Fos wird vor allem
durch die MAPK Signalwege und teilweise auch durch die Proteinkinase-C (PKC) reguliert
(218). Nach der Translokation der MAPK in den Nukleus phosphorylieren diese u.a. den
Ternary complex factor (TCF) Elk-1, der die c-Fos Induktion vermittelt. Der Transkriptions-
faktor EIk-1 gehort zur Familie der Ets-Onkogene (219). C-Fos besitzt ein Serum response ele-
ment (SRE) in seinem Promotor mit dem es an den SRF bindet (220, 221) und nachfolgend
einen terndren Komplex mit TCFs wie Elk-1 bildet (222).

Untersuchungen haben gezeigt, dass die TCFs wichtige Vermittler der transkriptionellen
c-Fos Aktivitat sind (223). So hangt die transkriptionelle Aktivitat von EIk-1 von seiner Phos-
phorylierung ab, die durch den MAPK Signalweg reguliert wird (164). Nach seiner Phospho-
rylierung durch die ERK1/2 MAPK verstéarkt EIk-1 die c-Fos Transkription (222). Eine Hem-
mung der Bildung oder Aktivitét des terndren Komplexes verursacht wiederum eine Herunter-
regulation der c-Fos Transkription (164). Auch andere Transkriptionsfaktoren wie JunB, Erg-1
und der Nerve growth factor IB (Nur77) besitzen ein SRE (164, 224). Die Phosphorylierung
von EIk-1 durch die MAPK kann an mindestens 9 Resten in seiner C-Domaéne stattfinden (225),
wobei die Stellen Ser383 und Ser389 essentiell fiir seine transkriptionelle Aktivitat sind (164).
Nach seiner Aktivierung verstarkt EIk-1 seine DNA-Bindung an das SRE sowie die Mobilisie-
rung von Coaktivatoren wie CREB-binding protein (CBP), p300 oder Srb (164).

Elk-1 wird hauptsachlich durch ERK1/2, aber auch durch JNK und p38 phosphoryliert und
aktiviert (226-228). Eine Aktivierung von EIk-1 durch die ERK1/2 MAPK erfolgt in vivo und
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in vitro durch die Stimulation von Wachstumsfaktoren (229, 230), wéhrend eine Aktivierung
durch die JNK oder die p38 MAPK eher durch UV-Strahlung, Stress oder IL-1 induziert wird
(227, 228). Auch in der Calcium-induzierten c-Fos Genexpression spielen die MAPK eine
wichtige Rolle. So verursacht der bei einer Depolarisation ausgelste Calcium-Influx im Ske-
lettmuskel unter anderem eine Aktivierung von ERK1/2, p38, CREB, c-Fos und c-Jun (231).
Eine Inhibition der ERK1/2 MAPK mit U0126 sowie der p38 MAPK mit SB-203580 fiihrt
dabei zu einer verminderten CREB und IEG Aktivitat in Ratten Myotuben (231).

2.6.2 IEGs und Sport
Wie bereits unter 1.2.3.2 beschrieben, kommt es bei Ausdauersport zur Aktivierung der MAPK

im arbeitenden Skelettmuskel und dartiber hinaus zur Expression von IEGs. Puntschaart et al.
konnten im humanen Skelettmuskel zeigen, dass nach einem 30-minttigen Ausdauerlauf auf
einem Laufband die Expression von c-Fos, FosB, Fra-1 und c-Jun und JunB direkt bzw. 30
Minuten nach einem 30-minutigen Ausdauerlauf auf einem Laufband signifikant erhéht war.
Dabei war die Aktivitat der Fos Gene starker beeinflusst als die der Jun Gene (211). Diese
Ergebnisse unterscheiden sich allerdings von tierexperimentellen Studien. So konnten Michel
et al. im Hasen Tibialis Muskel erst 4 Stunden nach einer chronischen elektrischen Muskelsti-
mulation einen Anstieg der c-Fos und auch der Egrl mRNA aufzeigen (232). Ebenso war der
Kontraktions- induzierte Anstieg der c-Jun Expression verzogert (232). In Ubereinstimmung
damit konnten auch Goldspink et al. im Hasen EDL Muskel nach einer mechanischen Stimu-
lation einen Anstieg der c-Fos und c-Jun Expression erst nach 4 bis 6 Stunden beobachten (233).
Eine gleichzeitige Muskeldehnung und elektrische Stimulation fiihrt zu einem biphasischen
Anstieg der c-Fos und c-Jun mRNA nach einer sowie nach 4 bis 6 Stunden (233). Osbaldeston
et al. konnten zeigen, dass eine Muskeldehnung im Hasen Latissimus dorsi (LD) Muskel nach
einer Stunde zu einem Anstieg der c-Fos und c-Jun Expression fuhrt, wahrend eine elektrische
Stimulation des Skelettmuskels erst nach 4.5 bis 6 Stunden in einem Anstieg dieser IEGs resul-
tiert (234).

Bei in vivo Mausstudien waren die c-Fos und c-Jun mRNA Expression im Skelettmuskel nach
einem 60-min(tigen Ausdauerlauf signifikant erhoht (188). Dagegen wurde im Skelettmuskel
von Ratten direkt nach einem Ausdauerlauf eine signifikante Zunahme der c-Fos mMRNA Ex-
pression nachgewiesen, wéhrend ein Anstieg der c-Jun mMRNA Expression erst nach einer drei-

stiindigen Erholungsphase auftrat (235).
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Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen zeigte ein 5-tdgiges Ausdauertraining auf einem Laufband
im Ratten Soleus Muskel keine signifikante Zunahme der c-Fos und c-Jun mRNA Expression,
weder direkt nach dem Lauf noch nach einer dreistiindigen Erholungsphase (235). In einer wei-
teren Studie mit Ratten reagierte der EDL Muskel nach einem 5-tdgigen Ausdauertraining und
einer 6- und 12-stlindigen Erholungsphase mit einer signifikanten Zunahme der c-Fos Protein-
spiegel (236).

Auch in der Leber konnte nach einem 60-minutigen Ausdauerlauf eine signifikante Zunahme
der c-Fos, c-Jun, GADDA45g, FosB und JunB Expression nachgewiesen werden (130).

Eine Aktivierung der IEGs wahrend einer sportlichen Belastung ist von deren Intensitat, Dauer
und Modus abhéangig und fihrt zu einer Neusynthese verschiedener Proteine (206).

Die Bedeutung der IEGs bei Ausdauersport in Leber und Muskel konnte bisher nicht geklart
werden. Es wird jedoch vermutet, dass die IEGs zumindest im kontrahierenden Skelettmuskel
bei Ausdauersport die Aufgabe wichtiger Botenstoffe (ibernehmen (232) und in eine Anpassung
an die Ausdauerbelastung involviert sind (186). So spielen c-Fos und c-Jun im Skelettmuskel
wahrscheinlich bei Ereignissen wie der mitochondrialen Biogenese, myozellularen Verletzun-
gen und Apoptose eine wichtige Rolle, die unter anderem nach einem Ausdauersport auftreten
(214, 237-239).

2.6.3 Zytokine und Sport

Bereits seit einigen Jahren ist bekannt, dass auch der Skelettmuskel diverse biologisch aktive
Peptide freisetzt (240), die autokrin oder parakrin wirken kénnen und als Myokine bezeichnet
werden (241, 242). Durch die Sekretion dieser Myokine, zu denen Cyto- und Chemokine wie
IL-6, IL-8 bzw. CXCL1 gehdren, Ubernimmt der kontrahierende Muskel wahrend einer Aus-
dauerbelastung auch endokrine Funktionen (243-246). Das murine CXCL1 ist ein zur Cystein-
X-Cystein-Bindemotiv-Familie gehdrendes Chemokin (242) und gilt als ein funktionelles Ho-
molog zu humanem IL-8 (245, 247). Diese Myokine wirken in einer auto- oder parakrinen
Weise und konnen in die Glukoseaufnahme des Skelettmuskels und die Fettsdureoxidation in-
volviert sein (245). In der Zirkulation werden den Myokinen hormonahnliche Wirkungen zu-
geschrieben, indem sie die hepatische Glukoseproduktion und die Lipolyse im Fettgewebe re-
gulieren (245).

Mittlerweile gibt es Anhaltspunkte, dass auch die Leber sogenannte Hepatokine produziert, die

direkt den Glukose- und Fettmetabolismus beeinflussen (248).
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Es hat sich herausgestellt, dass Myokine auch wahrend eines Ausdauersports eine bedeutende
Rolle spielen. Das bekannteste Myokin ist Interleukin (IL)-6. Es wird im humanen Skelettmus-
kel nach Ausdauersport in Typ-1 und Typ-2 Muskelfasern verstarkt exprimiert (240). Dabei hat
sich gezeigt, dass die IL-6 Plasmaspiegel kontinuierlich mit der Belastungsdauer steigen (249)
und auch die Belastungsintensitat von grof3er Relevanz ist (250). Nach einem moderaten Aus-
dauersport und einer 30-minutigen Erholungsphase ist die IL-6 Expression im humanen Ske-
lettmuskel vor allem bei niedrigen Glykogen-Spiegeln erhoht (251). Im Skelettmuskel kann IL-
6 Uber eine Aktivierung der AMPK die Fettsédureoxidation und Glukoseaufnahme erhéhen und
uber eine Aktivierung des P13-Kinase/Akt Signalweges die Glykogensynthese steigern (240).
Verschiedene Arbeiten der letzten Jahre zeigen sowohl bei Ratten als auch bei M&usen, dass
auch in der Leber wéhrend eines Ausdauerlaufs der JAK/STAT Signalweg induziert wird (117,
121). Inwieweit dieser IL-6 abhéngige Signalweg in die hepatische Stress-Abwehr bzw. in die
metabolischen Adaptationen bei Ausdauersport involviert ist, konnte bisher noch nicht eindeu-
tig geklart werden.

Ausdauer- und Kraftsport fiihrt im humanen Skelettmuskel durch die Expression von IL-8 (252-
254) vermutlich zu einer Stimulation der Angiogenese (255). Bei Mausen konnte nach Ausdau-
ersport eine Erhéhung des CXCL1 Plasmaspiegels und eine gesteigerte CXCL1 Expression in
Skelettmuskel und Leber beobachtet werden (256), wobei diese in der Leber vermutlich von
der IL-6 Expression des Skelettmuskels abhéngig ist (256). Auch in Mausmuskelzellen
(C2C12) konnte eine erhdhte CXCL1 Expression nach einer EP-Stimulation gezeigt werden
(242).

Die Bedeutung der Ausdauersport-induzierten CXCL1 Expression ist bisher nicht eindeutig
geklart. Es wurde jedoch schon gezeigt, dass eine Uberexpression von CXCL1 im Skelettmus-
kel von Mdausen zu einer Minderung einer Nahrungs-induzierten Fettspeicherung und ex vivo

zu einer verbesserten Fettsaureoxidationsrate fiihrt (257).
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3 Zielstellung

RegelméRige korperliche Aktivitat ist mit einer Vielzahl von praventiven Wirkungen verbun-
den, insbesondere kann es das Auftreten metabolischer Stoérungen, wie Insulinresistenz und
T2DM verhindern.

Gleichzeitig fuhrt Ausdauersport jedoch auch zu einer Reihe von Stressreaktionen im Korper,
deren Bedeutung bis heute nicht verstanden ist. So kommt es im Skelettmuskel durch die er-
hohte Beanspruchung zu mechanischem, aber auch zu oxidativem und energetischem Stress.
Die Stresssituationen wahrend eines Ausdauersports fihren im Skelettmuskel nachweislich zu
einer Aktivierung von MAPK und zur Induktion verschiedener Immediate early genes (IEG)
und Cyto- bzw. Chemokine.

In den letzten Jahren konnte vor allem in Mausexperimenten gezeigt werden, dass auch die
Leber durch Ausdauersport beeinflusst wird. Dies konnte unter anderem durch eine Induktion
vieler hepatischer IEGs nachgewiesen werden. Die Expressionslevel dieser IEGs in der Leber
korrelierten mit den Plasma Glukosekonzentrationen nach Sport.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgenden Fragestellungen untersucht:

1. Welche MAPK werden in der Leber von Mausen durch Sport aktiviert?

2. Wie wirkt sich ein unterschiedlicher Energiestatus der Leber auf die Sport-induzierte
MAPK Aktivierung und die IEG Expression in Leber und Skelettmuskel aus?

3. Welchen Einfluss hat der MEK1/2 Inhibitor U0126 auf die Sport-induzierte MAPK Ak-
tivierung und die IEG Expression in Leber und Skelettmuskel?

4. Welche Wirkung hat die Inhibition von MAPK Signalkaskaden auf den Metabolismus

wéhrend und nach Ausdauersport?

Zur Klarung dieser Fragen liefen C57BI/6 Mé&use 60 Minuten auf einem Laufband bei modera-
ter Geschwindigkeit. Um den Einfluss des Energiestatus zu untersuchen, wurden die Tiere vor
dem Ausdauerlauf einer Nahrungsrestriktion ohne bzw. mit anschlieBender Wiederfitterung
unterzogen.

Fur die Untersuchung der Sport induzierten MAPK Aktivierung und IEG Expression in Leber
und Muskel wurde der MEK Inhibitor U0126 den Mausen 2 Stunden vor dem Ausdauerlauf
appliziert. Um die Wirkung der MAPK Inhibition auf Leber, Skelettmuskel und Plasma zu un-

tersuchen, wurden verschiedene metabolische Parameter in diesen Geweben gemessen.
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Abbildung 3.1: Wie wirkt sich eine Hemmung der ERK1/2 MAPK auf die Ausdauersport-induzierte IEG
und Cytokin Expression in Skelettmuskel und Leber aus?
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4 Material

4.1 Gerateliste

Laborgerat

Firma

Accu-Check® Aviva

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Agfa Curix 60 Entwicklermaschine
COg2 Inkubator

Dounce Homogenisierer (2 ml)
Drucker, Selphy CP 510
Elektrophoresekammer fur SDS-PAGE

ELISA Reader Modell 680
Inkubator fiir Bakterien
Laborwaage

LC480

Magnetrihrer

Mastercycler Gradient
Mikroskop Axiovert 40
Mouse Accupacer Treadmill

NanoDrop™

Neubauer Zahlkammer

pH-Meter

Prazisionswaage ALJI60-4NM
Scanner CanoScan LiDe 110
Scepter, Zellzéhler

Sprout Minizentrifuge
Sterilbank, Hera Safe

Stromversorgungsgerat E 802

Agfa Healthcare, Berlin, Deutschland
Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland

Canon, Krefeld, Deutschland

bsb1l biotech service blue, Schauenburg,
Deutschland

Biorad, Munchen, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Roche Life Science, Mannheim, Deutschland
IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland

Thermo  Fisher  Scientific,  Schwerte,
Deutschland

Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Ko-
nigshofen, Deutschland

InoLab WTW, Weilheim, Deutschland

Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland
Canon, Krefeld, Deutschland

Millipore, Schwalbach, Deutschland
Biozym, Hessisch-Oldendorf, Deutschland
Thermo  Fisher  Scientific,  Schwerte,
Deutschland

Consort N.V., Turnhout, Belgien
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Systec DX-65 Autoklav
ThermoStat Plus Inkubator
Tisch-Schuttler

TissueLyser

Vortex Genie 2

Wasserbad
Western-Blot-Kammer
Zentrifuge Hettich Rotanda RPC

Zentrifuge Pico 17

Zentrifuge, Biofuge Fresco

Systec, Wettenberg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Hecht Assistent, Sondheim, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Scientific Industries, New York, USA
Memmert, Schwalbach, Deutschland
Hoelzel, Worth, Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co KG, Tuttlin-
gen, Deutschland
Fisher

Deutschland

Thermo Scientific,  Schwerte,

Heraeus, Hanau, Deutschland

4.2 Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

2-Mercaptoethanol

3-Aminophtalhydrazid (Luminol)
4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfon-
séure (HEPES)

Acrylamid Lésung 30%, Rotiphorese Gel 30
Ammonium Persulfate (APS)

Bovine Serum Albumin (BSA)

Bradford Reagenz, BIO RAD Protein Assay
Bromphenolblau

cOmplete Protease Inhibitor

cOmplete Protease Inhibitor, EDTA-free
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMEM high glucose (4,5 g / 1), mit L-Gluta-
min

DMEM high glucose (4,5 g/ 1), mit L-Gluta-
min

DPBS

Ethanol p.A.

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Bio-Rad, Freiburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Lonza, Koln, Deutschland

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Ethylenglycol (EGTA)
Fetal Calve Serum (FCS) HyClone

Forskolin

Gelatine

Glycerol

Glycin

H-0, HPLC-grade
Hydrochloridséure (HCL)
Hydrogen Peroxid (H205)

Immobilon Western Chemiluminescent HRP

Insulin, human recombinant
Kaliumchlorid (KCL)
Kaliumhydroxid (KOH)

L-Glutamin (200 mM in 0,85% NacCl)
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCl>)
Magnesiumsulfat (MgSO.)

Methanol Normapur

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TE-

MED)

Natriumacetat Trihydrat
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumchlorid, 0,9 % Ldsung
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PQO4)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumorthovanadat (NazVOa)
Natriumpyrophosphat (NasP207)
p-lodphenol

Penicillin / Streptomycin

Ponceau S

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Fisher

Deutschland

Thermo Scientific,
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Millipore, Schwalbach, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Lonza, Kéln, Deutschland

Applichem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland
Lonza, KolIn, Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
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Protein-Ladepuffer, Precision Plus Protein

Standards TM
RPMI 1640

Bio-Rad, Freiburg, Deutschland

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Tris(hydroxymethyl)aminomethan  (TRIS) MP Biomedicals Inc., Solon, OH, USA

ultrapure for ECL
Triton-X-100
Trizma® Base (TRIS)
Trypsin/ EDTA
B-Glycerophosphat
Insulin RIA

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Lonza, KoIn, Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Linco Research, St. Charles, MO, USA

4.3 Injektionen

Injektionslésung

Hersteller

Ketamin-ratiopharm (500 mg / 10 ml) Injek-

tionslésung
Xylazin 2 %

Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland

4.4 Inhibitoren

Name Funktion Hersteller

JNK Inhibitor VI JNK Inhibitor Calbiochem,  Schwalbach,
Deutschland

PD184352 MEK Inhibitor Calbiochem,  Schwalbach,
Deutschland

PD98059 MEK Inhibitor Calbiochem,  Schwalbach,
Deutschland

U0126 MEK Inhibitor Calbiochem,  Schwalbach,

Deutschland
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4.5 Kommerzielle Kits, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

Blotting Membran Protran BA85 (Nitrocellu-
lose)

Blotting Papier
Bradford Protein Assay

CL-Xposure Film (X-ray Film)

Costar 150mm, Zellkultur

Costar 6-well plates, Zellkultur

ECL Hyperfilm

ELISA Mikroplatte, 96-well, PS

epT.l.P.S.® Dual-filter, Pipettenspitzen, 0.1-

10 pl

epT.I.P.S.® Dual-filter, Pipettenspitzen, 2-
100 pl

epT.I.LP.S.® Dual-filter, Pipettenspitzen,
2-200 pl

epT.I.LP.S.®  Reloads, Pipettenspitzen
0.1-10 pl

epT.I.P.S.® Reloads, Pipettenspitzen
100-1000 pl

epT.I.LP.S.®  Reloads, Pipettenspitzen
2-200 pl

Falcon, Polypropylene, 15 ml, 50 ml

Whatman, Dassel, Deutschland

Whatman, Dassel, Deutschland

Biorad, Miinchen, Deutschland

Fisher

Deutschland

Thermo Scientific,  Schwerte,

Corning B.V. Life Science, Amsterdam, Nie-

derlande

Corning B.V. Life Science, Amsterdam, Nie-

derlande

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg,
Deutschland

Greiner Bio One, Frickenhausen, Germany

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

34



Material

Immobilon Western HRP Substrate Lu-

minol Reagenz

Insulin RIA
Lightcycler 480 Multiwell Plates 96, white

Mikro-Probengefall EDTA, 1,3 ml

MinElute PCR Purification Kit
NE-PER Nuclear Protein Extraction Kit

Nitrocellulose Membran Protran

PeqGOLD TriFast

Precision Plus Protein Dual Color Stan-
dard (1610374)

QIAquick PCR Purification Kit
Quantifast SYBR Green PCR Kit
ReaktionsgefaR Safe-Lock, 0,5 ml
ReaktionsgefaR Safe-Lock, 1,5 ml
Reaktionsgefal Safe-Lock, 2,0 ml
RNase-Free DNase Kit

RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit
RNeasy Mini Kit

SafeGuard Filterspitzen, 100-1000 pl

SafeSeal Tips Premium, 2,5 ul ,10 pl, 100 pl,
1000 pl, steril
Stahlkugeln, rostfrei, 5 mm

Steril Pipette (Stripette), 5 ml, 10 ml, 25 ml,
50 ml, Polystyrene

Millpore, Schwalbach, Deutschland

Linco Research, St. Charles, TN, USA
Roche Life Science, Mannheim, Deutschland

Sarstedt, NiUrnbrecht, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Thermo  Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland
GE Healthcare Life Sciences, Minchen,

Deutschland
Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Biorad, Miinchen, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Peglab Biotechnologie, Erlangen, Deutsch-
land

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Corning B.V. Life Science, Amsterdam, Nie-

derlande
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Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Kit

Zellkulturschalen 6-well, 12-well

Zellkulturschalen, 10 cm, 15 cm

HR Series NEFA-HR(2) Assay

Advia 1650 Triglyzeride Assay

TPP, Trasadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz

Wako Chemicals GmbH, Neuss, Deutsch-

land

Siemens Healthcare, Eschborn, Deutschland

4.6 Computer Software

Software

Firma

JMP 10.0.0

SAS Institut Inc., NC, USA

Gelscan Professional V5.1 BioSciTec GmbH, Frankfurt, Deutschland

4.7 Antikorper

4.7.1 Primare Antikorper

Referenz-num-

Eingesetzte

Primérer Antikorper mer Verdunnung Hersteller

Anti-AMPK al 07-350 1:500 Millipore, Schwalbach,
Deutschland

Anti-AMPK a2 07-363 1:500 Millipore, Schwalbach,
Deutschland

Anti-JNK/SAPK1 610627 1:500 BD Biosciences, Heidel-
berg, Deutschland

Anti-phospho-c-Jun (Ser73)  06-659 1:1000 Millipore, Schwalbach,
Deutschland

c-Jun/AP1 sc-44 X 1:1000 Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Deutschland

CREB (c-21) sc-186 Santa Cruz Biotechnology,

Heidelberg, Deutschland
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ELK-1 355 1:500 Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Deutschland
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IGFBP1

p38 MAPK

p44/42 MAPK (ERK1/2)
Phospho-AMPKa. (Thr172)
Phospho-CREB (Ser133)
Phospho-ELK-1 (Ser383)
Phospho-p38 MAPK
(Thrl80/Tyr182)
Phospho-p44/42 MAPK
(Thr202/Tyr204)
Phospho-SAPK/INK
(Thrl83/Tyr185)

B-Aktin

6072

9212

9102

2535

9198

8406

9211

9101

9251
4967

1:500

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:500

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Deutschland
Cell Signaling Technology,
Frankfurt, Deutschland

Cell Signaling Technology,
Frankfurt, Deutschland

Cell Signaling Technology,
Frankfurt, Deutschland

Cell Signaling Technology,
Frankfurt, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Deutschland
Cell Signaling Technology,
Frankfurt, Deutschland

Cell Signaling Technology,
Frankfurt, Deutschland

Cell Signaling Technology,
Frankfurt, Deutschland

Cell Signaling Technology,

Frankfurt, Deutschland

4.7.2 Sekundare Antikorper

Sekundarer Antikorper

Eingesetzte Verdinnung

Hersteller

Goat-anti-mouse-HRP
Goat-anti-rabbit-HRP

1:1000 - 1:3000
1:1000 - 1:3000
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4.7.3 Kommerzielle Primer Assays fiir quantitative Real-time (qRT)-PCR

Gensymbol Primer Assay Name Konditionen und Herstel-
ler

Cxcll Mm_Cxcll_1_SG Quantitect Primer Assays

Fgf2l Mm_Fgf21_1_SG (Qiagen, Hilden, Deutsch-

Fos Mm_Fos_1_SG land), Konditionen gemaR

Fosb Mm_Fosh_1 SG den Anleitungen des Herstel-

G6pc Mm_G6pc_1_SG lers

Gadd45b Mm_Gadd45b_1_SG

Gadd45g Mm_Gadd45g 1 SG

Igfbpl Mm_Igfbpl 1 SG

Jun Mm_Jun_1 SG

Junb Mm_Junb_1 SG

Nrda3 Mm_Nr4a3 1 SG

Pdk4 Mm_Pdk4 1 SG

Ppargcla Mm_Ppargcla 1 SG

Trp53 Mm_Trp53_1 SG
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5 Methoden

5.1 Tierexperimentelle Methoden

5.1.1 Mausmodell

Das in dieser Arbeit verwendete C57BI/6 Mausmodell wurde (ber die Firma Charles River
Wiga GmbH (Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Es wurden fur alle Tierexperimente ausschliel3-

lich mannliche Wildtyp-Mause verwendet.

5.1.2 Tierhaltung

Die Mause wurden in der Tierhaltung des Interfakultdren Instituts fur Biochemie (IFIB) der
Eberhard-Karls-Universitat Tibingen untergebracht. Die Tiere wurden in Gruppen von 3 bis 4
Mausen in Typ IV Kafigen beherbergt (EBECO, Castrop-Rauxel, Deutschland). Wenn nicht
anders angegeben hatten die Tiere permanenten Zugang zu Standardfutter Ssniff R/M-H
(Ssniff, Soest, Deutschland) und Wasser. M&use sind nachtaktive Tiere. Um diese Aktivitat fir
die Durchfiihrung der Ausdauerlauf-Experimente auszunutzen, wurden alle Tiere in einem in-
vertierten Hell-Dunkel-Zyklus gehalten (Dunkelphase 10.00 Uhr bis 22.00 Uhr; Lichtphase
22.00 Uhr bis 10.00 Uhr). Alle Ausdauerlauf-Experimente fanden in der Zeit von 11.00 Uhr
bis 15.00 Uhr statt.

Alle Tierexperimente fanden nach den Tierschutzrichtlinien flr Labortiere statt und wurden
von der lokalen Einrichtung fiir Tierschutz und Labortierkunde tberprift. Nach Ankunft der
Tiere wurden diese vor dem Start der Experimente zunachst fur mindestens zwei Wochen an

die neue Umgebung gewdhnt.

5.1.3 Ausdauerlauf der Mause auf einem Laufband

Das Laufband war ein 4-Kanal motorisiertes Laufband (4-channel Mouse Accupacer Treadmill,
Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten). Die Geschwindigkeit sowie die Steigung konnten
manuell variiert werden. Die vier Bander liefen alle in der gleichen eingestellten Geschwindig-
keit, so dass man bis zu vier Mause gleichzeitig auf dem Laufband laufen lassen konnte. Zu-
nachst wurden alle Mé&use an drei verschiedenen Zeitpunkten an das Laufband gewoéhnt. Die
letzte Gewohnung wurde spatestens eine Woche vor dem eigentlichen Experiment durchge-
fahrt. Um die Mé&use an die veranderte Umgebung zu gewéhnen, wurden sie zunéchst etwa 5

min auf das ausgeschaltete Laufband gesetzt, welches dann bei einer Steigung von 5° zundchst
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auf eine Geschwindigkeit von 1 m/min geschaltet wurde. AnschlieBend wurde die Geschwin-
digkeit stufenweise bis 5 m/min erhoht und fir 10 min beibehalten. Zum zweiten Gewohnungs-
zeitpunkt wurde die Steigung des Laufbandes auf 10° erhoht und die Mause liefen nach einer
langsamen Steigerung der Geschwindigkeit auf 10 m/min insgesamt 12 min. Die letzte Gewoh-
nung fand bei 15° Steigung des Laufbandes und einer Geschwindigkeit von 12 m/min fir ins-
gesamt 15 min statt.

In den finalen Experimenten absolvierten maximal zwei Mause gleichzeitig bei einer Ge-

schwindigkeit von 13 m/min und einer Steigung von 15° den 60-min(tigen Ausdauerlauf.

5.1.4 Nahrungsrestriktion und Wiederfiitterung

Um die Effekte einer Nahrungsrestriktion und einer darauffolgenden Wiederfutterung in Ver-
bindung mit Ausdauersport zu untersuchen, wurden 12 Wochen alte méannliche C57BI/6 Mé&use
zundchst Uber Nacht Futter-depriviert. Allen Mausen wurde von 18.00 Uhr bis zum néchsten
Morgen 9.00 Uhr das Futter entzogen. Ein permanenter Zugang zu Wasser wurde durchgangig
gewahrt. Damit fiel ein GroRteil der Nahrungsrestriktion in die Hell- bzw. weniger aktive
Phase, in der normalerweise ein Grol3teil der regulédren Nahrungsaufnahme der Tiere stattfindet
(258). Am néachsten Morgen 9.00 Uhr wurde einer Gruppe Mause flr 6 Stunden wieder Nah-
rung gegeben (Ref), wahrend eine andere Gruppe auch flr diese Zeit keine Nahrung bekam
(Fast). Im Anschluss daran musste wiederum je eine Subgruppe dieser beiden Gruppen einen
60-minutigen Ausdauerlauf auf einem Laufband (5.2.1) durchfuhren (Run), wéhrend eine
zweite Subgruppe im Kafig verblieb (Sed). Es wurden zwei voneinander unabhéngige Experi-

mente mit n=6-8 Mausen pro Gruppe durchgefiihrt.

Sed Run

Fast Ref Fast Ref

Sed Nicht gelaufen

Run 60-mindtiger Ausdauerlauf

Fast 21 h Nahrungsrestriktion

Ref 15 h Nahrungsrestriktion und 6 h Wiederfutterung

Abbildung 5.1: Ubersicht der Gruppenunterteilung bei Experiment Nahrungsrestriktion / Wiederfutte-

rung.
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Invertierter Hell-Dunkel Zyklus

Hell (Licht) Dunkel
(Inaktive Phase) (Aktive Phase)
18.00 22.00 10.00 22.00 Uhr
Fast Run
Nahrungsrestriktion (Fast) _
mit bzw. ohne 60 min
Ausdauersport (Run / Sed) 18.00 22.00 15.00 22.00 Uhr
Start

Nahrungsrestriktion

Fast Ref Run
Wiederfiitterung (Ref) _ S o
mit bzw. ohne 60 min
Ausdauersport (Run / Sed) 18,00 22.00 9.00 15.00 2200 Uhr
Start Start Start
Nahrungsrestriktion Wiederfiitterung Ausdauersport

Abbildung 5.2: Zeitplan der Experimentdurchfihrung. Ménnliche C57BI/6 Mé&use in einem Alter von 12 Wo-
chen wurde Uber Nacht (15 h) das Futter entzogen (es wurde ein permanenter Zugang zu Wasser gewéhrleistet).
Am nachsten Morgen erfolgte bei einem Teil der Tiere eine Wiederfiitterung fiir 6 Stunden (Ref). Der zweite Teil
der Tiere verblieb wahrend dieser Zeit durchgéngig ohne Nahrung (Fast). Anschlielend musste ein Teil jeder
Gruppe einen 60-minitigen Ausdauerlauf auf einem Laufband absolvieren (Run), wéhrend der andere Teil im
Kafig verblieb (Sed). Der Ausdauerlauf wurde bei einer Geschwindigkeit von 13 m/min und einer Steigung von
15° absolviert. Direkt im Anschluss wurden die Tiere per Dekapitation getdtet. Das Blut wurde sofort fiir die
Bestimmungen der Plasmawerte aufgefangen und Leber, Muskeln und Fett wurden flir Genexpressions- und Wes-

tern Blot-Analyse prapariert.

5.1.5 Applikation des Inhibitors U0126

Zur Untersuchung des Einflusses der MAPK auf Leber und Skelettmuskel bei Ausdauersport
wurde 12 Wochen alten mannlichen C57BI/6 Mdusen der Inhibitor U0126 (Calbiochem) intra-
peritoneal (i.p.) appliziert. Fir eine geeignete Konzentration wurden mehrere Publikationen aus
vorangegangen, meist neurologischen Studien, verglichen (259-264). Aus einigen Publikatio-
nen ist bekannt, dass der Inhibitor fiir eine akute Behandlung in Konzentrationen von 0.2 pg/g
bis 10 pg/g Korpergewicht eingesetzt wurde (260, 262, 263). Aus diesem Grund wurde in den

vorliegenden Versuchen eine Konzentration von 5 pg U0126 pro g Korpergewicht (62
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umol/kg) eingesetzt. Der Inhibitor wurde in DMSO gel6st. Direkt vor der Applikation wurde
er nochmals in 0.9 % NaCl verdunnt, so dass die DMSO Endkonzentration 1.5 % betrug.
Gleichzeitig wurde einer zweiten Gruppe von Mausen eine Kontrolllésung i.p. injiziert (1.5 %
DMSO in 0.9 % NaCl ) (Con). Nach einer zweistiindigen Inkubationszeit musste je eine Sub-
gruppe dieser beiden Gruppen einen 60-mindtigen Ausdauerlauf auf einem Laufband durch-
fihren (Run) (5.2.1), wéhrend die zweite Subgruppe im Kafig verblieb (Sed). In diesem Zu-
sammenhang wurde flr Genexpressionsanalysen im Skelettmuskel ein zweites Experiment re-
alisiert, welches sich allein darin unterschied, dass sich an den 60-minutigen Ausdauerlauf eine
dreistiindige Erholungsphase anschloss (5.2.2), in der die M&use nach dem Ausdauerlauf noch
einmal drei Stunden im K&fig verblieben, bevor sie getttet wurden. In diesem Experiment wur-
den fir die Nicht-Laufer-Gruppe (Con/Sed 3h) ausschlie3lich Mdause verwendet, denen eine
Kontrolllosung appliziert wurde. Diese blieben nach der Injektion Uber den gesamten Zeitraum
(bis drei Stunden nach dem Ausdauerlauf der anderen Gruppen) im Kéfig.

Jedes der genannten Experimente wurde mit n=7-8 Mausen pro Gruppe in je zwei voneinander

unabhéngigen Experimenten durchgefihrt.

Sed Run Sed 3h| |Run 3h

Con u0126| |Con u0126 Con u0126

Sed Nicht gelaufen

Run 60-minatiger Ausdauerlauf

Con 1.5 % DMSO in 0.9 % NaCl (i.p.)

U0126 U0126 (5ug / g Korpergewicht) in 0.9 % NaCl / 1.5 % DMSO (i.p.)
Sed 3h  Nicht gelaufen

Run 3h 60-minutiger Ausdauerlauf + 3-stiindige Erholungsphase

Abbildung 5.3: Ubersicht der Gruppenunterteilung in U0126 Experimenten.
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Invertierter Hell-Dunkel Zyklus

Hell (Licht) Dunke
(Inaktive Phase) (Aktive Phase)
22.00 10.00 22/00 Uhr

Inkubation Run

—
U0126 oder Kontrolle (Con)

mit bzw. ohne 60 min | | Uhr
Ausdauersport (Run /Sed) 22.00 9.00 11.00 12.00 22,00

Voo

I.p. Applikation ~ Start
U0126 bzw. Ausdauersport
Kontrolllésung

Inkubation Run Erholung (3h)

U0126 oder Kontrolle (Con)
mit bzw. ohne 60 min

Ausdauer sport (Run / Sed)
mit anschlieRender 3- 22.00 9.00 11.00 12.00 15.00 22.00 Uhr
stiindiger Erholungsphase ‘1’ \L ‘l'

l.p. Start  Start
Applikation  Ausdauer Erholungs
uU0126 bzw. -sport  -phase
Kontrolllésung

Abbildung 5.4: Zeitplan der Experimentdurchfiihrung. Mannliche C57BI/6 Mduse in einem Alter von 12 Wo-
chen wurde der MAPK Inhibitor U0126 (geldst in 1.5% DMSO und 0.9% NaCl) in einer Konzentration von 5
ng/g Korpergewicht i.p. appliziert. Eine Kontrollgruppe (Con) der Méause erhielt eine 0.9% NaCl / 1.5 % DMSO
Losung, die ebenfalls i.p. verabreicht wurde. Nach 2 h Inkubationszeit musste ein Teil jeder Gruppe einen 60-
minutigen Ausdauerlauf auf einem Laufband absolvieren (Run), wéhrend der andere Teil im Kéfig verblieb (Sed).
Der Ausdauerlauf wurde bei einer Geschwindigkeit von 13 m/min und einer Steigung von 15° absolviert. Direkt
im Anschluss wurden die Tiere per Dekapitation getttet. Das Blut wurde sofort fiir die Bestimmungen der Plas-
mawerte aufgefangen und Leber und Muskeln wurden fur Genexpressions- und Western Blot-Analyse prépariert.
In einem weiteren Experiment wurden die Tiere gleich behandelt, es folgte aber nach dem 60-minitigen Ausdau-

erlauf eine dreistiindige Erholungsphase (3h).

5.2 Ausdauerlauf Protokolle

5.2.1 Einmaliger 60-miniitiger Ausdauerlauf
Fir die Experimente wurden mannliche, 12 Wochen alte C57BI/6 Mdause miteinander vergli-
chen. Der Ausdauerlauf startete bei einer Geschwindigkeit von 5 m/min und einer Steigung von

15°. Nach einer 5-minutigen Aufwarmphase wurde die Geschwindigkeit langsam auf 13 m/min
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erhoht, bei der die Mduse bis zu einer Gesamtdauer von 60 min liefen. Direkt im Anschluss an
den Ausdauerlauf wurden die Mduse getotet und prépariert. Wahrend des 60-minitigen Aus-

dauerlaufs verblieben die Kontrollméuse im Kafig und hatten permanenten Nahrungszugang.

5.2.2 60-minutiger Ausdauerlauf mit anschlieRender Erholungsphase

12 Wochen alte mannliche C57BI/6 Méause absolvierten einen 60-mindtigen Ausdauerlauf auf
einem Laufband bei einer Geschwindigkeit von 13 m/min und einer Steigung von 15° (5.2.1).
AnschlieBend wurden diese Tiere nicht sofort getotet, sondern kamen fur weitere drei Stunden
in den Kafig, wo sie wieder Zugang zu Futter und Wasser hatten. Alle nicht gelaufenen Mause
(Sed) verblieben flr die gesamte Zeitdauer in ihren Kéfigen, hatten permanent Zugang zu Futter

und wurden ebenfalls nach der dreistiindigen Erholungsphase getotet.

5.3 Blut- und Gewebeentnahme und Analysen

Direkt im Anschluss an den 60-minitigen Ausdauerlauf bzw. nach einer darauffolgenden drei-
stiindigen Erholungsphase wurde den Mausen zunédchst Blut aus der Schwanzspitze entnommen
um den Blutglukosewert mit einem Blutzuckermessgerat (Accu-Check® Aviva, Roche) zu
messen. AnschlieRend wurden die Mause durch eine i.p. Injektion von Ketamin (150 pg/g Kor-
pergewicht) und Xylacin (10 pg/g Korpergewicht) anésthesiert. Die Wirkung der Narkose
wurde durch den Zwischenzehenreflex uberpruft. Danach wurden die Mé&use per Dekapitation
getotet. Das dabei austretende Kopfblut wurde sofort aufgenommen, in ein EDTA-Mikro-Pro-
bengefal3 tberflhrt und sofort auf Eis gestellt. Die Proben wurden 2x bei 9000 rpm und 4°C
zentrifugiert, um die Blutzellen zu entfernen. Der Uberstand wurde jeweils in ein neues 1.5 ml
ReaktionsgefaR uberfuhrt. 20 pl des Plasmas wurden sofort in RIA-R&hrchen fur die Insulin-
Bestimmung uberfihrt. Das tbrige Plasma wurde anschlieBend aliquotiert und bei -20°C gela-
gert.

Nach der Dekapitation und der Blutaufnahme wurden beginnend mit der Leber der Tiere alle
ubrigen Organe fiir spatere Proteinanalysen schnellstméglich entnommen. Ein Stiick der Leber
wurde sofort auf Eis in Lysepuffer (Tabelle 5-1) mit einem Dounce Homogenisierer aufbereitet.
Der Rest wurde mit einem Skalpell in groRere (ca. 50 mg) und kleinere (ca. 20 mg) Stiickchen
aliquotiert. Die Stiickchen wurden jeweils in ein Kryoréhrchen Gberfuhrt und sofort in fliissigen
Stickstoff eingefroren.

Die Skelettmuskeln wurden aus beiden Hinterbeinen immer als gesamter Muskel entnommen.

Folgende Muskeln wurden fiir diese Arbeit genutzt: Soleus, Tibialis und Plantaris Muskel fur
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MRNA Analyse, EDL Muskel fiir Proteinanalyse und Gastrocnemius Muskel fir Glykogenbe-
stimmung. Aufgrund der kleinen Grol3e der Soleus Muskeln wurden pro Maus beide Muskeln
flr die RNA Isolierung verwendet, was eine zusétzliche Proteinanalyse ausschloss. Da der So-
leus Muskel den grofiten Gehalt an langsamen (ST-) oxidativen Typ-1 Muskelfasern aufweist
(265), wurde er bevorzugt fur einen Vergleich der mMRNA Genexpressionen zwischen Leber
und Skelettmuskel herangezogen. Fir einen Vergleich der Genexpression in den verschiedenen
Muskeln untereinander wurden auch der Tibialis-und Plantaris Muskel fur einige mMRNA Ex-

pressionsanalysen verwendet.

5.3.1 Plasmaparameter

Die Plasmaglukosebestimmung erfolgte Uber das Schwanzblut der Mduse mit einem Glukose-
messgerat (Accu-Check® Aviva, Roche). Alle anderen Plasmaparameter wurden uber das aus
der Dekapitation stammende EDTA-Plasma gemessen. Die Insulinkonzentration wurde mittels

Radioimmunoassay gemessen.

5.3.1.1 Messung der freien Fettsauren im Plasma (FFA)

Die Messung der freien Fettsduren (FFA) erfolgte mit dem HR Series NEFA-HR(2) Assay
(WAKO Chemicals GmbH). Zunédchst wurden 5 pl Plasma und ein zum Assay gehdriger Stan-
dard in eine ELISA-Mikroplatte (96-well) pipettiert. Um eine schnelle Lipolyse der Proben zu
vermeiden, wurden sie zwischenzeitlich auf Eis gelagert. Pro Probe wurden dazu
100 pl R1a Reagenz pipettiert. Nach einer Inkubation fir 15 min bei 37°C wurden 50 pl R2a
Reagenz zu den Ansétzen gegeben. Anschlieend folgte nochmals eine Inkubation fur weitere
15 min bei 37°C. Die Messung der freien Fettséduren erfolgte in einem ELISA Reader (Modell

680, Biorad, Minchen) bei einer Wellenldnge von 540 nm.

5.3.1.2 Messung der Triglyzeride im Plasma

Die Messung der Triglyzeride im Plasma erfolgte mit dem Advia 1650 Triglyzeride Assay (Sie-
mens Healthcare). Der Assay besteht aus zwei Reagenzien (R1 und R1Mix) und einem Trigly-
zerid-Standard. Zunéchst wurde eine Mischung aus beiden Reagenzien im Verhéltnis 1:30
(R1Mix : R1) hergestellt. AnschlieRend wurden der (unverdinnte) Triglyzeridstandard und
5 ul Plasma von jeder Probe in eine ELISA-Mikroplatte (96-well) pipettiert und 100 ul des
Reagenzien Mix zugegeben. Danach wurden die Proben in einem ELISA Reader (Modell 680,

Biorad, Miinchen) bei einer Wellenldnge von 490 nm gemessen. Die endgltige Berechnung
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der Triglyzeridkonzentration erfolgte Uber die durch den Standard erhaltene Steigung der Ka-
libriergerade.

5.3.2 Glykogenbestimmung

Der Glykogengehalt in Leber und Gastrocnemius Muskel wurde durch die von Chan und Exton
(266) beschriebene Methode bestimmt. Hierflr wurden ein Gastrocnemius Muskel (80 bis 100
mg) und ein kleines Stlick Lebergewebe (20-30 mg) eingesetzt. Alle Gewebestlicke wurden
zundchst gewogen und dabei auf Trockeneis gelagert, um ein vorzeitiges Auftauen zu verhin-
dern. Anschlielend wurden die noch gefrorenen Gewebestiicke in 250 pl einer
30 %igen KOH-L6sung uberfuhrt und fur 15 min bei 90°C geldst. Daraufhin folgte die Glyko-
gen Prazipitation durch die Zugabe von 0.2 Volumen 1 M NaxSO4und 3 Volumen 100 % Etha-
nol mit anschlieRender Zentrifugation fiir 30 min bei 13000 rpm. Nach Verwerfen des Uber-
standes wurden die Prazipitate zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen und bei 50°C auf einem
Thermoblock getrocknet. Die getrockneten Proben wurden dann in 300 pl 1 M HCI fur
60 min bei 90°C hydrolysiert. Anschlielend wurden die Proben auf Eis abgekihlt und mit
50 pl HEPES und 250 pl 1 M NaOH neutralisiert. Es folgte eine wiederholte Zentrifugation
fir 10 min bei 13000 rpm. Die Messung der Glukosekonzentration erfolgte enzymatisch mit
dem ADVIA 1650 System (Siemens Health Care Sector, Fernwald, Deutschland). Der Glyko-

gengehalt ist in mg der gemessenen Glukose pro g Korpergewicht angegeben.

5.3.3 Messung der Triglyzeride in der Leber

Fur die Messung der Triglyzeride in der Leber wurden zundchst kleine Lebergewebestiicke (ca.
20-30 mg) gewogen, die wahrend der gesamten Prozedur auf Trockeneis gelagert waren. Die
Gewebestiicke wurden zusammen mit einer Stahlkugel (5mm, Qiagen) in ein 2.0 ml Reaktions-
gefaR transferiert. Anschlieend wurden 20 pl einer 0.15 M NaCl / 1 % Triton X-100 Ldsung
pro mg Gewebe zugegeben. In einem TissueLyser (Qiagen) wurden danach die Proben fur 2x
fir je 2 min bei einer Frequenz von 20 Hz homogenisiert. Es folgte eine Zentrifugation der
Gewebelysate fiir 10 min bei 13000 rpm. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Pipette mit
dem sich an der Oberflache befindlichen Fett wieder vermischt und in ein neues 1.5 ml Reak-
tionsgefal’ Gberflhrt. Die sich anschlieende Bestimmung der Triglyzeridkonzentrationen er-
folgte wie in 5.3.1.2 beschrieben mit einem HR Series NEFA-HR(2) Assay (WAKO Chemicals
GmbH). Zusétzlich wurden die Proteinkonzentrationen in den Proben bestimmt (siehe 5.5.3).

Die endgultige Bestimmung der Triglyzeridkonzentrationen erfolgte durch den Bezug der bei
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490 nm gemessenen Proben auf die jeweilige Proteinkonzentration. und ist in mg Triglyzeride
pro g Protein angegeben.

5.3.4 Aufbereitung der Gewebelysate
Direkt nach der Praparation wurde je ein Stiick Leber in 1 ml Lysepuffer (Tabelle 5-1), dem

Phosphatase- (Tabelle 5-5) und Protease Inhibitoren (cOmplete, Roche) zugesetzt waren, mit
einem Dounce Homogenisierer auf Eis homogenisiert. AnschlieRend wurden die Homogenisate
3x bei 13000 rpm zentrifugiert, wobei nach jedem Zentrifugationsschritt der Uberstand ent-
nommen und in ein neues 1.5 ml Reaktionsgefal uberfuhrt wurde. Nach der Bestimmung der
Proteinkonzentration (5.5.3) wurden die Lysate aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Der EDL Muskel wurde erst spater aufbereitet. Daftr wurde ein gefrorener EDL Muskel in 350
pl Lysepuffer (Tabelle 5-1) in einem 2.0 ml Reaktionsgefal3 mit einer Stahlkugel (5 mm, Qi-
agen) aufgenommen und 2x 2 min bei 20 Hz in einem TissueLyser (Qiagen) homogenisiert.
Nach Zentrifugation der Lysate fir 2x 15 min bei 13000 rpm wurde eine Proteinbestimmung

(5.5.3) durchgefiihrt. Die Lysate wurden a 40 pg Protein aligoutiert und bei -80°C gelagert.

50mM  Tris
150 mM NaCl
1% Triton X-100

Tabelle 5-1: Lysepuffer fiir Protein Isolation in Leber und Muskel

Dem Lysepuffer wurden direkt vor Benutzung Phosphatase- und Proteaseinhibitoren (cOm-
plete Tablette, Roche) zugesetzt.
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5.4 Zellkultur

5.4.1 Verwendete Zelllinien

Die fir die vorliegende Arbeit verwendeten C2C12 Zellen (Maus Myoblasten, CRL-1772™)
wurden von ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) bezogen.
Die Zellen wurden auf Zellkulturplatten von TPP kultiviert.

5.4.2 C2C12 Kultivierung

Die C2C12 Zellen wurden in einem Zellinkubator mit 5% CO», 95% Luftfeuchte und einer
Temperatur von 37°C kultiviert. Die Anzucht der Zellen erfolgte in DMEM Wachstumsme-
dium (4.5 g Glukose / 1), dem 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin und
2 mM Glutamin zugesetzt waren. Fir die Fusion der Zellen und die Differenzierung der Myo-
blasten zu Myotuben wurden die C2C12 Zellen in DMEM (4.5 g Glukose/l) mit 2 % FCS, 100
U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin kultiviert. Das Medium wurde regulér alle 2 Tage
gewechselt. Fur die Experimente wurden die Zellen zun&chst zwei Tage in Wachstumsmedium
und anschlielRend sieben Tage in Fusionsmedium Kultiviert.

Das Wachstum der Zellen erfolgte in 15 cm Zellkulturschalen (TPP). Fur die Experimente wur-
den 2.5x10° Zellen pro Well in 6-Well-Zellkulturschalen ausgesat.

Fur eine Langzeitlagerung wurden die Zellen in 1 ml DMSO (10 %) in FCS resuspendiert, in
Kryorohrchen Gberfiihrt und entweder bei -140°C oder in Flussigstickstoff gelagert.

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

5.4.3 Zellsplittung

Nach Erreichen der Konfluenz (ca. 80 %) wurden die Zellen gesplittet und auf neue 15 cm
Zellkulturschalen oder 6-Well-Platten ausgeséat. Dafuir wurden die Zellen einmalig mit PBS ge-
waschen und anschlieBend fiir ca. 10 min mit Trypsin/EDTA bei 37°C inkubiert. Die Trypsin
Aktivitat wurde geblockt, indem Wachstumsmedium zugesetzt wurde. Die Zellsuspension
wurde anschliel}end bei 900 rpm fiir 4 min bei RT zentrifugiert und das Medium abgenommen.
Daraufhin wurde das Zellpellet in frischem Wachstumsmedium resuspendiert und die Zellzahl

mit Hilfe des Scepter Zellz&hlers von Millipore ermittelt.
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5.4.4 Transfektion der Zellen mit siRNA

Fur die siRNA Transfektion wurden 2.5x10° C2C12 Zellen pro Well in einer 6-Well Zellkul-
turplatte ausgesét. Die Zellen wurden zundchst wie oben beschrieben in Wachstumsmedium
kultiviert. Anschliellend erfolgte die Differenzierung der Zellen mit Fusionsmedium. Das Fu-
sionsmedium wurde alle zwei Tage gewechselt. Am 5. Tag der Differenzierung erfolgte die
siRNA Transfektion fur insgesamt 40 Stunden. Daflir wurde zundchst das Fusionsmedium ge-

wechselt und anschlieBend pro Well 190 ul des folgenden Mixes hinzugegeben:

182 ul DMEM (ohne FCS, Penicillin und Streptomycin)
S5ul ERK1 siRNA (MAPK3)

S5ul ERK2 siRNA (MAPK1)

8ul INTERFERIn® (Polyplus)

Tabelle 5-2: Komponenten der siRNA Transfektion.

Nach 40 Stunden wurde die Transfektion abgebrochen, indem das Medium aspiriert und
neues Fusionsmedium (siehe oben) zugegeben wurde. Sofort im Anschluss erfolgte die 4-stilin-

dige EP-Stimulation.

5.4.5 Applikation der Inhibitoren

Fir die Experimente wurden 2.5x10° C2C12 Zellen pro Well in 6-Well Zellkulturplatten mit
Wachstumsmedium ausgesat. Nach zwei Tagen erfolgte ein Medienwechsel gegen Fusionsme-
dium (siehe oben). Das Medium wurde alle 2 Tage gewechselt. Nach sieben Tagen Zelldiffe-
renzierung erfolgte letztmalig ein Medienwechsel. Gleichzeitig wurden pro Well die gegebenen

Inhibitoren in den folgenden Konzentrationen zugegeben:

Name Konzentration Stockkonzentration gelést Zugabe pro Well
[uM] in... [ul]

JNK Inhibitor 10 10 mM in DMSO 2

VI

PD184352 1 10 mM in DMSO 0.2

PD98059 50 50 mM in DMSO 2

U0126 10 10 mM in DMSO 2

Tabelle 5-3: Verwendete Inhibitoren und eingesetzte Konzentrationen.
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Die Vorinkubation der Inhibitoren erfolgte fir 30 min bei 37°C. AnschlieRend erfolgte ohne
nochmaliges Wechseln des Mediums die 4-stiindige EP-Stimulation.

5.4.6 EP-Stimulation der differenzierten C2C12 Zellen
Die EP-Stimulation der C2C12 Zellen erfolgte mit dem C-PACE EP Culture Pacer von lonOp-

tix (Dublin, Irland). Hierbei handelt es sich um einen mehrkanaligen Stimulator, mit dessen
Hilfe man Muskelzellen chronisch elektrisch stimulieren kann (lonOptix). Somit ist es moglich
Muskelkontraktionen, wie sie z.B. bei Ausdauersport vorkommen, in einem Zellkultursystem
zu simulieren. Die Zellen werden hierbei Uber Kohlenstoffelektroden (ebenfalls von lonOptix),
die an den C-PACE EP Culture Pacer angeschlossen werden, zu den eingestellten Konditionen
permanent elektrisch stimuliert.

In den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurden die C2C12 Zellen bei einer Spannung
von 14 V und einer Frequenz von 5 HZ fur 2 ms flr die Gesamtdauer von 4 h chronisch sti-

muliert.

lonOptix

Abbildung 5.5: Modell der EP-Stimulation und U0126 Inhibition in C2C12 Zellen. C2C12 Myotuben wurden
mittels Elektroden, die an einen C-PACE EP Culture Pacer (lonOptix, Dublin, Irland) angeschlossen werden,
elektrisch stimuliert. Mit Hilfe dieses Systems ist es mdglich, eine Muskelkontraktion in einem Zellsystem zu
simulieren. Die Stimulation der C2C12 Zellen erfolgte fur 4 h mit 14 V, 5 Hz und 2 ms.
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5.5 Proteinbiochemische Methoden

5.5.1 Zelllyse

Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und es wurden 200 pl Lysepuffer mit Phospha-
tase Inhibitoren pro Well einer 6-Well Zellkulturplatte zugegeben. Anschliefend wurden die
Zellen mit dem Lysepuffer bei 4°C auf einem Tischschittler 30 min inkubiert. Danach wurden
die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers abgeschabt und in ein 1.5 ml Reaktionsgefal tberfuhrt.
Es folgte eine einmalige Zentrifugation fiir 5 min bei 13000 rpm. Der Uberstand wurde abge-
nommen und in ein neues 1.5 ml Reaktionsgefal uberfuhrt Anschlielend wurden jeweils 40 pg
der Lysate aliquotiert und bei -80°C gelagert. Fir die Lyse der Zellen wurden folgende Kom-

ponenten verwendet:

52



Methoden

50mM  HEPES

150 MM NaCl
1.5mM MgCl,
1mM EGTA

10 % Glycerin

1% Triton X-100

100 MM NaF

10mM  NasP207
Tabelle 5-4: Lysepuffer

Der Lysepuffer wurde vor Verwendung mit den Phosphatase Inhibitoren versetzt. Die Phos-
phatase Inhibitoren wurden als 10-fache Stockldsungen bei -20°C gelagert und bei Bedarf 1:10
im Lysepuffer gel0st.

10 mM NaF
5mM  Natriumpyrophosphat
10 mM Natriumorthovanadat

10 mM B-Glycerophosphat

Tabelle 5-5: Phophatase Inhibitoren

Die Phosphatase Inhibitoren wurden in Aqua Bidest gel6st, bei -20°C gelagert und kurz vor der

Benutzung aufgetaut.

5.5.2 Nukleus / Zytosol Fraktionierung

Fur die Trennung von zytosolischer und nukledrer Fraktion wurde jeweils ein EDL-Muskel
bzw. ein Kleines Stiick Lebergewebe (a ca. 30 mg) eingesetzt. Die Trennung von Zytosol- und
Nukleus Proteinen erfolgte mit dem NE-PER Nuclear Protein Extraction Kit (Thermo Scienti-
fic) und die Fraktionierung gemal? den Anleitungen des Herstellers. Zusétzlich wurde den im
Kit enthaltenen Puffern CERI und NER Protease-Inhibitoren (1x cOmplete (EDTA-free, Roche
Diagnostics) zugesetzt. Das gefrorene Gewebe wurde zunéchst in CERI Lysepuffer in einem
2.0 ml Reaktionsgefall mit einer Stahlkugel (5 mm, Qiagen) in einem TissueLyser (Qiagen) fur
2x 2 min bei einer Frequenz von 20 Hz homogenisiert. Die Apparaturbldcke des TissueLyser
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wurden zuvor fir ca. 30 min bei -20°C vorgekhlt. Fir die Zytosol Fraktionierung wurden 200
pl CERI + 11 pl CERII Puffer eingesetzt. Nach Zugabe dieser Puffer, deren Zusammensetzung
nicht bekannt war, wurde die Zellmembran zerstért und die zytosolischen Proteine freigesetzt.
Nach Zentrifugation fir 10 min bei 13000 rpm wurde die nukleére Fraktion pelletiert und die
zytosolische Fraktion als Uberstand in ein neues 1.5 ml Reaktionstube tiberfiihrt. Die bis dahin
intakten Zellkerne wurden durch Zugabe des Puffers NER lysiert. Nach einer Inkubationszeit
von 45 min und mehrmaligem Vortexen wurde Uber einen weiteren Zentrifugationsschritt die
nukledre Fraktion im Uberstand gewonnen und in ein neues 1.5 ml ReaktionsgefaR tberfiihrt.
Anschlieend folgte die Proteinbestimmung (5.5.3). Die zytosolischen Lysate wurden & 100
Hg, die nukledren Lysate & 40 pug aliquotiert und bei -80°C gelagert.

5.5.3 Proteinbestimmung und Aufbereitung der Proben fiir SDS-Page

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Bradford Methode. Diese Methode basiert auf dem
Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250, der einen Komplex mit den Proteinen in einer sauren
Losung bildet. Nach der Komplexbildung kann die Absorptionsanderung im Bereich von 470
nm bis 595 nm mit einem Spektrophotometer (Biorad, Miinchen) verfolgt werden. Die relativen
Proteinkonzentrationen werden dann mit einer Rinderserumalbumin (BSA) Standardkurve be-
stimmt. Die Proben und BSA Standards wurden in HPLC-grade H.O verdunnt.

Standard BSA [ug/ul]
0
0.05
0.1
0.2
0.3
0.4
7 0.5
Tabelle 5-6: BSA Standard Konzentrationen

o o1 AW N

Die Messung der Proben und BSA Standards erfolgte als 3-fach Bestimmung. Dazu wurden die
Zell- und Skelettmuskellysate 1:20 und die Leberlysate 1:200 in HPLC-grade H>O verdlnnt
und je 3x10 ul in 96-Well-Mikrotiterplatten pipettiert. Nach Zugabe von je 200 pl der 1:5 in
VE-Wasser verdunnten Bradford Reagenz zu jeder Probe konnte die Absorptionsédnderung bei
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595 nm mit einem Spektrophotometer (Biorad, Miinchen) verfolgt werden. Nach der Protein-
bestimmung wurden die gegebenen Proteinmengen fir die SDS-PAGE mit 5x Lammli Puffer
gemixt, flr 5 min bei 95°C denaturiert und anschliefend auf ein SDS Gel geladen. Die exakt
verwendeten Proteinmengen sind den Legenden der jeweiligen Abbildungen im Ergebnisteil

ZuU entnehmen.

1M Tris-HCL, pH 6.8
50% Glycerin

10% SDS

55% 2-Mercaptoethanol
1%  Bromphenolblau

Tabelle 5-7: 5x Lammli Puffer

5.5.4 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfat Polyacralamid Gel Elektrophorese)

Durch Zugabe von Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) werden Proteine negativ geladen und kénnen
so in einem elektrischen Feld nach ihrer GroRe aufgetrennt werden. Daflr bendétigt man zu-
nachst ein Polyacrylamidgel. Durch Variation der Dichte des Polyacrylymidgels kann man die
Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine durch das Gel beeinflussen. Proteine mit einem ho-
hen Molekulargewicht wandern langsamer durch das Gel als Proteine mit einem niederen Mo-
lekulargewicht.

Zunachst wurden zwei vertikale Glasplatten, die durch zwei Spacer (1 mm Dicke) getrennt
waren, durch ein Silikonband abgedichtet. AnschlieBend wurden die Komponenten fiir das
Trenngel gemixt und zwischen die Glasplatten bis ca. 5 cm unterhalb des Glasplattenrandes
gegossen. Dann wurde bis zum Rand mit VE-Wasser aufgefllt, um ein Austrocknen des Gels
zu verhindern. AnschlieBend konnte das Gel bei RT polymerisieren. Danach wurde das Wasser
verworfen, die Komponenten flr ein Sammelgel wurden gemixt und damit bis zum Rand der
Glasplatten aufgefillt. In das noch fliissige Gel wurde ein Probenkamm eingesetzt, der spéater
zum Auftragen der Proben diente. Nach der Polymerisierung des Sammelgels wurde der Pro-
benkamm entfernt und die Probentaschen wurden mit VE-Wasser ausgespult. Anschlielend
wurde das Silikonband entfernt und die Glasplatten mit den polymerisierten Gelen in einer
Elektrophoresekammer fir SDS-PAGE (bsb11 Biotech Service Blue) fixiert. Nach dem Auf-

tragen der Proben sowie einem Molekulargewichtsmarker wurden die Gele tUber Nacht bei 50
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V laufen gelassen. Am né&chsten Morgen wurde die Spannung bis zum Ende der Auftrennung
auf 200 V erhoht.

25mM  Tris
300 mM  Glycin
0.1% SDS

Tabelle 5-8: Elektrophorese Puffer

Trenngelpuffer (pH 8.8) Sammelgelpuffer (pH 6.8) Ingredienzen
15M 05M Tris
2% 2% SDS

Tabelle 5-9: Zusammensetzung Trenngel- und Sammelgelpuffer

Trenngel (7.5 %) Sammelgel (5%) Ingredienzen

20 ml 7.05 H.0

10 ml 2.55 Trenngelpuffer

10 ml 1.35 Acrylamid 30% (Rotiphorese Gel 30)
66 pl 15 TEMED

270 pl 112.5 10 % APS

Tabelle 5-10: Pipettierschema fur Trenngel und Sammelgel

5.5.5 Western Blot

Die Auftrennung der Proteine durch die SDS-PAGE wird bei einem Western Blot ausgenutzt,
um das gewunschte Protein mittels eines spezifischen Antikdrpers sichtbar und damit auswert-
bar zu machen. Dafur wird die noch negative Ladung der Proteine durch die SDS-PAGE ge-
nutzt, sie im Anschluss daran auf eine Nitrocellulose Membran zu Ubertragen. Der Transfer
erfolgte halbtrocken in einer dafiir vorgesehenen Western Blot-Kammer. Das Trenngel wurde
daflr zwischen 2 Filterpapiere auf eine 14 cm x 16 cm groRe Nitrocellulose Membran gelegt.
Alle Komponenten wurden vorher in Elektrophorese Puffer getrankt (Tabelle 5-8). Anschlie-
Rend wurden die Luftblasen ausgerollt und die Proteine 2 h bei 180 mA transferiert.
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480 mM  Tris
390 mM Glycin
0.4% SDS

Tabelle 5-11: 10x Western Blot-Puffer

Der Blot-Puffer wurde als 10-facher Puffer hergestellt und vor der Verwendung in Wasser und

20 % Methanol zu einer 1-fach Lésung verdunnt.

5.5.6 Ponceaurot Firbung

Im Anschluss an den Transfer wurden die Proteine auf der Nitrocellulose Membran zur Kon-
trolle mit Ponceaurot angefarbt. Diese Methode ermdglichte auch ein Schneiden der Membran,
um mehrere Proteine unterschiedlichen Molekulargewichts gleichzeitig mit verschiedenen An-

tikdrpern detektieren zu kénnen.

5.5.7 Blockieren

Im Anschluss an die Ponceaurot Farbung wurden die unspezifischen Bindungsstellen auf der
Membran durch 3-maliges Inkubieren fir jeweils 15 min in NET-G Puffer bei RT blockiert.

10x NET-G 1x NET-G Ingredienzen
500 mM 50 mM Tris

50 mM 5mM EDTA
15M 150 mM NaCl

25% 0.25 % Gelatine
05% 0.05 % Triton X-100

Tabelle 5-12: NET-G Blockpuffer (pH 7.4)

5.5.8 Immundetektion

Die Membranen wurden nach der Blockierung Gber Nacht bei 4°C mit den entsprechenden
Antikorpern, die in NET-G gel6st waren, inkubiert. Am ndchsten Tag erfolgte wiederum ein
3-maliger Waschschritt in NET-G fur jeweils 15 min. Danach wurde die Membran mit dem

gegebenen HRP-konjugierten sekundéren Antikorper, der ebenfalls in NET-G verdiinnt wurde,
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fir 45 min inkubiert. Im Anschluss folgte wieder ein dreimaliger Waschschritt fur jeweils 15
min in NET-G. Fur die darauffolgende Visualisierung der Proteine wurde die Chemilumines-
zenz Methode (ECL) angewandt. Dabei katalysiert die Meerrettichpreroxidase (HRP) die Oxi-
dation von Luminol in ein Reagenz, das bei dessen Zerfall Licht absondert. Fir die Detektion
der Proteine wurde direkt vor der Anwendung LAosung A und Lésung B in gleichen Teilen ge-
mischt und die Membran flr ca. 1 min in dieser Losung inkubiert. Danach wurden in einer
Dunkelkammer ECL Hyperfilme auf die Membran gelegt und anschlieRend in einer Entwick-

lermaschine (Agfa Curix 60) entwickelt.

0.1M Tris-HCl-ultrapure, pH 9.35
0.44 mM p-lodphenol
0.43mM Luminol

Tabelle 5-13: Ldsung A fir ECL

0.1M Tris-HCl-ultrapure, pH 9.35
0.0075% H20:2
Tabelle 5-14: Lésung B fur ECL

5.5.9 Strippen

Nach der Detektion der spezifischen phospho-Antikdrper Signale mussten die dazugehoérigen
Proteine als Kontrolle der gleichméaBigen Beladung detektiert werden. Hierflir wurde die
Membran fur eine kurze Zeit in NET-G gewaschen, um Reste der ECL L6sung zu entfernen.
Anschliefend wurden die phospho-spezifischen Antikorper durch eine 30-mindtige Inkubation
der Membran in Stripping Puffer in einem Wasserbad bei 56 °C entfernt. Die Membran wurde
dann 3x je 15 min in NET-G geblockt und tber Nacht bei 4°C in den entsprechenden Protein-

Antikorperlésungen inkubiert.

66 mM Tris
0.5%  2-Mercaptoethanol
2% SDS

Tabelle 5-15: Stripping Puffer (pH 6.8)
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5.6 Molekularbiologische Methoden

5.6.1 Isolation der Gesamt-RNA

5.6.1.1 RNA Isolation aus Zellen und Lebergewebe

Die RNA aus C2C12 Zellen und aus Lebergewebe wurde mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen
isoliert. Hierbei wird die RNA uber eine Silikamatrixsdaule gebunden und nach mehreren Rei-
nigungs- und Waschschritten in RNase-free H20 eluiert. Dem im Kit enthaltenen RLT Lyse-
puffer wurde 2-Mercaptoethanol (10 pl / ml RLT) vor Gebrauch zugesetzt. Die C2C12 Zellen
wurden direkt nach dem Ende der entsprechenden Stimulation mit RLT Lysepuffer lysiert. Im
Falle der Leber wurden ca. 20-30 mg schwere Leberstiickchen zunéchst in RLT Lysepuffer in
einem 2.0 ml Reaktionsgefal? mit einer Stahlkugel (5 mm, Qiagen) 2x flr je 2 min bei einer
Frequenz von 20 Hz in einem TissueLyser (Qiagen) homogenisiert. Die anschlieRende Isolation
der RNA erfolgte bei Zellen und Lebergewebe nach dem Protokoll des Herstellers. Zusatzlich
wurde ein DNase-Verdau mit dem RNase-free DNase Kit (Qiagen) nach Anleitung des Her-
stellers durchgefuhrt. Die RNA aus Lebergewebe wurde in 50 pl und die aus Zellen in 30 pl
RNase-free H20 eluiert.

5.6.1.2 RNA Isolation aus Muskelgewebe

Die RNA Isolation aus Skelettmuskelgewebe erfolgte mit dem RNeasy Fibrous Tissue Mini
Kit von Qiagen. Fur die RNA Isolation der Soleus Muskel wurden jeweils beide Solei einge-
setzt, wahrend fir die Isolation von EDL, Tibialis und Plantaris jeweils nur ein Muskel einge-
setzt wurde. Dem im Kit enthaltenen RLT Lysepuffer wurde 2-Mercaptoethanol (10 pl / ml
RLT) vor Gebrauch zugesetzt. Zunéchst erfolgte nach Anleitung des Hersteller ein Proteinase-
K Verdau fur 10 min auf einem Heizblock bei 55°C. Anschliefend wurde der Zelldebris durch
einen Zentrifugationsschritt pelletiert und der Uberstand fiir die weitere RNA Isolation verwen-
det. Die anschlieBende Isolation der RNA erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Zusétz-
lich wurde ein DNase-Verdau mit dem RNase-free DNase Kit (Qiagen) nach Anleitung des
Herstellers durchgefiihrt. Die RNA wurde in 30 ul RNase-free H2O eluiert.

5.6.1.3 RNA Isolation aus Fettgewebe
Die Isolation der Fett RNA erfolgte mit PeqGOLD TriFast (Peqglab) und anschliel3end mit dem
RNeasy Mini Kit von Qiagen nach dem Protokoll ,,RNA purification for lipid tissue®. Das

weilRe Fettgewebe wurde zundchst gewogen und wenn nétig mit einem Skalpell zerkleinert, da
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nicht mehr als 100 mg Gewebe bei der Isolation der Fett RNA eingesetzt werden sollten. An-
schlielend wurde 1 ml PeqGOLD TriFast zugegeben und das Fettgewebe flir 2x 2 min bei einer
Frequenz von 20 Hz im TissueLyser (Qiagen) homogenisiert. Der Uberstand wurde anschlie-
Rend in ein neues 2.0 ml Reaktionsgefal Gberfiihrt und 5 min bei RT inkubiert. Danach folgte
eine Zugabe von 200 pl Chloroform. Die Proben wurden 15 s geschittelt und anschlieR3end
wieder 3 min bei RT inkubiert. Die folgende 15-minitige Zentrifugation bei
13000 rpm und 4°C trennte das Homogenisat in 3 Phasen, wobei die RNA sich in der oberen
wassrigen Phase befand. Durch vorsichtiges Abnehmen dieser oberen Phase und Uberfiihrung
in ein neues 2 ml Reaktionstube konnte eine weitere Aufreinigung und Isolation der RNA er-
reicht werden. Dafur wurde die RNA mit einem 1V 70 % Ethanol gefallt und das Lysat in die
RNeasy Silikamatrixréhrchen (Qiagen) Uberfiihrt. Die weitere Isolation erfolgte nach den An-
leitungen des Herstellers. Zusatzlich wurde ein DNase-Verdau (RNase-free DNase Set, Qiagen)
durchgefihrt. Die RNA wurde in 50 pl RNase-free HO eluiert.

5.6.2 Konzentrationsbestimmung der RNA

Die RNA Konzentration wurde mit einem NanoDrop™ (Spektralphotometer) bei 260 nm ge-
messen. Hierflr wurde 1 ul unverdinnte RNA direkt auf die Messoberflache pipettiert. Der
Reinheitsgrad der RNA wird dabei tber das Absorptionsverhaltnis von 260 nm zu 280 nm er-

mittelt, wobei der erwiinschte Quotient fiir RNA bei etwa 2.0 liegen sollte.

5.6.3 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Um die RNA fir die weitere Genexpressionsanalyse nutzen zu kénnen, wurde sie in komple-
mentédre DNA (cDNA) umgeschrieben. Dies wurde mittels einer reversen Transkriptase und
einer PCR Reaktion realisiert.

Die RT-PCR erfolgte mit dem Transcriptor First strand cDNA synthesis Kit mit Hilfe von Ran-
dom Hexamer Primern (Roche Diagnostics). Hierbei wurde zunéchst 1 pg der totalen RNA
entsprechend mit PCR-grade H>O auf insgesamt 11 pl verdinnt und fur 10 min bei 65°C in
einem Thermocycler denaturiert. Anschlieend wurden die Proben sofort auf Eis gestellt und 9
pl des Reaktionsmixes zugegeben (Gesamtvolumen 20 ul). Danach wurde die RNA ebenfalls
in einem Thermocycler in cONA umgeschrieben. Nach Beendigung der reversen Transkription
wurde die cDNA zu je 2 pl aligoutiert, die dann weiter fur die qRT-PCR Analyse verwendet

wurden.
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Menge [ul] Ingredienzen

2 Random Hexamer

2 dNTPs

4 5x Reaktionspuffer
0.5 Reverse Transkriptase
0.5 RNase-Inhibitor

Tabelle 5-16: 1x Reaktionsmix fir RT-PCR

Dauer [min] Temperatur [°C]
10 25
30 55

Tabelle 5-17: RT-PCR Bedingungen

5.6.4 Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

Die quantitative real-time PCR (qRT-PCR) ermdglicht eine Vervielfaltigung der cDNA und
eine gleichzeitige quantitive Bestimmung der mRNA Expressionslevel entsprechender Gene.
Die gRT-PCR erfolgte hierbei nach der SYBR-Green Methode. Bei dieser Methode interkaliert
der Fluoreszenzfarbstoff mit der cDNA. Eine Fluoreszenzzunahme Kkorreliert also mit einer
Vervielfaltigung der DNA und kann so fur die Messung des Gehalts an doppelstrangiger DNA
nach jedem Zyklus herangezogen werden.

Fur die in dieser Arbeit vorliegenden Messungen der mRNA-Expressionslevel wurde aus-
schlieflich der QuantiFast Sybr® Green PCR Kit in Kombination mit den QuantiTect Primer
Assays der Firma Qiagen verwendet. Die entsprechenden Primer sind Abschnitt 4.7.3 zu ent-

nehmen. Die Messungen erfolgten in einem LightCycler® 480 (Roche Life Science).

Menge [ul] Ingredienzen

2 cDNA

10 QuantiFast Reagenz

2 Quantitect Primer Mix
6 PCR-grade H>O

Tabelle 5-18: 1x Reaktionsmix fr QuantiTect PCR
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PCR Ablauf Temperatur [°C] | Zeit

Initiale Denaturierung 95 5 min

Amplifikation | Denaturierung 95 10s

(40 Zyklen) Kombinierte Hybridisierung / Elongation | 60 30s

Schmelzkurve | Denaturierung 95 5s
Schmelzstart 60 10s
Graduelle Erhéhung der Temperatur auf: | 98

Tabelle 5-19: QuantiTect gRT-PCR Programm
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6 Ergebnisse

6.1 Der Einfluss des Energiestatus auf eine 60-miniitige Ausdauerbelastung
Waéhrend Ausdauersports wird nicht nur der Metabolismus des Skelettmuskels, sondern auch
der der Leber in einem hohen MaR beeinflusst (117). Die Leber ist der wichtigste Glukoselie-
ferant im gesamten Metabolismus und muss auch in Zeiten erhéhten Energieverbrauchs wie
zum Beispiel wahrend einer Nahrungsrestriktion oder eines Ausdauersports dem Organismus
ausreichend Glukose zur Verfugung stellen. Die Leber ist dabei in der Lage, einerseits Glukose
uber die Glykogenspeicher freizusetzen, andererseits aber auch Glukose aus Vorlaufern wie
Aminosduren, Glycerol und Laktat zu synthetisieren. Es stellt sich die Frage, inwieweit die
Menge der Energiereserven, insbesondere der Glykogenspeicher, eine Rolle bei der metaboli-
schen Antwort der Leber auf Belastungssituationen spielt. Um diese Frage beantworten zu kon-
nen, ist es moglich, die Leber einer Belastungssituation wie einem 60-minutigen Ausdauerlauf
auszusetzen, nachdem entweder vorher der Glykogenspeicher nahezu verbraucht wurde, wie es
beispielsweise durch mehrstiindige Nahrungsrestriktion erreicht wird, oder nachdem unmittel-
bar vor dem Ausdauerlauf eine Wiederauffullung dieser Speicher durch Nahrungsaufnahme
nach langerer Nahrungsrestriktion erfolgt.

Um dies zu realisieren, wurden 12 Wochen alte C57BI/6 Mause ber Nacht gefastet. Ein Teil
der Tiere bekam am n&chsten Morgen fir 6 Stunden wieder Futter (Ref), wahrend der andere
Teil ohne Nahrung verblieb (Fast). Anschlie3end absolvierte jeweils eine Subgruppe einen 60-
minutigen Ausdauerlauf auf einem Laufband (Fast/Run bzw. Ref/Run), wéhrend eine zweite
Subgruppe im Kafig verblieb (Fast/Sed bzw. Ref/Sed).

6.1.1 Der Einfluss von Ausdauersport und Nahrungsrestriktion auf den
Metabolismus

Um zunéchst einen Einfluss von Nahrungsrestriktion und Ausdauersport auf den Metabolismus
zu untersuchen, wurden mehrere Parameter in Plasma und Leber gemessen.

Die 21-stiindige Nahrungsrestriktion (Fast/Sed) bewirkte eine signifikante Erniedrigung der
Plasmakonzentrationen von Glukose, Insulin sowie tendenziell der Triglyzeride (TG) (Abbil-
dung 6.1 [a], [b] und [c]), einen signifikant hdheren Plasmaspiegel der freien Fettsauren (FFA)
(Abbildung 6.1 [d]) sowie hohere TG-Konzentrationen in der Leber (Abbildung 6.1 [e]) im
Vergleich zu den Mausen nach Wiederfutterung (Ref/Sed). Der 60-minutige Ausdauerlauf be-
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wirkte keine Veranderung der Plasmaglukosespiegel sowohl in den Mé&usen nach Nahrungs-
restriktion als auch nach Wiederfutterung (Fast/Run und Ref/Run). Der Insulinspiegel nahm
nach dem 60-mindtigen Ausdauerlauf nur in wiedergefiitterten Méusen (Ref/Run) signifikant
ab (Abbildung 6.1[b]).

Der Ausdauerlauf fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der freien Fettsauren (FFA) in den
wiedergefutterten Mausen (Ref/Run), wobei die Konzentration aber deutlich unter den Werten
in den gefasteten Tieren (Fast/Run) blieben (235 + 45 umol/l vs. 687 + 48 umol/l, p<0.001).
Dagegen zeigten die TG in der Leber der gefasteten Mause nach dem Ausdauerlauf eine Ten-
denz zu noch héheren Werten (Abbildung 6.1 [e]).

Die Glykogenreserven in der Leber waren nach 21-stindiger Nahrungsrestriktion vollstandig
aufgebraucht und stiegen nach Wiederfitterung um das 200-fache auf einen durchschnittlichen
Wert von 30+3 mg/g Gewebe an und sanken wieder signifikant nach einem 60-minttigen Aus-
dauerlauf auf Werte von 1743 mg/g ab (Abbildung 6.2 [a]). Im Gastrocnemius Muskel stieg
der Glykogenspiegel nach Wiederfutterung nur auf das 4-fache an und betrug im Vergleich zur
Leber nur 1.2+0.4 mg/g Gewebe (Abbildung 6.2 [a] und [b]).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine mehrstiindige Nahrungsrestriktion bereits einen
so grolRen Effekt auf die Regulation des Glukosestoffwechsels in der Leber hat, dass dieser

durch eine zusatzliche Belastungssituation nicht noch weiter ausgelenkt wird.

a b C
p=0.03
p<0.001
p=10.09
250 p<0.001 80 —_—
S 70
= 200
= _, 60
g 2 150 Ei gy 9
£ g2 ZE w0
& E 10 Z22 59 w
é ~E 20
50 B
= 10
0 - o
Fast/Sed Fast/Run Ref/Sed Ref/Run Fast/Sed Fast/Run Ref/Sed Ref/Run Fast/Sed Fast/Run Ref/Sed Ref/Run
d e
p=0.03
p<0.001 p<0.001
p< 0.001 p=0.07
800 - 350 —
700 — 300
f:, 600 ,§, 250
E- T 5% 200
£ 4w p=0.001 28 10
£ w0 —_— )
200 E 100
100 50
0 0
Fast/Sed FastRun Ref/Sed Ref/Run Fast/Sed FastRun Ref/Sed Ref/Run

64



Ergebnisse

Abbildung 6.1: Metabolische Parameter in Plasma und Leber nach Ausdauersport in gefasteten bzw. wie-
dergefutterten Méausen. Gezeigt sind die metabolischen Parameter von gefasteten (Fast) bzw. wiedergeftterten
(Ref) Mausen, ohne (Sed) bzw. mit (Run) anschlieRendem 60-minttigen Ausdauerlauf. [a] Plasma Glukose, [b]
Plasma Insulin, [c] Plasma TG, [d] Plasma Freie Fettsduren und [e] Leber TG (mg TG / g Gesamtprotein im

Gewebe). Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von n=6 Mdusen.
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Abbildung 6.2: Nahrungsrestriktion verursacht eine vollstandige Depletion der Glykogenspeicher in der
Leber. Gezeigt sind die Glykogen-Spiegel [a] in der Leber und [b] im Gastrocnemius Muskel von gefasteten (Fast)
bzw. wiedergefitterten (Ref) Mausen, ohne (Sed) bzw. mit (Run) anschlieBendem 60-miniitigen Ausdauerlauf. .

Glykogen-Werte sind als mg Glykogen/g eingesetztes Gewebe gezeigt (Mittelwert + SEM, n = 6 Mause).

6.1.2 Keine additive Wirkung von Nahrungsrestriktion und 60-minitiger Ausdauer-
belastung auf die Expression von Igfbp-1, Ppargcla und G6pc in Leber und

Muskel

Fur einen Vergleich von Nahrungsrestriktion und Wiederfitterung verbunden mit einem 60-
minutigen Ausdauerlauf und deren Einfluss auf die Leber wurde die Proteinmenge von
IGFBP-1 sowie die Expressionen verschiedener regulatorischer Gene des Glukosestoffwech-
sels der Leber analysiert.

Nach der 21-stiindigen Nahrungsrestriktion war die IGFBP-1 Proteinmenge in der Leber signi-
fikant erhoht (Abbildung 6.3 [a] und [b]), wobei ein 60-min(tiger Ausdauerlauf hierauf keinen
weiteren Effekt hatte. Auch die Genexpression von G6pc und Ppargcla in der Leber war in
gefasteten Méusen im Vergleich zu den wiedergefutterten Méusen (Ref/Sed) um das 10 bis 14-
fache, die Genexpression von Igfbpl um das 900-fache erhdht (Abbildung 6.3 [c]-[e]). Ein 60-
minutiger Ausdauerlauf resultierte hierbei nur in den wiedergefiitterten Méusen (Ref/Run) in

einer signifikanten Steigerung der Genexpressionen von Igfbpl und G6pc. Die Genexpression
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von Pdk4 stieg nach Nahrungsrestriktion an und fiel nach dem 60-minttigen Ausdauerlauf nur
in gefasteten Mé&usen wieder signifikant ab (Abbildung 6.3 [f]).
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Abbildung 6.3: Igfbpl, G6pc, Ppargcla und Pdk4 sind in der Leber nach Nahrungsrestriktion signifikant
erhoht. Fiir die Westernblot Analyse wurden je 200 ug Protein aufgetragen. Dargestellt ist jeweils die IGFBP-1
Expression von 4 verschiedenen Mausen pro Gruppe. Gezeigt ist [a] die IGFBP-1 Proteinexpression in Leberge-
webe und [b] die densitometrische Auswertung der Proteinbanden bezogen auf -Aktin von gefasteten (Fast) bzw.
wiedergefutterten (Ref) Mausen, ohne (Sed) bzw. mit (Run) anschlieBendem 60-minutigen Ausdauerlauf (Mittel-
werte + SEM; n=8 Mause). Die mRNA-Expressionslevel von [c] Igfopl, [d] G6pc, [e] Ppargcla und [f] Pdk4 in
der Leber wurden durch gRT-PCR ermittelt. Die mMRNA-Mengen wurden uber den Bezug auf den jeweiligen
internen Standard bestimmt und anschlieBend in willkirliche Einheiten umgerechnet (A.U.). Gezeigt sind die Mit-

telwerte £ SEM von n=6 Mausen.
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6.1.3 ERK1/2ist nach Ausdauersportin der Leber unabhingig vom Energiestatus ak-
tiviert
Bereits seit einigen Jahren ist bekannt, dass die ERK1/2 MAPK wéhrend sportlicher Belastung
im Muskel aktiviert wird, wobei diese Aktivierung abhéngig von der Dauer und der Intensitét
der Belastung ist (162). Um zu kldren, ob es auch in der Leber zu einer Aktivierung der ERK1/2
MAPK nach einer 60-mintigen Ausdauerbelastung kommt und ob diese durch den Energie-
status beeinflusst wird, wurde in Lebergewebe der gefasteten bzw. wiedergefutterten Méuse
mittels phospho-spezifischer Antikdrper die Phosphorylierung von ERK1/2 nach dem 60-min-
tigen Ausdauerlauf untersucht. In den folgenden Ergebnissen ist beispielhaft immer die p44
MAPK (ERK1) gezeigt. Nach einem 60-minutigen Ausdauerlauf konnte sowohl nach Nah-
rungsrestriktion als auch nach Wiederfutterung eine verstarkte Phosphorylierung der ERK1/2
MAPK in der Leber detektiert werden (Abbildung 6.4), wobei sich kein signifikanter Einfluss

durch den Energiestatus ergab.
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Abbildung 6.4: ERK1 ist in der Leber nach einem 60-minltigen Ausdauerlauf aktiviert. Gezeigt ist [a] der
Western Blot der phospho-p44 MAPK (Thr 202/Tyr204) (p-ERK1) und der dazugehérige p44 MAPK (ERK1)
Reblot (aus Lebergewebe von 2 verschiedenen Mausen pro Gruppe (es wurden je 200 g Protein aufgetragen)).
In [b] ist die densitometrische Auswertung der Banden von p-ERK1 bezogen auf ERK1 Protein gezeigt (Mittel-

werte = SEM; n=8 Méuse).

67



Ergebnisse

6.1.4 Der Einfluss der Energiereserven fiir die IEG Expression in der Leber nach Aus-

dauersport
Nicht nur im Skelettmuskel, sondern auch in der Leber flihrt eine 60-minitige Ausdauerbelas-
tung zu einer Induktion der IEG Expression, die wiederum mit niedrigen Plasmaglukosewerten
nach dem Ausdauerlauf assoziiert ist (116, 117). Aus diesem Grund stellt sich die Frage, inwie-
fern eine extreme Veranderung der hepatischen Energiereserven - auf der einen Seite eine voll-
stdndige Entleerung der Glykogenspeicher und auf der anderen Seite deren Wiederauffillung
— einen Einfluss auf die IEG Expression in der Leber hat. Zur Untersuchung dieser Fragestel-
lung wurden mittels gRT-PCR die mRNA-Expressionslevel verschiedener bekannter IEGs in
gefasteten und wiedergefutterten M&usen gemessen.
Nach 21 Stunden Nahrungsrestriktion (Fast/Sed) war die Expression von Fos, Jun, Gadd45g,
Trp53 und Fosb in der Leber 2 bis 17-fach hoher im Vergleich zu Méusen die nach 15 Stunden
Nahrungsrestriktion fur 6 Stunden wieder Nahrung bekamen (Ref/Sed) (Abbildung 6.5 [a]-[€]).
Ein 60-minutiger Ausdauerlauf hatte in den gefasteten Mausen (Fast/Run) keinen weiteren Ein-
fluss auf diese Genexpressionen. Der mMRNA-Expressionslevel von Trp53 stieg nach dem 60-
minutigen Ausdauerlauf in der Leber der wiedergefutterten Méuse (Ref/Run) zwar signifikant
an, betrug aber danach immer noch nur ein Drittel des Trp53 mRNA-Expressionslevels in den
gefasteten Mé&usen (Fast/Run) (Abbildung 6.5 [d]). Auch die Expressionslevel von Gadd45g
waren nach der 21-stiindigen Nahrungsrestriktion und dem 60-mindtigen Ausdauerlauf im Ver-
gleich zu den wiedergefiitterten Méausen signifikant hoher exprimiert (Fast/Run vs. Ref/Run:
p=0.009; Abbildung 6.5 [c]).
Im Soleus Muskel fiihrte die 21-stlindige Nahrungsrestriktion (Fast/Sed) per se im Gegensatz
zur Leber zu keiner signifikanten Erhéhung der mRNA-Expressionslevel von Fos und Jun (Ab-
bildung 6.5 [f]). Nach einem 60-minitigen Ausdauerlauf konnte hierbei in beiden Gruppen
(Fast/Run und Ref/Run) ein signifikanter Anstieg der Fos Expression festgestellt werden, wo-
bei der Anstieg in den wiedergefitterten Mdusen (Ref/Run) doppelt so hoch wie in den gefas-
teten Mausen (Fast/Run) war (Abbildung 6.5 [f]). Die Genexpression von Jun tendierte nach
dem Ausdauerlauf in beiden Gruppen (Fast/Run und Ref/Run) zu einem Anstieg, welcher aber
nicht signifikant war (Abbildung 6.5 [g]).
Diese Ergebnisse zeigen zwar einerseits einen Einfluss der hepatischen Energiereserven auf die
IEG Expression in der Leber, andererseits aber einen deutlichen Unterschied in der Regulation

der IEG Expression in Leber und Muskel.
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Abbildung 6.5: IEG Expression in Leber
und Muskel nach Ausdauersport in ge-
fasteten und wiedergefltterten Mausen.
Die mRNA Expression in der Leber von [a]
Fos, [b] Jun, [c], Gadd45¢g [d] Trp53 und
[e] Fosb sowie die mRNA Expression im
Muskel von [f] Fos und [g] Jun wurde
durch qRT-PCR ermittelt. Die mRNA-
Mengen wurden (ber den Bezug auf den
jeweiligen internen Standard bestimmt und
anschlieBend in willkirliche Einheiten um-
gerechnet (A.U.). Gezeigt sind die Mittel-

werte + SEM von n=6 Mausen.
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6.2 Der Einfluss der MAPK Signalwege auf die IEG Expression in Leber und Muskel

Nicht nur in der Leber sondern auch im Skelettmuskel fiihrt ein 60-minttiger Ausdauerlauf zu
einer Aktivierung der p44/p42 MAPK (ERK1/2) (162) und zu einer erhdhten IEG Expression.
Ein kausaler Zusammenhang zwischen der ERK1/2 Aktivierung und der IEG Expression unter
korperlicher Belastung ist fur beide Gewebe bisher nicht geklart. Um zu untersuchen ob eine
Aktivierung von ERK1/2 in Leber und Skelettmuskel fur die IEG Expression und die Expres-
sion von Cyto- und Chemokinen verantwortlich ist und inwieweit eine Hemmung dieser Akti-
vierung Auswirkungen auf den Metabolismus hat, wurde der MAPK Inhibitor U0126 in einem
in vivo Experiment angewendet. U0126 ist ein selektiver und nicht-kompetitiver Inhibitor der
dualspezifischen MAP-Kinase Kinase 1/2 (MEK1/2) (267). MEK1/2 aktiviert ERK1 und
ERK2 durch eine Phosphorylierung an den zwei Aminosaureresten Thr202/Tyr204 und
Thrl183/Tyr185 (268). Diese Aktivierung verursacht eine Translokation der ERK MAPK in den
Nukleus, was zu einer nachfolgenden Regulation verschiedener nuklearer Transkriptionsfakto-
ren fuhrt (269). Wird die enzymatische Aktivitat der MEK1/2 durch den Inhibitor U0126 ge-
hemmt, ist diese nachfolgend nicht in der Lage die ERK1/2 MAPK zu phosphorylieren. Somit
verhindert der Inhibitor indirekt eine Translokation von ERK1/2 in den Nukleus und hemmt
die regulatorische Aktivitat der ERK1/2 MAPK.

Fur das Experiment wurde der Inhibitor U0126 (gel6dst in 1.5% DMSO und 0.9% NaCl) mann-
lichen C57BI/6 Mausen in einer Konzentration von 5 pg/g Korpergewicht (62 umol/g) intrape-
ritoneal appliziert. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden absolvierte eine Subgruppe dieser
Méause einen 60-minutigen Ausdauerlauf auf einem Laufband (U0126/Run). Eine weitere Sub-
gruppe verblieb wahrend dieser Zeit im Kafig (U0126/Sed). Gleichzeitig wurde C57BI/6 Mau-
sen eine Kontrolllésung (1.5 % DMSO in 0.9% NaCl) appliziert. Auch von dieser Kontroll-
gruppe hat nach einer zweistiindigen Inkubationszeit eine Subgruppe einen 60-minutigen Aus-
dauerlauf absolviert (Con/Run), wéhrend der andere Teil im Ké&fig verblieb (Con/Sed). Unmit-
telbar nach dem Ausdauerlauf wurden die Mé&use durch Dekapitation getotet.

Um die durch den Ausdauersport-induzierte Genexpression auch nach einer dreistiindigen Er-
holungsphase zu analysieren, wurde ein zweites Experiment durchgefuhrt, welches sich von
dem oben beschriebenen dadurch unterschied, dass sich nach dem 60-miniitigen Ausdauerlauf
noch einmal eine dreistiindige Erholungsphase fiir die Mause anschloss. In diesem Experiment
mussten alle Mause, denen U0126 appliziert wurde, einen Ausdauerlauf absolvieren
(U0126/Run 3h), waéhrend innerhalb der Kontrollgruppe nur ein Teil laufen musste
(Con/Run 3h) und der andere Teil im Kafig verblieb (Con/Sed 3h). Die Kontrolltiere bekamen
wieder die Kontrolllosung injiziert (1.5 % DMSO in 0.9% NacCl).
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6.2.1 Die Aktivierung der MAPK Signalwege nach einer 60-miniitigen Ausdauerbe-
lastung und der Inhibition mit U0126 in Leber und Muskel

Um zundchst die Effektivitat der Inhibition von U0126 auf ERK1/2 in vivo zu untersuchen,
wurde die Phosphorylierung von ERK1/2 mittels spezifischer phospho-Antikdrper durch eine
Western Blot-Analyse untersucht (in den folgenden Ergebnissen wird bei allen Western Blot-
Analysen fir die p44/p42 MAPK (ERK1/2) beispielhaft immer die p44 MAPK (ERK1) ge-
zeigt). Darlberhinaus wurde auch die Phosphorylierung der MAPK JNK und p38 MAPK un-
tersucht. Nach einem 60-min(tigen Ausdauerlauf war die ERK1/2 Phosphorylierung in der Le-
ber der Kontrollmause (Con/Run) signifikant erhoht, wahrend diese Zunahme in den Mdusen,
denen U0126 appliziert wurde (U0126/Run), gehemmt war (Abbildung 6.6 [a] und [f]). Auch
die Phosphorylierung der SAPK/JNK Kinase war nach dem 60-minitigen Ausdauerlauf in
Kontrollmdusen verstarkt (Con/Sed vs. Con/Run; p=0.07). Entgegen den Erwartungen war je-
doch auch diese verstarkte Phosphorylierung in den Méusen, denen U0126 appliziert wurde
(U0126/Sed und U0126/Run), signifikant erniedrigt (Abbildung 6.6 [b] und [g]). Die Analyse
der p38 MAPK ergab nach dem Ausdauerlauf in den Kontrollméusen (Con/Run) eine signifi-
kante Abnahme der Phosphorylierung (p=0.0004) (Abbildung 6.6 [c] und [h]). Auch mit der
Western Blot-Analyse konnte im EDL Muskel nach dem 60-minutigen Ausdauerlauf in den
Kontrollmdusen (Con/Run) tendenziell eine Zunahme der ERK1/2 Phosphorylierung (p=0.09)
sowie eine signifikante Abnahme nach U0126 Applikation (U0126/Run) nachgewiesen werden
(Abbildung 6.6 [d] und [i]). Die Phosphorylierung der JINK Kinase war im EDL Muskel der
Kontrollmduse nach dem Laufen verstarkt (Con/Run), jedoch hier wie schon in der Leber beo-
bachtet signifikant niedriger bei Mausen, denen U0126 appliziert worden war (U0126/Run)
(Abbildung 6.6 [e] und [j]).

Diese Ergebnisse verdeutlichen zum einen auch in der Leber eine ERK1/2 Aktivierung nach
einem 60-mindtigen Ausdauerlauf. Zum anderen zeigen sie, dass U0126 in vivo nicht nur die
ERK1/2-, sondern auch die JNK Phosphorylierung in Leber und Skelettmuskel hemmt, wah-
rend die Phosphorylierung der p38 MAPK zumindest in der Leber nicht von einer U0126 Ap-

plikation beeinflusst ist.
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Abbildung 6.6: U0126 inhibiert ERK1 und JNK in Leber und Skelettmuskel. Gezeigt sind die Western Blot-
Analysen der MAPK ERK1/2, JNK und p38 MAPK sowie die dazugehdrigen densitometrischen Auswertungen
der Banden in Leber und EDL Muskel in Kontrolimausen (Con) oder U0126-applizierten Mausen ohne (Sed) oder
mit (Run) anschlieBendem 60-minttigen Ausdauerlauf. Es wurden jeweils 40 ug EDL Muskel Protein bzw. Leber
Nukleus Extrakt aufgetragen. Die Abbildungen zeigen die Western Blots von [a] phospho-p44 MAPK
(Thr202/Tyr204) (p-ERK1) und den dazugehdérigen p44 MAPK (ERK1) Reblot aus Lebergewebe (von 3 verschie-
denen Mausen pro Gruppe), [b] phospho-SAPK/INK (Thr183/Tyr185) (p-JNK) und den dazugehdrigen
SAPK/INK Reblot aus Lebergewebe (von 3 verschiedenen Mé&usen pro Gruppe), [c] phospho-p38 MAPK
(Thrl80/Tyr182) und den dazugehdrigen p38 MAPK Reblot aus Lebergewebe (von 4 verschiedenen Méusen pro
Gruppe) , [d] phospho-p44 MAPK (Thr202) (p-ERK1) und den dazugehérigen p44 MAPK Reblot aus EDL Mus-
kelgewebe (von 3 verschiedenen Mausen pro Gruppe) und [e] phospho-SAPK/INK (Thr183/Tyr185) und den
dazugehorigen SAPK/INK Reblot aus EDL-Muskelgewebe (n=4). Densitometrische Auswertungen der Banden
von [f] phospho-ERK1 bezogen auf ERK1 Protein in der Leber, [g] phospho-SAPK/JNK bezogen auf SAPK/JNK
Protein in der Leber, [h] phospho-p38 MAPK bezogen auf p38 MAPK Protein in der Leber, [i] phospho-p44
MAPK bezogen auf p44 MAPK Protein im EDL Muskel und [j] phospho-SAPK/INK bezogen auf SAPK/INK im
EDL Muskel. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte £ SEM von n=7-9 Mausen.

6.2.2 Vergleich der IEG Genexpression nach U0126 Applikation in Leber und Skelett-

muskel nach Ausdauersport

Nachdem die Wirkung des Inhibitors mittels Western Blot-Analyse in Leber und EDL Muskel
analysiert worden war, stellte sich die Frage, ob die Applikation des Inhibitors eine Verande-
rung in der IEG Expression in Leber und Muskel zur Folge hat. Nach einem 60-minitigen
Ausdauerlauf war die Fos Expression in der Leber von Kontrollmé&usen (Con/Run) 4-fach er-
héht. Diese Erhéhung war durch die U0126 Applikation (U0126/Run) nicht unterdriickt (Ab-
bildung 6.7 [a]). Auch die Genexpression von Jun war nach dem Ausdauerlauf in der Leber der
Kontrollmduse (Con/Run) signifikant erhdht und wies eine tendenzielle Erniedrigung in den
U0126-applizierten Mausen (U0126/Run) auf (Abbildung 6.7 [b]).

Im Soleus Muskel hingegen stieg die Genexpression von Fos in den Kontrollmausen (Con/Run)
nach dem 60-mindtigen Ausdauerlauf auf den 12-fachen mRNA Expressionslevel an, wéhrend
sie bei U0126 Applikation (U0126/Run) nur auf den 4-fachen mRNA Expressionslevel anstieg
und somit signifikant niedriger war (Abbildung 6.7 [c]). Die Genexpression von Jun stieg im
Soleus Muskel der Kontrolim&use nach einem 60-minutigen Ausdauerlauf (Con/Run) auf zwei-
fache mRNA-Expressionslevel an und war ebenfalls bei U0126 Applikation (U0126/Run) sig-
nifikant weniger exprimiert (Abbildung 6.7 [d]).
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Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Anwendung von U0126 zwar im Skelettmuskel, nicht

aber in der Leber eine signifikant niedrigere IEG Expression zur Folge hat.
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Abbildung 6.7: Vergleich der IEG Expression nach U0126 Applikation in Leber und Skelettmuskel nach
Ausdauersport. Gezeigt sind verschiedene IEG-Expressionen in Kontrollmausen (Con) oder U0126-applizierten
Maéusen ohne (Sed) oder mit (Run) anschlieendem 60-minitigen Ausdauerlauf Die mMRNA Expressionen von [a]
Fos in der Leber, [b] Jun in der Leber [c] Fos im Soleus Muskel und [d] Jun im Soleus Muskel wurden durch
gRT-PCR ermittelt. Die mRNA-Mengen wurden Uber den Bezug auf den jeweiligen internen Standard bestimmt

und anschlieBend in willkurliche Einheiten umgerechnet (A.U.). Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von n=7-9

Méausen (n.s.= nicht signifikant).

6.2.3 Eine Hemmung von ERK1/2 hat in der Leber keine weiteren Auswirkungen auf

die Genexpression von Ppargcla, Pdk4 und G6pc
Um einen moglichen Einfluss von U0126 auf den Glukosestoffwechsel zu untersuchen, wurde
in der Leber die Genexpression von Ppargcla (PGC-1«), Pdk4 und G6pc analysiert.
Nach einem 60-mindtigen Ausdauerlauf waren wie erwartet diese Gene in der Leber der Kon-
trollméduse (Con/Run) signifikant hoher exprimiert als bei Mdusen, die nicht gelaufen waren
(Con/Sed), jedoch unterschied sich diese Zunahme nicht signifikant von Mausen, denen U0126
appliziert wurde (U0126/Run) (Abbildung 6.8 [a]-[c]).
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Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine Hemmung der ERK1/2 wie auch der INK MAPK
fiir die Genexpression von Ppargcla, Pdk4 und G6pc aber auch fur die IEG Expression in der

Leber nach Ausdauersport eine geringere Bedeutung hat.
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6.2.4 Die Applikation von U0126 verursacht keine signifikanten Unterschiede in der

metabolischen Antwort auf Ausdauersport

Um die Wirkung der U0126 Anwendung auf die metabolischen VVeranderungen nach einem 60-
mindtigen Ausdauerlauf auf den Metabolismus zu untersuchen, wurden verschiedene Parame-
ter im Plasma, in der Leber und im Gastrocnemius Muskel gemessen.

Nach dem 60-minutigen Ausdauerlauf war der Plasmaglukosespiegel sowohl in den Kontroll-
mausen (Con/Run) als auch bei Mé&usen, denen U0126 appliziert wurde (U0126/Run) signifi-
kant erniedrigt (162 + 22 (Con/Sed) vs. 114 + 9 (Con/Run) bzw. 159 + 10 (U0126/Sed) vs. 129
+ 6 (U0126/Run)). Nach U0126 Applikation (U0126/Sed) tendierten diese Mause im Vergleich
zu den Kontrollen (Con/Sed) zu einem hoheren Plasma TG Spiegel (54 + 4 mg/dl vs. 66 £ 5
mg/dl). Weiterhin wurde in der Leber der Kontrollmduse (Con/Run) eine signifikante Glyko-

gen-Abnahme (2.1 £ 0.8 mg /g (Con/Sed) vs. 0.1 £ 0.01 mg/g (Con/Run)) registriert. Insgesamt
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unterschieden sich jedoch die Glykogenspiegel in beiden Gruppen (Con/Run und U0126/Run)
nach dem Lauf nicht signifikant voneinander.

Daruber hinaus weisen diese Ergebnisse keine akuten Veranderungen im Metabolismus infolge
der U0126 Applikation auf (Tabelle 6-1).
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Con/Sed | U0126/Sed Con/Sed Con/Run
VS. VS. VS. VS.
Con/Sed | Con/Run | U0126/sed | U0126/run| Con/Run | U0126/Run | U0126/Sed | U0126/Run

Glukose [mg/dl] 162+22| 114+9 | 159+10 | 1296 p=0.001 p=0.03 n.s. n.s.
Insulin [ng/ml] 0.9+0.6/0.2+0.03| 0.3+0.06 | 0.2 +0.04 n.s. n.s. n.s. n.s.
Plasma FFA [umol/l] 517 +64|708 +130| 736 + 178 | 693 + 124 n.s. n.s. p=0.08 n.s.
Plasma TG [mg/dl] 54+4 | 86+19 66 +5 64 + 6 n.s. n.s. n.s. n.s.
Leber Glykogen [mg/g] [2.1+0.8|0.1+0.01| 2+0.8 1+0.8 p=0.02 n.s. n.s. n.s.
Muskel Glykogen [mg/g] |0.9+0.3] 09+03 | 06+0.2 | 0.7+£0.2 n.s. n.s. n.s. n.s.
Leber TG [mg/g] 41+11 | 51+14 307 46 +9 n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 6-1: Die Applikation von U0126 verursacht keine signifikanten Unterschiede in der metabolischen Antwort auf Ausdauersport. Gezeigt sind verschiedene
metabolische Parameter in Plasma, Leber und Gastrocnemius Muskel von Kontrollméusen (Con) oder U0126 applizierten Mausen (U0126) ohne (Sed) oder mit (Run) an-
schlieendem 60-minutigen Ausdauerlauf. Der Glykogengehalt in Leber und Muskel ist jeweils in mg Glykogen/g Gewebe angegeben. Die Triglyzeride (TG) in der Leber
sind in mg Triglyzeride/ g Gesamtprotein im Gewebe angegeben. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von n=7-9 Mausen sowie die signifikanten Unterschiede der einzelnen

Gruppen im Vergleich (n.s.= nicht signifikant).
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6.2.5 Die Phosphorylierung von ELK-1 ist nach U0126 Applikation nur im

Muskel erniedrigt
ELK-1 gehort zur Familie der ETS Transkriptionsfaktoren (164). Die transkriptionelle Aktivitat
von ELK-1 ist abh&ngig von dessen Phosphorylierung, die wiederum von den MAPK reguliert
wird. Eine Phosphorylierung von ELK-1 wird nicht nur durch die Aktivierung von ERK1/2
(225, 230), sondern auch durch die Aktivierung von JNK induziert (227). Eine
ELK-1 Aktivierung fuhrt wiederum zu einer Induktion der Fos Genexpression (227). Inwieweit
nun eine Inhibition der MAPK mit U0126 auch eine Hemmung der Phosphorylierung von ELK-
1 verursacht, wurde mittels phospho-spezifischer Antikérper durch Western Blot-Analyse tiber-
pruft. Die 60-mindtige Ausdauerbelastung verursachte weder in der Leber noch im EDL Mus-
kel der Kontrollm&use eine Zunahme der Phosphorylierung von ELK-1 (Abbildung 6.9 [a]-
[d]). Die Phosphorylierung von ELK-1 in der Leber war nicht von der U0126 Applikation be-
einflusst. Hingegen war im EDL Muskel die Phosphorylierung nach der U0126 Applikation
deutlich geringer (Con/Sed vs. U0126/Sed: p=0.01) (Abbildung 6.9 [b] und [d]). Aus diesen
Ergebnissen ergibt sich kein Hinweis darauf, dass die Aktivierung von ELK-1 an der induzier-

ten Fos Expression in Leber und Muskel nach dem 60-minutigen Ausdauerlauf beteiligt ist.
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Abbildung 6.9: Die Phosphorylierung von ELK-1 ist infolge einer Hemmung von ERK1/2 nur im Muskel
erniedrigt. Die Abbildungen zeigen Western Blot-Analysen von Kontrollméusen (Con) oder U0126 applizierten
Mausen (U0126), ohne (Sed) oder mit (Run) anschliefendem 60-mindtigen Ausdauerlauf. Gezeigt sind die Wes-
tern Blots von [a] phospho-ELK-1 (Ser383) und ELK-1 Reblot in der Leber und [b] phospho-ELK-1 (Ser383) und
ELK-1 Reblot im EDL Muskel (4 verschiedene Mause pro Gruppe). In [c] und [d] sind die jeweiligen densitomet-
rischen Auswertungen der Banden (phospho-ELK-1 bezogen auf ELK-1 Protein) zu sehen (Mittelwerte £ SEM,

n=7 Mause) (n.s.= nicht signifikant)

6.3 Die IEG Genexpression infolge einer Deaktivierung von ERK1/2 nach

Ausdauersport mit dreistiindiger Erholungsphase in Leber und Muskel

Ppargcla und auch andere Gene werden im Skelettmuskel nach Ausdauersport erst nach einer
dreistiindigen Erholungsphase vermehrt exprimiert (130, 270, 271). Aus diesem Grund wurde
ein weiteres Experiment durchgefihrt, welches sich von dem vorhergehenden allein darin un-
terschied, dass sich an den 60-minutigen Ausdauerlauf eine dreistiindige Erholungsphase an-
schloss.

AnschlieBend wurden die Genexpressionslevel von Ppargcla (PGC-1a), Cxcll, Gadd45b,
Junb und Nr4a3 im Soleus Muskel gemessen. Alle Gene waren nach dem 60-mindtigen Aus-
dauerlauf und der anschliel}enden dreistundigen Erholungsphase in den Kontrollmausen signi-
fikant erhoht. Der Anstieg der Ppargcla und Cxcll Expressionslevel war in U0126 applizierten
Mausen nach dem Ausdauerlauf deutlich reduziert (Abbildung 6.10 [a] und [b]). Auch die Ex-
pression von Cxcl1 wies in den Kontrollmausen nach dem Ausdauerlauf (Con/Run) einen zwei-
fach hoheren mRNA-Spiegel als in U0126 applizierten Méausen (U0126/Run) auf (2.0+0.5 A.U.
vs. 1.0+0.2 A.U.) (Abbildung 6.10 [b]). Die mRNA-Expressionslevel von Gadd45b, Junb und
Nr4a3, die ebenfalls nach dem Ausdauerlauf in den Kontrollméausen erhéht (Con/Run) waren,
wurden durch die Applikation von U0126 nicht signifikant erniedrigt (U0126/Run) (Abbildung
6.10 [c], [d] und [e]). Diese Ergebnisse unterstreichen, dass die Anwendung des Inhibitors
U0126 und die dadurch erfolgte Hemmung der MAPK zu einem geringeren Anstieg der Gen-
expression von IEGs und Ppargcla im Skelettmuskel nach einer Ausdauerbelastung fiihrt. Da
der Inhibitor sowohl die Phosphorylierung von ERK1/2 als auch von JNK beeinflusst hat, ist
die Rolle der einzelnen MAPK hierbei nicht gekléart.
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Abbildung 6.10: Ppargcla und Cxcll sind im Muskel infolge einer Deaktivierung von ERK1/2 nach Aus-
dauersport und dreistindiger Erholungsphase signifikant erniedrigt. Gezeigt sind die durch gRT-PCR ermit-
telten mRNA-Expressionslevel von [a] Ppargcla, [b] Cxcll, [c] Gadd45g, [d] Junb und [e] Nr4a3 im Soleus
Muskel von Kontrollméusen bzw. U0126 applizierten Mausen mit (Run) bzw. ohne (Sed) 60-minitigen Ausdau-
erlauf und anschlieBender dreistiindiger Erholungsphase (Run 3h). Die mRNA-Mengen wurden Uber den Bezug
auf den jeweiligen internen Standard bestimmt und anschlieBend in willkirliche Einheiten umgerechnet (A.U.).

Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von n=7-8 Mausen (n.s.= nicht signifikant).

6.3.1 Der Einfluss einer U0126 Applikation nach Ausdauersport und anschlieBender

dreistiindiger Erholungsphase auf den Metabolismus
Um die Auswirkungen des Inhibitors U0126 nach einem 60-min(tigen Ausdauerlauf mit an-
schlieBender dreistlindiger Erholungsphase auf den Metabolismus zu prifen, wurden mehrere
metabolische Parameter wie Glukose, Insulin und freie Fettsduren im Plasma (FFA), Plasma-
und Leber TG sowie der Glykogengehalt in Leber und Gastrocnemius Muskel gemessen.
Der TG Gehalt in der Leber war nach einem 60-minutigen Ausdauerlauf und einer dreistundi-
gen Erholungsphase in den Kontrollmé&usen (Con/Run) signifikant erhoht, wahrend die U0126

Applikation in einem signifikant niedrigeren Anstieg dieser TG resultierte (27+2 mg/g vs. 1943
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mg/g) (Tabelle 6-2). Bis auf die Leber TG verursachte weder der Ausdauerlauf noch die U0126
Applikation Unterschiede bei allen anderen gemessenen Parametern. Daraus kann man schluss-
folgern, dass zumindest im Plasma und im Skelettmuskel eine Hemmung von ERK1/2 durch
U0126 drei Stunden nach einer 60-minitigen Ausdauerbelastung keine entscheidenden meta-

bolischen Veranderungen verursacht.

Con/Sed | Con/Run | U0126/ | Con/Sed 3h | Con/Run 3h
3h 3h Run 3h | vs. VS.
Con/Run 3h | U0126/Run 3h
Glukose mg/dl 15146 164+5 15546 n.s. n.s.
Insulin ng/ml 1.2+0.5 1.1+0.4 1.5+0.5 |[ns. n.s.
Plasma TG mg/dl 5716 5414 47+3 n.s. n.s.
Plasma FFA pmol/l | 301+33 378+115 | 274+29 | n.s. n.s.
Leber Glykogen | 2845 26+2 23+2 n.s. n.s.
Muskel  Glykogen | 2.7+0.2 2.6x0.3 2.6+0.2 | ns. n.s.
Leber TG mg/g 1442 2742 19+3 p<0.001 p=0.04

Tabelle 6-2: Infolge einer Deaktivierung sind in der Leber nach Ausdauersport und dreistiindiger Erho-
lungsphase die Triglyzeride signifikant erhéht. Gezeigt sind verschiedene metabolische Parameter in Plasma,
Leber und Gastrocnemius Muskel von Kontrollmdusen (Con) oder U0126 applizierten M&usen (U0126) ohne
(Sed) oder mit (Run) anschlieBendem 60-minutigen Ausdauerlauf. Der Glykogengehalt in Leber und Muskel ist
jeweils in mg Glykogen/g Gewebe angegeben. Die TG in der Leber sind in mg TG/ g Gesamtprotein im Gewebe
angegeben. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von n=7-8 Mausen sowie die signifikanten Unterschiede der

einzelnen Gruppen im Vergleich (n.s.= nicht signifikant).
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6.4 Die Anwendung des Inhibitors U0126 in einem ,/In vitro Exercise Modell’

Um die Hemmung der Genexpression von Cxcll und Ppargcla im Soleus Muskel nach einer
Inhibition mit U0126 in vivo auch in vitro zu tberprifen und um analysieren zu kdnnen, ob die
Hemmung der ERK1/2 Aktivitat oder die Hemmung der JNK Aktivitat durch U0126 fir die
verminderte Genexpression von Ppargcla und Cxcll im Skelettmuskel verantwortlich ist,
wurde der Inhibitor U0126 in einem ,in vitro Exercise Modell’ angewandt. Fiir die Simulation
der Ausdauerbelastung in einem in vitro Modell wurde das C-PACE EP System von lonOptix
(Dublin, Irland) verwendet. Hierbei werden die Zellen mittels einer elektrischen Spannung und
spezieller Elektroden zur Kontraktion angeregt.

Zunachst wurden ausdifferenzierte C2C12 (Mausmuskel-) Zellen (Myotuben) entweder mit
DMSO (0.1 %) oder mit U0126 (10 uM) fir 30 Minuten vorinkubiert und anschlieRend fur 4
Stunden EP-stimuliert (EPS 4h). AnschlieBend wurde die Phosphorylierung von ERK1/2 und
JNK mittels Western Blot-Analyse untersucht sowie die Genexpression von Ppargcla und
Cxcl1 mittels gRT-PCR gemessen.

6.4.1 Keine Hemmung der Genexpression von PGClo und CXCL1 nach EP-Stimula-

tion durch Inhibition der ERK1/2 Aktivitat
Die Vorinkubation mit U0126 fiihrte zu einer deutlichen Hemmung der Phosphorylierung von
ERKZ1, sowohl nach EP-Stimulation (U0126/EPS 4h) als auch in den Kontrollzellen (Con/EPS
4h) Abbildung 6.11 [a]). Die Phosphorylierung von JNK war dagegen nach der
4-stiindigen EP-Stimulation in den Kontrollzellen (Con/EPS 4h) sowie nach der U0126 Inhibi-
tion (UO126/EPS 4h) deutlich verstarkt (Abbildung 6.11 [b]). Die Expressionsanalyse wies in
den Kontrollzellen eine signifikante Zunahme der Expression von Ppargcla nach einer 4-stiin-
digen EP-Stimulation auf (Con/EPS 4h, p=0.02), wobei diese Expression im Vergleich zu den
U0126 behandelten Zellen (U0126/EPS 4h) signifikant starker ausfiel (Con/EPS 4h vs.
UO0126/EPS 4h: p=0.007) (Abbildung 6.11 [c]). Auch die Cxcl1l Expression war in den Kon-
trollzellen nach 4-stiindiger EP-Stimulation signifikant erhéht (Con/EPS 4h) (p<0.001) und
zeigte eine nochmals verstarkte Zunahme der mRNA-Expressionslevel nach U0126 Applika-
tion (Con/EPS 4h vs. U0126/EPS 4h: p<0.001) (Abbildung 6.11 [d]). Diese Ergebnisse belegen,
dass eine Hemmung der ERK1/2 Aktivitat durch U0126 bei Nichtbeeinflussung von JNK die

Genexpression von Ppargcla und Cxcll im ,in vitro Exercise Modell’ nicht unterdriickt.
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Abbildung 6.11: U0126 inhibiert in vitro nicht die EPS-induzierte Genexpression von Ppargcla und Cxcll.
Differenzierte C2C12 Zellen wurden mit U0126 stimuliert (10 uM, 30 min Prainkubation) und anschlie3end fir 4
Stunden mit EP stimuliert (EPS 4h). Es wurden jeweils 40 ug Protein auf ein SDS Gel aufgetragen. Gezeigt sind
die Western Blots von [a] phospho-p44 MAPK (Thr 202) (p-ERK1) und der dazugehérige p44 MAPK (ERK1)
Reblot (von 3 verschiedenen Proben pro Gruppe) und [b] phospho-SAPK/INK (Thr183/Tyr185) (p-JNK) und der
dazugehorige SAPK/INK Reblot (von 3 verschiedenen Proben pro Gruppe) Die m-RNA Expressionslevel von [c]
Ppargcla und [d] Cxcl1 wurden durch g-RT-PCR ermittelt. Die mRNA-Mengen wurden tiber den Bezug auf den
jeweiligen internen Standard bestimmt und anschlieBend in willkirliche Einheiten umgerechnet (A.U.).Gezeigt

sind die Mittelwerte + SEM von n=6 Proben.

Da die Western Blot-Analyse in vivo im EDL Muskel eine Abnahme der ELK-1 Phosphorylie-
rung zeigte (Abbildung 6.9), wurde diese ebenfalls in C2C12 Zellen nach U0126 Applikation
und 4-stundiger EP-Stimulation untersucht. Der Effekt von U0126 auf die ELK-1 Phosphory-
lierung war hierbei jedoch deutlich geringer ausgepragt als in vivo.

p-ELK-1 | —----—----—-‘

Bl weoeee e @eeew

Con U0126 Con/ uo0126/
EPS 4h EPS 4h

C2C12 Zellen
p-ELK-1/ELK-1
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EPS4h  EPS4h
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Abbildung 6.12: Die Phosphorylierung von ELK-1 ist nach einer 4-stiindigen EP-Stimulation infolge der
U0126 Applikation in C2C12 Zellen tendenziell erniedrigt. Differenzierte C2C12 Zellen wurden mit U0126
stimuliert (10 uM, 30 min Prdinkubation) und anschlieend fur 4 Stunden mit EP stimuliert (EPS 4h). Es wurden
jeweils 40 pg Protein pro SDS Gel aufgetragen. Gezeigt ist [a] der Western Blot von phospho-ELK-1 (Ser383)
sowie der dazugehorige ELK-1 Reblot in differenzierten C2C12 Zellen. (von 3 verschiedenen Proben pro Gruppe)
und [b] die densitometrische Auswertung der Banden von p-ELK-1 bezogen auf ELK-1 Protein in differenzierten
C2C12 Zellen ohne (Con) oder mit U0126 Applikation, bzw. und ohne oder mit jeweiliger 4-stundiger EP-Stimu-
lation (EPS). Gezeigt sind die Mittelwerte von n=6 Proben (n.s. = nicht signifikant).

6.4.2 U0126 und PD98059, jedoch nicht PD184352 aktivieren die AMPK

Das unerwartete Ergebnis, nach dem die EPS-induzierte Zunahme (Con/EPS 4h) der Expres-
sion von Ppargcla und Cxcll nach Applikation von U0126 (U0126/EPS 4h) in den C2C12
Zellen nochmals verstarkt wird (Abbildung 6.11 [c] und [d]), k6nnte auf einer Interaktion dieses
Inhibitors mit der AMPK beruhen. Die Inhibitoren U0126 und PD98059 (ebenfalls ein MEK
Inhibitor) fuhren in vitro zu einer verstarkten Phosphorylierung der AMPK, wéhrend
PD184352, ein weiterer MEK1/2 Inhibitor, die AMPK Aktivitat nicht beeinflussen soll (272).
Die Ppargcla Expression kann unter anderem auch durch eine Aktivierung der AMPK indu-
ziert werden (150). Sollte der Inhibitor U0126 (sowie PD98059) die AMPK per se aktivieren,
kdnnte dies auch durch die Applikation des Inhibitors allein zu einer Induktion der Ppargcla
Expression flhren, was eventuell ihren signifikanten Anstieg in den U0126 applizierten C2C12
Zellen erkl&ren wirde (Abbildung 6.11 [c]). Um dies zu uberprifen wurden zundchst neben der
U0126 Applikation auch C2C12 Zellen entweder mit PD98059 (50 uM) oder mit PD184352
(1 uM) fir 30 min vorinkubiert und anschlieBend fur 4 Stunden EP-stimuliert. AnschlieRend
folgte eine Analyse der AMPK Phosphorylierung mittels Western Blot. Diese ergab eine sicht-
bare Verstarkung der AMPK Phosphorylierung nach U0126 bzw. PD98059, nicht aber nach
Applikation von PD184352 im Vergleich zu den Kontrollen (Con). Eine 4-stiindige EP-Stimu-
lation resultierte in einer verstarkten AMPK Phosphorylierung (Con/EPS 4h), wobei diese auch
hier nach der U0126 und der PD98059, nicht aber nach der PD184352 Applikation nochmals
verstarkt war (Abbildung 6.13 [a]-[c]).
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Con  PDIBAZ OO o2l [b] PD98059 Applikation oder [c] PD184352 Appli-
kation von jeweils 3 unterschiedlichen Proben pro
Gruppe.

6.4.3 Auch PD184352 hemmt nicht die Genexpression von Ppargcla und Cxcll
Aufgrund der nachgewiesenen Beeinflussung der AMPK durch den Inhibitor U0126, die in

vitro zu ihrer verstarkten Phosphorylierung fuhrt, was wiederum eine gesteigerte Ppargcla Ex-
pression zur Folge haben kann, wurde die Hemmung der ERK1/2 Aktivitdt in dem ,in vitro
Exercise Modell’ wiederholt. Anstelle des Inhibitors U0126 wurden die C2C12 Zellen mit
PD184352 (1 uM) fur 30 Minuten vorinkubiert und anschlie3end fir 4 Stunden EP-stimuliert.
Nach einer 4-stiindigen EP-Stimulation war die ERK1/2 Phosphorylierung in den PD184352
applizierten Zellen (PD184352/ EPS 4h) im Vergleich zu den Kontrollzellen (Con/EPS 4h)
sichtbar vermindert (Abbildung 6.14 [a]). Die Phosphorylierung von JNK zeigte eine Zunahme
nach 4-stindiger EP-Stimulation, war aber nicht durch die PD184352 Applikation beeinflusst
(Abbildung 6.14 [b]). Die gRT-PCR Analyse ergab allerdings nach PD184352 Applikation
auch hier keine Reduktion der mMRNA-Expressionslevel von Ppargcla Abbildung 6.14 [c]) und
Cxcl1 nach EP-Stimulation, sondern eine signifikante Zunahme (Abbildung 6.14 [d]).

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass eine Hemmung der Aktivitat von
ERK1/2 durch eine MEKZ1 Inhibition mit U0126 oder mit PD184352 nicht zu einer verminder-

ten Genexpression von Ppargcla und Cxcll fihrt.
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Abbildung 6.14: Keine verminderte Genexpression von Ppargcla und Cxcll nach Inhibition der ERK1/2
Aktivitat mit PD184352. Differenzierte C2C12 Zellen wurden mit PD184352 vorinkubiert (1 uM, 30 min Préin-
kubation) und anschlieBend fur 4 Stunden mit EP stimuliert (EPS 4h). Es wurden jeweils 40 pg Protein auf ein
SDS Gel aufgetragen. Gezeigt sind die Western Blots von [a] phospho-p44 MAPK (Thr202) (p-ERK1) und der
dazugehorige ERK1 Reblot sowie [b] phospho-SAPK/INK (Thr183/Tyr185) und der dazugehdrige SAPK/INK
Reblot. Die mRNA-Expressionslevel von [c] Ppargcla und [d] Cxcll wurden durch g-RT-PCR ermittelt. Die
mRNA-Mengen wurden (ber den Bezug auf den jeweiligen internen Standard bestimmt und anschlieRend in will-
kirliche Einheiten umgerechnet (A.U.). Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von n=6 Proben (n.s. = nicht signifi-
kant).

6.4.4 Eine Herunterregulierung von ERK2 mittels siRNA Transfektion fiihrt ebenfalls

nicht zu einer Hemmung der Cxcl1 Expression
Da eine Hemmung der ERK1/2 MAPK durch die MEK1 Inhibitoren U0126 und PD184352
nicht zu einer verminderten Expression von Ppargcla und Cxcll nach EP-Stimulation fiihrte
und ein Einfluss der ERK1/2 MAPK auf diese Genexpressionen ausgeschlossen werden sollte,
wurde versucht, die ERK1/2 Expression in C2C12 Zellen mittels Transfektion von siRNA
Oligonucleotiden gegen ERK1/2 zu reduzieren. Daftir wurden spezifische siRNAs (MAPK3
(ERK1) und MAPK3 (ERK2) siRNA) verwendet. Eine Kontrollgruppe wurde gleichzeitig mit
einer Luciferase siRNA transfiziert (Con). AnschlieRend wurden die Zellen wie auch schon in
den vorangegangenen Experimenten fir vier Stunden EP-stimuliert (EPS 4h). Die ERK1/2
Protein Western Blot-Analyse nach der siRNA Transfektion zeigte eine nur geringe
Herunterregulierung der ERK1/2 Kinase (Abbildung 6.15 [a]), wobei insbesondere kein Effekt
auf die Expression der ERK1 zu erkennen war. Die Western Blot-Analyse ergab keine
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Beeinflussung der JNK Phosphorylierung durch die ERK1/2 siRNA Transfektion (Abbildung
6.15 [b]). Die Expression von Cxcl1 wurde nicht von diesem partiellen knockdown von ERK1/2
beeinflusst (Abbildung 6.15 [c]). Die siRNA Transfektion ergab daher keine weiteren
Aufschlisse zur Rolle von ERK1/2 bei der EP-stimulierten Genexpression in den C2C12

Zellen.
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Abbildung 6.15: Eine Herunterregulation von ERK1/2 hat keinen Effekt auf die Expression von Cxcll in
C2C12 Zellen. Gezeigt sind Western Blots von [a] ERK1/2 Protein (p44/p42 MAPK) und [b] phospho-
SAPK/IJNK (Thr183/Tyr185) (p-JNK) und dem dazugehérigen SAPK/INK Protein Reblot (JNK) (von je 3 Proben
pro Gruppe; jeweils 40 pg Protein pro SDS Gel wurden aufgetragen) sowie [c] die Cxcll Expression in Luciferase
siRNA transfizierten C2C12 Zellen, (Con) oder ERK1/2 (MAPK3 / MAPK1) siRNA transfizierten C2C12 Zellen
(SIERK) ohne bzw. mit 4-stiindiger EP-Stimulation (EPS 4h). Die Cxcll mRNA-Menge wurde (ber den Bezug
auf den jeweiligen internen Standard bestimmt und anschlieBend in willkirliche Einheiten umgerechnet (A.U.).

Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von n=3 Proben (n.s. = nicht signifikant).

6.4.5 Die Applikation des JNK Inhibitors VIIl hemmt die EPS-induzierte Expression

von Cxcll in C2C12 Zellen
Da die Hemmung der ERK1/2 MAPK in vitro weder durch die Inhibition mit U0126 noch mit
PD184352 eine Beeinflussung der Genexpression von Ppargcla und Cxcll zeigte, stellte sich
die Frage, ob die gleichzeitige Inhibition der JNK Kinase durch U0126 in vivo (Abbildung 6.6)
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fur die Hemmung von Ppargcla, Cxcll und der IEGs nach Ausdauersport im Muskel verant-
wortlich ist (Abbildung 6.7 und Abbildung 6.10). Fir die Aufkl&rung dieser Fragestellung wur-
den differenzierte C2C12 Zellen entweder mit 0.1% DMSO (Con) oder mit dem JNK Inhibitor
VIII (10 uM) fir 30 min vorinkubiert und anschlieRend fur 4 Stunden EP-stimuliert (EPS 4h).
Der JNK Inhibitor VIII bindet kovalent an einen konservierten Cysteinrest in einem ATP-Bin-
demotiv. Infolgedessen hemmt der Inhibitor die biochemische Aktivitat von JNK und verhin-
dert somit eine Phosphorylierung von JNK Substraten wie c-Jun (Jun) (172).

Diese Ergebnisse belegen, dass nicht die Hemmung der ERK1/2 Kinase Aktivitat, sondern die
unerwartete Hemmung der JNK Aktivitat durch U0126 in vivo fur die verminderte Genexpres-
sion von Cxcl1 und eventuell auch von Ppargcla und der IEGs im Skelettmuskel verantwort-

lich sein kdnnte.
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Abbildung 6.16: Eine Hemmung der JNK Aktivitét fuhrt zu einer erniedrigten EP-stimulierten Cxcl1 Ex-
pression in C2C12 Zellen. Gezeigt sind die Western Blots von [a] phospho-SAPK/INK (p-JNK) (Thr183/Tyr185)
und dem dazugehorigen SAPK/INK (IJNK) Protein Reblot und [b] phospho-c-Jun (p-Jun) (Ser73) und dem dazu-
gehdrigen c-Jun Protein (Jun) Reblot ( von je 2 Proben pro Gruppe; jeweils 40 pg Protein pro SDS Gel wurden
aufgetragen) sowie [c] die Cxcll mRNA Expressionslevel in differenzierten C2C12 Kontrollzellen (Con) oder
JNK Inhibitor VIII applizierten Zellen ohne oder mit 4-stiindiger EP-Stimulation (EPS 4h). Die Cxcl1 mRNA-
Menge wurde Uber den Bezug auf den jeweiligen internen Standard bestimmt und anschlielend in willkirliche

Einheiten umgerechnet (A.U.). Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von n=5-6 Proben.
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6.4.6 Welcher Signalweg ist in der Leber verantwortlich fiir die IEG Expression?
Nachdem JNK im Skelettmuskel als wichtige MAPK fur die Expression von Cxcl1, Ppargcla
und der IEGs identifiziert wurde, stellte sich die Frage nach dem hierflr verantwortlichen Sig-
nalweg in der Leber. Wie anfangs beschrieben kann auch in der Leber eine Hemmung sowohl
der ERK1/2 als auch der JNK Aktivitat durch den Inhibitor nachgewiesen werden (Abbildung
6.6 [a] und [b]). Jedoch war in der Leber nach dem 60-min(tigen Ausdauerlauf die Expression
von Fos, Ppargcla, Pdk4 und G6pc bei Inhibition mit U0126 nicht erniedrigt (Abbildung 6.7
[b]) und Abbildung 6.8 [a]-[c]) Allein die Jun Expression war nach dem 60-miniitigen Ausdau-
erlauf in den U0126-applizierten M&usen tendenziell erniedrigt (Con/Run vs. U0126/Run:
p=0.08) (Abbildung 6.7 [b]). Da nach diesen Ergebnissen anzunehmen ist, dass weder ERK1/2
noch JNK fir die Expression von Ppargcla, Pdk4, G6pc und der IEGs in der Leber verantwort-
lich sind, wurde als ein weiterer Kandidat untersucht, ob hierbei eventuell der PKA Signalweg
eine bedeutendere Rolle spielt. Um dieser Mdglichkeit nachzugehen, wurde zunéchst die Phos-
phorylierung von CREB mittels einer Western Blot-Analyse untersucht, da eine PKA Aktivie-
rung im weiteren Verlauf auch zu einer Aktivierung bzw. Phosphorylierung von CREB fuhrt
(273).

Nach dem 60-minutigen Ausdauerlauf war die Phosphorylierung von CREB in der Leber sig-
nifikant erniedrigt (Con/Sed vs. Con/Run: p<0.001). Die Applikation des Inhibitors U0126
hatte darauf keinen Einfluss. Im EDL Muskel war die Phosphorylierung von CREB nach dem
60-mindtigen Ausdauerlauf dagegen unverandert (Con/Sed vs. Con/Run). Auch hier hatte die
U0126 Applikation nach dem 60-min(tigen Ausdauerlauf keine Auswirkungen auf die CREB
Phosphorylierung (U0126/Run).

Diese Ergebnisse ergeben keinerlei Hinweise auf eine Ausdauersport-induzierte PKA-Aktivie-

rung in der Leber.
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Abbildung 6.17: Die CREB-1 Phosphorylierung wird weder in der Leber noch im Skelettmuskel durch eine
U0126 Applikation beeinflusst. Gezeigt sind die Western Blots von [a] phospho-CREB-1 (Ser133) und dem
dazugehorigen CREB-1 Protein Reblot in der Leber, [b] phospho-CREB-1 (Ser133) und dem dazugehdrigen
CREB-1 Protein Reblot im EDL Muskel von Kontrollméusen (Con) bzw. U0126-applizierten Mausen (U0126)
ohne (Sed) bzw. mit (Run) anschlieRendem 60-minutigen Ausdauerlauf (von je 4 M&usen pro Gruppe). Es wurden
jeweils 40 pg Leber Nukleus Extrakt pro SDS Gel aufgetragen. In [d], [e] und [f] sind die jeweiligen densitomet-
rischen Auswertungen der Banden (phospho-CREB-1 bezogen auf CREB-1 Protein gezeigt (Mittelwerte + SEM,

n=7 Mduse) (n.s.= nicht signifikant).

90



Ergebnisse

6.5 ERK1/2 und JNK sind nicht in allen Muskeltypen nach Ausdauersport phospho-
ryliert

Wie oben gezeigt werden konnte, ist die Expression von Fos und Jun im Soleus Muskel nach
einem 60-minutigen Ausdauerlauf signifikant erhdht (Abbildung 6.7 [c] und [d]). Die Phospho-
rylierung von ERK1/2 und JNK ist nach dem Ausdauerlauf im EDL Muskel ebenfalls tenden-
ziell erhoht (Abbildung 6.6 [d] und [e]). Aufgrund der Genexpressionsanalyse von Fos und Jun
ist zu vermuten, dass ERK1/2 und JNK auch im Soleus Muskel nach dem 60-minutigen Aus-
dauerlauf starker phosphoryliert sind. Dies konnte nicht abschlielend geklart werden, da die
beiden pro Maus zur Verfuigung stehenden Soleus Muskeln fiir die Isolation der RNA und die
anschlieBende gRT-PCR Analyse verwendet wurden.

Es wurde zusatzlich untersucht, ob auch im Tibialis Muskel (Tibialis Anterior), einem Muskel
mit Uberwiegend glykolytischen Muskelfasern wie dem EDL (16), nach dem 60-minutigen
Ausdauerlauf eine verstarkte Phosphorylierung von ERK1/2 und JNK detektiert werden kann.
Fur die Beantwortung dieser Frage wurde die Phosphorylierung von ERK1/2 und JNK mittels
Western Blot-Analyse untersucht. Entgegen den Erwartungen war weder die Phosphorylierung
von ERK1/2 noch die von JNK nach dem 60-minttigen Ausdauerlauf im Tibialis Muskel er-
hoht (Abbildung 6.18 [a]-[d]).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine 60-minitige Ausdauerbelastung nicht in allen
Muskeln zu einer MAPK Aktivierung flhrt. Es kann angenommen werden, dass dies mit einer
divergenten Genexpression in den verschiedenen Muskeln korreliert. Somit ist davon auszuge-
hen, dass durch eine ungleiche Beanspruchung wéhrend einer 60-minutigen Ausdauerbelastung
unterschiedliche Signalwege in den verschiedenen Skelettmuskeln aktiviert werden, was zu un-
terschiedlichen metabolischen Konsequenzen innerhalb der verschiedenen Muskeln fiihren

kann.
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Abbildung 6.18: Ein 60-minltiger Ausdauerlauf bewirkt im Tibialis Muskel keine verstérkte Phosphory-
lierung von ERK1/2 und JNK. Gezeigt sind die Western Blots von [a] phospho-p44 MAPK (Thr202/Tyr204))
(p-ERK1) und dem dazugehérigen p44 Protein Reblot (von 4 Méusen pro Gruppe) sowie [b] phospho-SAPK/INK
(p-IJNK) und dem dazugehérigen SAPK/JNK Protein Reblot (von 3 Mausen pro Gruppe) im Tibialis Muskel von
Kontrollmdusen (Con) ohne (Sed) oder mit (Run) 60-mintigen Ausdauerlauf. Es wurden jeweils 40 ug Tibialis
Muskel Nukleus Extrakt pro SDS Gel aufgetragen. In [c] und [d] sind die jeweiligen densitometrischen Auswer-
tungen der Banden (phospho-ERK1 bezogen auf ERK1 Protein bzw. phospho-SAPK/INK bezogen auf
SAPK/JNK Protein) gezeigt (Mittelwerte + SEM, n=7 Mé&use) (n.s. = nicht signifikant).
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6.6 Der Einfluss einer 60-miniitigen Ausdauerbelastung auf die Expression von

FGF21 in Plasma, Leber und Skelettmuskel

Es hat sich gezeigt, dass Mitglieder der FGF Familie auch eine wichtige Rolle bei der Regula-
tion und Funktion einiger endokriner Organe spielen und an der Steuerung metabolischer Pro-
zesse beteiligt sind (95). FGF21 wird hauptséchlich in der Leber und im Fettgewebe (WAT)
exprimiert (95, 96). In der Leber wird FGF21 bei Nahrungsrestriktion und T2DM unter der
Kontrolle von PPARa induziert (274-276).

Um die FGF21 Induktion nach einem 60-mintigen Ausdauerlauf in der Folge auf eine Nah-
rungsrestriktion und Wiederfutterung, sowie nach Hemmung der ERK1/2 Aktivitat durch
U0126 in der Leber und im Plasma zu untersuchen, wurde zundchst die FGF21 Konzentration
im Plasma mittels eines Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) bestimmt und zusatz-
lich die Fgf21 Expression in der Leber gemessen.

Ein 60-mindtiger Ausdauerlauf bewirkte einen signifikanten FGF21 Anstieg im Plasma und
ebenso einen signifikanten Anstieg der Fgf21 mRNA Expressionslevel in der Leber der Kon-
trollmause. Die Applikation des Inhibitors U0126 hemmte zwar in der Leber die Ausdauer-
sport-induzierte Fgf21 Expression, verhinderte allerdings nicht den FGF21 Anstieg im Plasma
(Abbildung 6.19 [a] und [b]). Die 21-stindige Nahrungsrestriktion bewirkte im Vergleich zur
Wiederfitterung einen 10-fach héheren Anstieg der FGF21 Konzentration im Plasma (3200
pa/ml (Fast/Sed) vs. 327 pg/ml (Ref/Sed), p<0.001). Der anschlieBende 60-minitige Ausdau-
erlauf ergab bei beiden Gruppen (Fast/Run und Ref/Run) keinen zusétzlichen Anstieg des
FGF21 Plasmaspiegels (Abbildung 6.19 [c]). Auch die Fgf21 Expression in der Leber war nach
der 21-stindigen Nahrungsrestriktion im Vergleich zur Wiederfutterung 18-fach héher expri-
miert (Abbildung 6.19 [d], p<0.001), wobei auch hier in beiden Gruppen (Fast/Run und
Ref/Run) der 60-min(tige Ausdauerlauf keinen weiteren Anstieg in der Fgf21 Expression ver-
ursachte.

Diese Ergebnisse beweisen, dass FGF21 nach einer 60-minutigen Ausdauerbelastung und auch
nach einer Nahrungsrestriktion im Plasma ansteigt und dass dieser Anstieg gleichzeitig mit ei-
ner vermehrten Fgf21 Expression in der Leber korreliert. Eine Hemmung der ERK1/2 MAPK
Aktivitat durch U0126 verhindert dagegen die Ausdauersport-induzierte hepatische Fgf21 Ex-
pression (Abbildung 6.19 [b]).
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Abbildung 6.19: Eine 60-minitige Ausdauerbelastung allein verursacht einen Anstieg von FGF21 in Plasma
und Leber. Gezeigt sind [a] die FGF21 Konzentration im Plasma (pg/ml) und [b] die Fgf21 mRNA Expressions-
level in der Leber von gefasteten und wiedergefutterten Mausen ohne (Sed) oder mit 60-miniitigem Ausdauerlauf
(Run) sowie [c] die FGF21 Konzentration im Plasma (pg/ml) und [d] die Fgf21 mRNA Expressionslevel in der
Leber von Kontrollmdusen (Con) oder U0126-applizierten Mausen (U0126) ohne (Sed) oder mit 60-minlitigen
Ausdauerlauf (Run). Die mMRNA-Mengen wurden ber den Bezug auf den jeweiligen internen Standard bestimmt
und anschlielend in willklrliche Einheiten umgerechnet (A.U.). Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von n=7-9

Maéusen (n.s. = nicht signifikant).

Nachdem eine 60-mindtige Ausdauerbelastung zu einem signifikanten Anstieg der FGF21 Plas-
maspiegel und auch der Fgf21 mRNA Expressionslevel in der Leber fihrte, stellte sich die
Frage, ob ein Ausdauerlauf auch im Muskel und im WAT zu einem Anstieg der Fgf21 Expres-
sion fiihrt. Deshalb wurde mit einer gRT-PCR die Genexpression von Fgf21 im Soleus, Tibialis
und Plantaris Muskel sowie im WAT gemessen.

Der 60-minutige Ausdauerlauf verursachte weder in den genannten Skelettmuskeln noch im
WAT einen Anstieg der Fgf21 Expression. Sowohl in den Muskeln als auch im Fettgewebe
waren die Expressionslevel zudem deutlich geringer als in der Leber. Im Plantaris Muskel wa-
ren die Fgf21 Expressionslevel so gering, dass sie nicht detektiert werden konnten.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass ein 60-minutiger Ausdauerlauf nur im Plasma und in

der Leber einen Anstieg von FGF21 verursacht.
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Abbildung 6.20: Nach einer 60-minttigen Ausdauerbelastung ist Fgf21 im Skelettmuskel nicht exprimiert.
Gezeigt sind die Fgf21 mRNA Expressionslevel ohne (Sed) oder mit 60-minttigen Ausdauerlauf (Run) in Leber-
und Fettgewebe, sowie Soleus-, Tibialis- und Plantaris Muskel. Die mRNA-Mengen wurden tber den Bezug auf
den jeweiligen internen Standard bestimmt und sind in absoluten Werten angegeben. Gezeigt sind die Mittelwerte
+ SEM von n=3-19 Proben (n.d. = nicht detektierbar).
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7 Diskussion

Bewegung und korperliche Aktivitat in Form von Ausdauersport ist eine anerkannte Thera-
piemalinahme bei metabolischen Funktionsstérungen wie T2DM oder Adipositas. Langfristig
fuhrt eine Lebensstilintervention in Verbindung mit korperlicher Aktivitat zu einer Verbesse-
rung der Glukosehomoostase sowie zu einer erhéhten kardiorespiratorischen Fitness. Die dafur
zugrundeliegenden molekularen Regulationsmechanismen sind bisher nur teilweise bekannt.

Das bisher am besten untersuchte Organ wéhrend einer Ausdauerbelastung ist der Skelettmus-
kel. Seit einigen Jahren ist jedoch auch bekannt, dass die Leber wéhrend eines Ausdauersports
beeinflusst wird. Das Ziel dieser Arbeit war es zum einen, den Einfluss der Energiespeicher in
der Leber bei minimaler und maximaler Ladung auf die IEG Expression und den gesamten
Metabolismus wéhrend einer Ausdauerbelastung zu untersuchen. Zum anderen wurde die Be-
deutung des MAPK Signalweges wahrend eines Ausdauersports sowie die mdglichen metabo-

lischen Konsequenzen dieser Aktivierung in Leber und Skelettmuskel untersucht.

7.1.1 Folgen einer Nahrungsrestriktion mit zusatzlicher Ausdauerbelastung in

Leber und Muskel

Wahrend einer Nahrungsrestriktion sind schnelle metabolische Adaptationen notwendig, um
die Energiehomdostase aufrecht zu erhalten. Dies wird durch eine koordinierte Regulation von
bestimmten Signalwegen realisiert, die nachfolgend zu einer transkriptionellen Aktivierung o-
der Unterdriickung bestimmter Gene fuhren. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Leber
und Skelettmuskel bei Méausen unterschiedlich auf eine Nahrungsrestriktion reagieren.

Eine 21-stiindige Nahrungsrestriktion stellt fur die Leber eine hohe metabolische Herausforde-
rung dar. Dies konnte unter anderem anhand des markanten Anstiegs der G6pc, Ppargcla, Ig-
fopl und Pdk4 Expression sowie der Glykogendepletion bestatigt werden. Der Anstieg der
freien Fettsauren im Plasma flihrt zu einem signifikant erhdhten hepatischen Triglyceridspiegel.
Der Anstieg der freien Fettsauren kann dabei zur Induktion der Glukoneogenese beitragen (277-
279).

Alle gemessenen Parameter in dieser Arbeit wiesen bereits nach der 21-stiindigen Nahrungs-
restriktion einen signifikanten Anstieg und keine weitere Zunahme nach dem 60-mindtigen
Ausdauersport auf. Auch die hepatische Expression der fir die Aufrechterhaltung der Gluko-
sehomoostase relevanten Gene wie G6pc und Ppargcla (PGCla) waren nach der Nahrungs-
restriktion und einer zusatzlichen Ausdauerbelastung nicht weiter erhoht. Die Pdk4 Expression
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in der Leber der gefasteten Méuse sank zwar nach dem Ausdauerlauf in gefasteten Mausen,
zeigte aber daher auch wie die anderen untersuchten Gene keinen additiven Effekt. Interessan-
terweise stieg die hepatische IEG Expression infolge der Nahrungsrestriktion signifikant an,
zeigte jedoch ebenfalls keine weitere Zunahme nach dem Ausdauerlauf. Im Skelettmuskel da-
gegen stiegen die Expressionslevel von c-Fos und c-Jun nicht infolge der Nahrungsrestriktion
sondern erst nach dem Ausdauersport an.

Diese gefundenen Unterschiede sind moglicherweise auf die verschiedenen Funktionen von
Leber und Skelettmuskel im Metabolismus zurtickzuftihren. Aufgrund der Rolle der Leber im
Glukose- und Lipidstoffwechsel ist sie in erster Linie daftr verantwortlich, den Glukosespiegel
aufrecht zu erhalten. Auch im Lipidstoffwechsel nimmt die Leber eine bedeutende Rolle ein.
Sie nimmt die bei einer Nahrungsrestriktion oder einem Ausdauersport vermehrten FFA aus
dem Blut auf, wo sie entweder oxidiert oder in Form von Triglyzeriden (TG) gespeichert und
anschlieend wieder in Form von VLDL in die Peripherie abgegeben werden (280, 281). Der
Skelettmuskel reesterifiziert ebenso TG, im Gegensatz zur Leber nutzt er sie jedoch selbst als
Energiequelle (282).

Auch der Skelettmuskel besitzt wichtige Funktionen in der Regulation der Glukosehomdostase
(283). Ein wichtiger Unterschied zur Leber besteht darin, dass die hepatischen Glykogenspei-
cher der Maus nach einer 16- bzw. 24-stindigen Nahrungsrestriktion schnell verbraucht sind,
wahrend die muskuléren Glykogenspeicher nur moderat verandert sind (284, 285). Dies konnte
auch anhand der Ergebnisse in dieser Arbeit bestatigt werden.

Eine langer dauernde Nahrungsrestriktion und eine Ausdauerbelastung stellen &hnliche Anfor-
derungen an die Regulation der Energiehomdostase im Organismus. Es ist daher zu vermuten,
dass die Umstellung des Organismus von Glukose- auf Fettmetabolismus nach der 21-stlindi-
gen Nahrungsrestriktion bereits erfolgt ist und dass im Falle einer weiteren Belastung wie ei-
nem Ausdauersport keine transkriptionellen Regulationen mehr notwendig sind. Dies wirde
zumindest teilweise erklaren, warum keines der gemessenen Gene in der Leber eine Zunahme
der Expression nach dem Ausdauerlauf mit vorausgegangener Nahrungsrestriktion aufwies.
Insgesamt lasst sich aus diesen Ergebnissen ableiten, dass eine Nahrungsrestriktion an sich
schon eine hohe energetische Beanspruchung fur die Leber darstellt und diese dadurch maximal
gefordert wird, so dass eine zusatzliche Belastung in Form eines Ausdauerlaufs keine weiteren
additiven Effekte in der hepatischen Regulation des Metabolismus verursacht, wéhrend im Ske-
lettmuskel noch Regulationen stattfinden kénnen. Diese an Méusen gewonnenen Ergebnisse

sind moglicherweise nur teilweise auf den Menschen Ubertragbar, da bei Nagetieren der Leber
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eine weitaus grofRere Bedeutung fir die Energieversorgung des Skelettmuskels zukommt als

bei Menschen.

7.1.2 Regulation der IEG Expression in Leber und Muskel nach Nahrungsrestriktion

und Ausdauersport
Die divergente IEG Expression in Leber und Skelettmuskel nach Nahrungsrestriktion und einer
Ausdauerbelastung kénnte an der unterschiedlichen Auslenkung der Energiehomdostase in den
beiden Organen liegen, aber auch an der Aktivierung und Beteiligung unterschiedlicher Signal-
wege an der transkriptionellen Regulation dieser Gene in Leber und Muskel.
In dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass die IEG Expression in der Leber abhangig vom
Glukosestatus des Organismus auftritt. Dieses Ergebnis ist Gbereinstimmend mit vorangegan-
genen Studien, in denen bereits gezeigt werden konnte, dass die Expression der IEGs Fos, Jun,
Gadd45g, JunB und FosB in der Leber negativ mit dem Plasmaglukosespiegel korreliert (130).
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die hepatische IEG Expression Regulationsmechanismen
unterliegt, die durch eine Abnahme der Glykogenspiegel und des intrahepatischen ATP-Spie-
gels bzw. einer Zunahme von AMP aktiviert werden. Dies wirde den markanten Anstieg der
hepatischen IEGs sowohl nach einer Nahrungsrestriktion als auch nach einem Ausdauersport
erklaren, da beide Ereignisse eine Abnahme der Plasmaglukosespiegel und damit gegenregula-
torische Malinahmen in der Leber verursachen. Es kann angenommen werden, dass eine Stress-
und Belastungssituation, sei es durch eine Nahrungsrestriktion oder durch Ausdauersport, zu
einer vermehrten Expression hepatischer IEGs fuhrt, die als Ausloser fur die Umstellung der
Leber von ,,Ruhe” auf ,,Belastung® funktionieren. Stellen sich zwei aufeinanderfolgende Be-
lastungssituationen ein und ist die Umstellung bereits erfolgt, scheint kein weiterer Anstieg der
IEG Expression mehr moglich zu sein. Inwieweit die Aktivierung der IEGs, insbesondere der
Transkriptionsfaktoren des AP-1 Komplexes, an der Regulation des hepatischen Energiestoff-
wechsels und der Glukosehomdostase beteiligt sind, bleibt unklar. Da der eingesetzte Inhibitor
U0126 die Aktivierung dieser Gene in der Leber nicht verhindern konnte, lassen sich aus der
vorliegenden Arbeit keine Schliisse ziehen.
Im Gegensatz dazu ist aufgrund des Anstiegs der Fos Expression im Skelettmuskel sowohl in
gefasteten als auch in wiedergefutterten Mdusen anzunehmen, dass eine Ausdauerbelastung da-
rauf einen groReren Einfluss hat als eine Nahrungsrestriktion. Es kann daher vermutet werden,
dass hier auch die mechanische Stimulation des Muskels wéhrend der sportlichen Belastung
eine grofe Rolle spielt.
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Im Skelettmuskel ist die Expression vieler Gene im Allgemeinen erst in der Erholungsphase
nach einem Ausdauersport erhéht (286, 287). In der vorliegenden Arbeit konnte allerdings ge-
zeigt werden, dass die Fos und die Jun Expression im Skelettmuskel direkt nach dem Ausdau-
erlauf induziert ist. Auch andere Studien zeigten bereits einen Anstieg der c-Fos und c-Jun
Expression nach Ausdauersport (193, 211, 235). Dies fuhrt nachfolgend zu einer vermehrten
Bildung von Fos/Jun Heterodimeren und somit auch zu einer erhdhten AP-1 Bindungsaktivitat
(236). Daraus kann eine veranderte Genexpression AP-1 abhangiger Gene wie beispielsweise
Cyt-c (288), a-Aktin (289), SOD (290), MLC-2 (291), vaskulare endotheliale Wachstumsfak-
toren (VEGF) (292) und die Laktatdehydrogenase (LDH) (293) resultieren. Die Induktion die-
ser Faktoren konnte ebenfalls nach Sport im Skelettmuskel gezeigt werden (290, 294-297). Of-
fensichtlich spielt c-Fos im Skelettmuskel auch bei der Induktion der Apoptose nach einem

Ausdauersport eine wichtige Rolle (238).

7.1.3 Die Glykogenspiegel der Leber variieren in Abhdngigkeit der aktiven und der

inaktiven Phase der Maduse
Die zirkadiane Uhr beeinflusst in Sdugetieren nahezu alle physiologischen Prozesse, wie bei-
spielsweise die Schlaf-Wach-Zyklen, die kardiovaskuldre Aktivitét, das endokrine System, die
Korpertemperatur, die renale Funktion, den gastrointestinalen Trakt sowie den hepatischen Me-
tabolismus (298, 299). Die metabolischen Antworten in den peripheren Geweben unterliegen
dabei einem zeitabh&ngigen koordinierten Ablauf, der von Licht-Dunkel-Zyklen beeinflusst
wird (300). Dabei bestimmt die Tageszeit, in der die Nahrung aufgenommen wird die gesamte
metabolische Homdostase (301). Wahrend der Wachphase sind die Fettsdureoxidation und die
Glykolyse im Skelettmuskel erhéht. Im Fettgewebe kommt es zu einer gesteigerten Lipogenese
und Adiponektin Produktion sowie zu einer erhohten hepatischen Glykogen-, Cholesterol- und
Gallensduresynthese und einer erhéhten Insulinsekretion (300). Wahrend der aktiven (Wach-)
Phase ist auBerdem die Glukokortikoid Ausschittung erhéht (300). Dagegen kommt es wah-
rend der inaktiven Schlafphase zu einer erhdhten Melatonin Sekretion sowie zu einer vermehr-
ten Ausschittung von Wachstumshormonen (300). Im Skelettmuskel wird wéhrend der Schlaf-
phase der oxidative Metabolismus aktiviert, wéhrend es in der Leber zu einer gesteigerten Glu-
koneogenese, Glykogenolyse und mitochondrialen Biogenese kommt (300). Die alpha-Zellen
des Pankreas sezernieren wéhrenddessen vermehrt Glucagon und im Fettgewebe kommt es zu

einer gesteigerter Lipolyse und einer vermehrten Leptin Sekretion (300).
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Somit sichert die endogene zirkadiane Uhr die Durchfuhrung physiologischer Prozesse, die op-
timal auf einen bestimmten Tag- oder Nachtrhythmus ausgelegt sind (298).

Auch bei Mausen konnte bereits gezeigt werden, dass eine Nahrungsaufnahme oder eine Nah-
rungsrestriktion abhangig von der zeitlichen Durchfiihrung bestimmte metabolische Prozesse
beeinflusst. So konnten Arble et al. zeigen, dass eine Nahrungsrestriktion wahrend der inakti-
ven (Licht-) Phase in einem signifikant hoherem Korpergewicht resultiert verglichen mit M&u-
sen, denen die Nahrung wahrend der aktiven (Dunkel-) Phase entzogen wurde (302).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine 15-stiindige Nahrungsrestriktion
wéhrend der inaktiven (Licht-) Phase und eine anschlielende 6-stiindige Wiederfitterung zu
Beginn der aktiven (Dunkel-) Phase einen 200-fachen Anstieg der hepatischen Glykogenspei-
cher bewirkt. Im Vergleich zu Mausen, die permanent Zugang zu Futter in der inaktiven
(Licht-) Phase hatten (Doktorarbeit Miriam Hoene, Universitat Tubingen, 2010) wiesen die
wiedergefitterten Mause in dieser Arbeit insgesamt einen 15-fach hdheren Glykogenspiegel
auf (Abbildung 7.1). Eine mogliche Erklarung fur dieses Phdnomen ist, dass M&use wéhrend
einer Wiederfutterung in der aktiven (Dunkel-) Phase wesentlich mehr Nahrung zu sich nehmen
als Mause in der inaktiven (Licht-) Phase. Da bekannt ist, dass Méuse nachtaktive Tiere sind
und der Grofteil der Nahrungsaufnahme tblicherweise in ihrer aktiven (Dunkel-) Phase statt-
findet (303), kann zum einen angenommen werden, dass die Tiere nach der wieder eingesetzten
Nahrungsverfugbarkeit (Ref) aufgrund der 1&ngeren vorangegangenen Hungerphase mehr Nah-
rung als Ublich aufnahmen, was nachfolgend zu dem auRerordentlichen Anstieg der hepatischen
Glykogenspeicher gefuhrt haben kdnnte. Es ist bekannt, dass viele metabolische Gene wie Glu-
kosetransporter und Schliisselenzyme fur den Glukosemetabolismus in der Leber von nachak-
tiven Tieren zu Beginn der aktiven Phase am hdchsten exprimiert sind (304). Dies dient ver-
mutlich zur Erleichterung der Glykogensynthese und der Verwendung von Glukose als primére
Energiequelle in der postadsorptiven Phase (304).

Aufgrund der bereits dargestellten Bedeutung der hepatischen Glykogenspiegel und ATP/AMP
Konzentrationen fiir die Expression nicht nur metabolischer Enzyme sondern auch von IEGs,
konnte der Zeitpunkt, zu dem Mause einer Ausdauerbelastung unterzogen werden, Einfluss auf
die transkriptionelle Antwort in der Leber haben. Es ist davon auszugehen, dass in Experimen-
ten, die zu Beginn der inaktiven (Licht-) Phase stattfinden, héhere Energiereserven in der Leber
vorhanden sind als zu Beginn der aktiven (Dunkel-) Phase, was eine unterschiedliche Regula-
tion von Genen zur Folge haben kénnte.

100



Diskussion

a b
p<0.001
p=0.04
37 — 40 p<0.001 p=0.02
— 25 _ r \l 1
o 2 30 1
(=) 2 [=2]
5 E _E
8¢ 15 S5 20
i) 1D
g 1 g
= > 10 1
© 05 o
0 0
Con/Sed Con/Run Fast/Sed Fast/Run  Ref/Sed Ref/Run

Abbildung 7.1: Vergleich der Glykogenspiegel in der Leber nach Nahrungszufuhr mit oder ohne vorange-
gangener 16-stindiger Nahrungsrestriktion. Gezeigt sind [a] die Glykogenspiegel vor und nach einem 60-
minitigen Ausdauerlauf ohne vorangegangene Nahrungsrestriktion (Doktorarbeit Miriam Hoene, 2010) und [b]
die Glykogenspiegel nach 21-stiindigiger Nahrungsrestriktion (Fast) bzw. Wiederfutterung (Ref) ohne (Sed) bzw.
mit (Run) anschlieBenden 60-minltigem Ausdauerlauf. Glykogen-Werte sind als mg Glykogen/g eingesetztes Ge-
webe gezeigt. Der rote Balken symbolisiert den maximalen Glykogenlevel in Kontrollmdusen zu Beginn der akti-
ven (Dunkel)phase ohne 60-mintigen Ausdauerlauf (Con/Sed) im Vergleich zu wiedergefiitterten Mausen nach

vorangegangener Nahrungsrestriktion (Ref/Sed).

7.1.4 Aktivierung von MAPK in der Leber durch Ausdauersport

Durch bisherige Studien ist die Aktivierung der verschiedenen MAPK in der kontrahierenden
Skelettmuskulatur bei Menschen und Nagern wahrend Sport nachgewiesen worden, wobei
diese abhangig von der Intensitit und der Dauer der Belastung war. In der Leber von Mausen
wurde in vorangegangenen Arbeiten eine Phosphorylierung von JNK und einer nicht néher
charakterisierten ERK Isoform, die vom eingesetzten phospho-Thr202/Tyr204 ERK1/2 Anti-
korper erkannt wurde, nachgewiesen (130). In der vorliegenden Arbeit konnte nun eine Phos-
phorylierung von ERK1/2 an Thr202 und Tyr204 in der Leber von Mausen nach einem 60-
minltigen Ausdauerlauf gezeigt werden. Die Phosphorylierung von ERK1/2 nach dem Lauf
war unabhangig vom Glykogengehalt der Leber sowie der Plasma Glukosekonzentration, so
dass es hier eine Divergenz zwischen der IEG Expression und der ERK Aktivierung gibt. Dies
ist ein erster Hinweis darauf, dass es keine direkte Korrelation zwischen der hepatischen
ERK1/2 Aktivierung und der IEG Expression nach Ausdauersport gibt und dass bei letzterer
vermutlich ERK-unabhdngige Mechanismen eine Rolle spielen. Zur mdglichen Identitat der
genannten ERK Isoform gab es keine neuen Erkenntnisse in der vorliegenden Arbeit.
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Die bereits beschriebene Phosphorylierung der INK MAPK in der Leber nach einer 60-minu-

tigen Ausdauerbelastung konnte bestatigt werden.

7.2 Istdie Aktivierung von ERK1/2 an der Sport-induzierten Genexpression in Leber

und Muskel beteiligt?
Die Ergebnisse dieser und auch vorangegangener Arbeiten zeigen eine Aktivierung der ERK1/2
MAPK sowohl im Skelettmuskel als auch in der Leber nach einer sportlichen Belastung auf
(42, 130, 188, 189). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit eine mogliche Betei-
ligung der ERK1/2 MAPK an der Ausdauersport-induzierten IEG Expression in Leber und
Skelettmuskel unter Verwendung des MEK Inhibitors U0126 untersucht. Die Effektivitat des
Inhibitors konnte anhand der reduzierten ERK1/2 Phosphorylierung in beiden Geweben evalu-

iert werden.

7.2.1 Die Wirkung von U0126 auf die Ausdauersport-induzierte Genexpression in

Leber und Skelettmuskel

Die anschlieende Genexpressionsanalyse wies in der Leber keine signifikante Veranderung
der Ausdauersport-induzierten Fos, Jun, Ppargcla und, G6pc und Pdk4 Expression nach der
U0126 Applikation auf. Im Skelettmuskel dagegen war in U0126 applizierten M&usen die Ex-
pression von Fos und Jun direkt und die von Ppargcla und CxI1 drei Stunden nach dem Aus-
dauerlauf im Vergleich zu den Kontrollmdusen signifikant erniedrigt. Aus diesen Ergebnissen
lasst sich schlussfolgern, dass der Inhibitor nur im Skelettmuskel eine Wirkung auf die Aus-
dauersport-induzierte IEG, PGClo und CXCL1 Expression hat.

Die Auswertung der Leber Glykogen- und Triglyzeridspiegel offenbarte direkt nach dem Aus-
dauerlauf wie auch schon die hepatische Genexpressionsanalyse keine Anderungen als Folge
der U0126 Applikation. Jedoch konnte abweichend davon eine signifikante Abnahme der he-
patischen  Triglyzeride nach einer zusatzlichen dreistindigen  Erholungsphase
beobachtet werden. Dieses Ergebnis wurde bisher nicht weiter untersucht. Da es aber abgesehen
davon zu keiner weiteren metabolischen Anderung durch den Inhibitor kam, kann davon aus-
gegangen werden , dass eine akute Anwendung von U0126 keinen Einfluss auf die hepatische
Expression der untersuchten Gene und die Regulation des Glukosemetabolismus wéhrend einer

Ausdauerbelastung hat.
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7.2.2 U0126 wirkt nicht spezifisch

Die Untersuchung der Spezifitat des Inhibitors U0126 hinsichtlich der Beeinflussung der JINK
und p38 MAPK zeigte, dass dieser nicht nur die Phosphorylierung der ERK1/2, sondern auch
die der INK MAPK hemmt. Dies war sowohl in den untersuchten Leber- wie auch Muskelly-
saten der Fall. Dieses Ergebnis war insofern unerwartet, da die bisher publizierten in vitro
MAPK Assays keinen Hinweis darauf gaben (305).

Eine nachfolgende Literaturrecherche brachte einen Hinweis auf eine mdgliche Beeinflussung
von JNK durch U0126 in einem in vitro Experiment. Mauro et al. konnten hier zeigen, dass
U0126 in humanen Rhabdomyosarkomzellen nicht nur die TPA-stimulierte Aktivierung der
ERK1/2 Signalkaskade sondern auch die JNK Aktivierung hemmt (306). Dabei konnten sie
jedoch auch eine Zunahme der p38 Phosphorylierung nach der U0126 Applikation beobachten,
weshalb sie vermuteten, dass nach der MEK Inhibition entweder p38 die einzige aktive MAPK
ist, oder deren Aktivierung invers mit der ERK1/2 und JNK Inaktivierung korreliert (306).
Diese Hypothese konnte in der hier vorliegenden Arbeit zumindest in vivo nicht bestatigt wer-
den, da die Phosphorylierung der p38 MAPK in der Leber infolge der U0126 Applikation un-
verandert war.

In dieser Arbeit konnte in vitro kein Einfluss des Inhibitors auf die INK MAPK in Skelettmus-
kelzellen nachgewiesen werden. Es kann daher angenommen werden, dass die in vivo beobach-
tete Beeinflussung der INK MAPK durch indirekte, beispielsweise systemische Faktoren ver-
ursacht wird. Vermutlich spielt hier auch die Interaktion der MAPK Signalwege untereinander

eine wichtige Rolle.

7.2.3 Mogliche Konsequenzen der unspezifischen Effektivitat des Inhibitors

Die ERK1/2 MAPK ist durch ihren Einfluss auf die Regulation von Zellproliferation und Uber-
leben eine bedeutende Komponente onkogener Mechanismen in Krebszellen bzw. Tumoren
(307). Aus diesem Grund ist sie seit mehreren Jahren Gegenstand intensiver Forschungen fir
die Entwicklung pharmakologischer Inhibitoren in der Krebstherapie (308). Auch U0126 ist
bereits in tier- und zellexperimentellen Studien aufgrund seiner Wirkung auf das Tumorwachs-
tum eingesetzt worden (309-311).

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit ist davon auszugehen, dass der Inhibitor wegen seiner
Unspezifitat und der Blockade einer oder mehrerer Signalkaskaden auch eine Aktivierung neuer
Signalwege auslost und dadurch neben den gewiinschten auch unerwiinschte Wirkungen auf-

treten. Da die meisten Signalwege untereinander interagieren, ist dies ein generelles Problem
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beim Einsatz von Inhibitoren gegen Signaltransduktionskomponenten, da durch das gezielte
Ausschalten einer Komponente die gesamte zelluldre Antwort in positiver und/oder negativer
Weise beeinflusst werden kann.

Durch den in vivo Einfluss des Inhibitors nicht nur auf die ERK1/2- sondern auch die JNK
MAPK ergeben sich hinsichtlich des Einsatzes als therapeutische Substanz mehrere Mdglich-
keiten. Die INK MAPK spielt eine wichtige Rolle sowohl bei inflammatorischen, neurodege-
nerativen und metabolischen Krankheiten als auch bei der Tumorentwicklung und dem Tumor-
zelliberleben (312). Insbesondere hat sich herausgestellt, dass JNK bei der Entwicklung einer
Fettsucht, bei T2DM und Insulinresistenz von grof3er Bedeutung ist (313).

In vorangegangenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass ob/ob M&use und Mé&use, de-
nen eine fettreiche Nahrung (HFD) gefittert wurde, spontan eine hohe JNK Aktivitét in Leber,
Skelettmuskel und Fettgewebe entwickeln, wohingegen Mause, denen JNK fehlte, eine verrin-
gerte Fettsucht und eine verbesserte Insulinrezeptor (IR) Signalubertragung aufwiesen (314).
Diese Ergebnisse offenbaren JNK als wichtiges Ziel fur die Behandlung eines T2DM und Adi-
positas (312). Da auch eine vermehrte Aktivierung von ERK als Pathomechanismus bei der
Entstehung von Insulinresistenz diskutiert wird (315), wére ein experimenteller Einsatz von
U0126 in dieser Hinsicht denkbar.

7.2.3.1 Welche Signalwege koénnten an der IEG Expression in der Leber nach
Ausdauersport beteiligt sein?

Da die Ergebnisse dieser Arbeit in der Leber keinen Einfluss der MAPK Signalwege auf die
hepatische Ausdauersport-induzierte IEG Expression bestatigen konnten, stellt sich weiterhin
die Frage nach den hierbei involvierten Signalwegen.

Bereits in der Einleitung wurde beschrieben, dass energetischer Stress in Form eines Ausdau-
erlaufs in der Leber unter anderem zu einer Aktivierung verschiedener Signalwege fihrt (117).
Dies wird hauptséchlich durch den sinkenden Plasmaglukosespiegel verursacht, der zu einem
Abfall der Insulin- und einem gleichzeitigen Anstieg der Glucagonspiegel fiihrt, was in der
Leber eine Abnahme der Glykogenspeicher und einen Anstieg des AMP/ATP Quotienten ver-
ursacht (117).

Die Bindung von Glucagon an seinen Rezeptor fuhrt zu einer Aktivierung der Adenylatcyclase
und zur Bildung von zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP) und einer darauffolgenden
Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), die fiir die Phosphorylierung verschiedener Proteine,

wie beispielsweise CREB zusténdig ist, welche fir die Stimulation der hepatischen Glukose-
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produktion verantwortlich sind (316). Neue Studien belegen, dass Glucagon den Insulin Sig-
nalweg Uber eine Aktivierung des PKA-AMPK Signalweges inhibiert (316). Dies verdeutlicht
die Relevanz dieses Signalweges in der Leber wahrend einer verminderten Glukosezufuhr. Es
kann daher davon ausgegangen werden, dass die PKA somit in der Leber bei verschiedenen
Formen von zelluldrem Stress eine bedeutende Rolle einnimmt. Deshalb wurde in der vorlie-
genden Arbeit zundchst vermutet, dass die PKA bei der Aktivierung der hepatischen IEGs wah-
rend eines Ausdauersports relevant ist. Eine Ausdauersport-induzierte CREB Phosphorylierung
und somit ein Hinweis auf eine Aktivierung des PKA Signalweges in der Leber konnte in dieser
Arbeit nicht bestatigt werden. Trotzdem kann nicht endgiltig ausgeschlossen werden, dass
CAMP und eine nachfolgende PKA Aktivierung dennoch eine relevante Rolle bei der hepati-
schen IEG Expression spielen, da bereits gezeigt werden konnte, dass die CAMP Konzentrati-
onen in der Leber bei Ausdauersport in Abhangigkeit der Belastungsintensitét ansteigen (317).
Interessant hierbei ware ebenso die mogliche Interaktion der PKA mit den MAPK Signalwe-
gen, da verschiedene Studien bereits in Fibroblasten (318, 319), Fettzellen (320) und glatten
Muskelzellen (321) zeigen konnten, dass die PKA in der Lage ist, die RAF-MEK1/2-ERK1/2
Signalkaskade zu inhibieren.

Ein weiterer interessanter Aspekt, der in dieser Arbeit nicht untersucht wurde, betrifft die Rolle
von Calcium und Catecholaminen bei Ausdauersport. Die Aktivierung von alpha-adrenergen
Rezeptoren durch Catecholamine flihrt zu einer Calcium-Ausschttung aus dem endoplasmati-
schen Retikulum (ER) (322). Durch die darauffolgende Bindung von Calcium an die Phospho-
rylase-Kinase wird unter anderem die Glykogenolyse aktiviert (322), wobei denkbar ist, dass
auch hierbei die IEG Expression involviert sein kdnnte.

Fur weitergehende Betrachtungen, die nicht Gegenstand dieser Arbeit waren ist zu bertcksich-
tigen, dass die Leber auf akuten Ausdauersport nicht nur mit einer Induktion von IEGs sondern
einer ganzen Reihe metabolischer Enzyme und Regulatoren reagiert (116), was mit einer Akti-
vierung weiterer Signalwege verbunden ist. Neben den MAPK Signalwegen konnten vorange-
gangene Studien in der Leber von Nagetieren nach Ausdauersport unter anderem auch die Ak-
tivierung der AMPK (116, 125, 323, 324), des PPARa Signalweges (120) sowie des IL-6 ab-
héngigen JAK/STAT Signalweges (121) evaluieren.

Zusammenfassend verdeutlichen diese Ergebnisse, dass in der Leber bei akutem Ausdauersport
verschiedene Signalwege aktiviert werden und daher die IEG Induktion von einer ganzen Reihe
Faktoren abhéngig sein kann. Darliber hinaus muss zusatzlich auch eine Interaktion dieser Sig-

nalwege in Betracht gezogen werden.

105



Diskussion

7.2.4 Die JNK MAPK ist im Skelettmuskel entscheidend fiir die Ausdauersport-indu-

zierte IEG- und Zytokin Expression

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die MAPK ERK und JNK an der Ausdauersport-
induzierten IEG- und Zytokin Expression im Skelettmuskel beteiligt sein kénnten. Die Ergeb-
nisse der Zellkulturversuche sprechen fur einen deutlichen Einfluss der JINK-abhangigen Sig-
nalkaskade. Daher konnte die JINK Signalkaskade auch in vivo an der Ausdauersport-induzier-
ten IEG und Zytokin Expression beteiligt sein. In einer zukinftigen Arbeit misste mit einer
spezifischen Hemmung von JNK in in vivo Studien versucht werden, um zu differenzieren,
welche der beiden MAPK an der transkriptionellen Antwort an eine Ausdauerbelastung betei-
ligt sind und welche Konsequenzen sich daraus fur die metabolische Anpassung ergeben. In
einer Arbeit mit JNK Inhibitoren und muskelspezifischen JNK-defizienten Mé&usen konnte be-
reits die Bedeutung von JNK an der Sport-induzierten IL-6 Expression gezeigt werden (325).
Fur die Aktivierung von JNK im arbeitenden Muskel kénnte die Bildung von ROS eine Rolle
spielen, da bekannt ist, dass Ausdauersport oxidativen Stress verursacht (326). Die JINK Akti-
vierung hat sich auch bei der ROS-induzierten Insulinresistenz als entscheidender Schlisselweg
herausgestellt (327). Eine Ausdauersport-induzierte JNK-Aktivierung fuhrt hingegen nicht zu
einer verschlechterten Insulinwirkung (328), das heil3t, dass sich der bei einer sportlichen Be-
lastung induzierte akute oxidative Stress von chronischem Stress, wie er beispielsweise bei ei-
nem metabolischen Syndrom auftritt, unterscheidet. Eine Erklarung hierfir kdnnte eine feh-
lende Deaktivierung von JNK durch die DUSP sein. Die JNK Proteine werden durch die
DUSP16 (MKP7) dephosphoryliert was vermutlich an der Translokation von JNK in den Nuk-
leus beteiligt ist (328). Berdichevsky et al. konnten zeigen, dass die MKP7 unter chronischem
oxidativen Stress dauerhaft im Nukleus verbleibt, was eine permanente Aktivierung von JNK
im Zytosol verursacht. Dort kann JNK zu einer Hemmung von IRS-1 und nachtraglich zu einer
gestorten Insulin Signalubertragung fuhren. Dagegen bewirkt der bei einer sportlichen Ausdau-
erbelastung induzierte akute oxidative Stress eine Verlagerung der MKP7 aus dem Nukleus in
das Zytosol was schlussendlich in einer Hemmung der JNK Phosphorylierung und nachfolgend
einer verstarkten IRS-1 Aktivitat resultiert (328).
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7.2.5 Mogliche Ursachen fiir eine Beeinflussung der JNK MAPK durch U0126
In den letzten Jahren hat sich herausgestellt, dass die ERK1/2, die JNK und die p38 MAPK

untereinander interagieren und teils andere Signalwege indirekt aktivieren oder inhibieren
(329).

Fur die in dieser Arbeit gezeigte Beeinflussung der INK Aktivitat durch U0126 kdnnen anhand
der bekannten JNK Regulationen verschiedene Hypothesen aufgestellt werden.

Zum einen kann vermutet werden, dass der Inhibitor in vivo nicht nur die MEK1/2, sondern
auch die MKK4 und/oder MKK?7 inhibiert. Fur eine vollstandige JNK Aktivierung ist die Ak-
tivierung beider MAPKK erforderlich (175, 330-332), daher ist es vorstellbar, dass die Hem-
mung einer der beiden Kinasen durch U0126 ausreichend fiir eine nachfolgende Hemmung von
JNK ist.

Eine weitere Hypothese ware, dass U0126 indirekt zu einer Erhdhung der dephosphorylieren-
den Kinasen fuhrt (DUSP). Dieser Mechanismus misste allerdings ERK-unabhangig stattfin-
den, da ERK1/2 bereits durch U0126 gehemmt ist.

Bereits bekannt ist, dass ERK1/2 den Guanin Nucleotid Austauschfaktor Sos phosphoryliert
und somit durch negative Rickkopplung inhibiert, was nachfolgend zu einer Hemmung von
Ras fihrt (333). Dies kdnnte eine Hemmung der ERK1/2 MAPK, aber auch der Akt/PKB
Kinase zur Folge haben. Eine Inhibition der ERK1/2 Aktivitat durch U0126 wiirde dies somit
verhindern und konnte indirekt eine verstarkte Aktivierung der Akt/PKB sowie die anschlie-
Rende Hemmung von JNK verursachen, da es Hinweise auf eine Akt/PKB-vermittelte Hem-
mung von JNK gibt (334-336) (Abbildung 7.2).

Interessanterweise zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit in C2C12 Zellen eine Aktivierung der
AMPK durch U0126. Dieses wurde auch schon in humanen embryonalen Nierenzellen
(HEK293) (272) wie auch in Ratten Myotuben (L6 Zellen) beobachtet (315). Hwang et al.
konnten in Ratten Myotuben dabei darlegen, dass auch eine siRNA-vermittelte Hemmung von
ERK zu einer gesteigerten AMPK Phosphorylierung fiihrt. Dies wiirde bedeuten, dass eine ge-
steigerte ERK1/2 Aktivitdt in eine indirekte Hemmung der AMPK involviert ist. Die Ergeb-
nisse der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch nach Inhibition der ERK1/2 Aktivitdt mit
PD184352 keine Aktivierung der AMPK, was vermuten lasst, dass diese nicht durch eine di-

rekte Interaktion von ERK und AMPK Signalwegen zustande kommt.
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Abbildung 7.2: Hypothetische Beeinflussung der INK MAPK durch den MEK Inhibitor U0126. Ausdauer-
sport aktiviert verschiedene Signalwege im Skelettmuskel. Neben den MAPK Signalwegen werden unter anderem
die Akt Kinase und die AMPK aktiviert. Der Inhibitor U0126 inhibiert direkt die MEK MAPKK und somit die
ERK1/2 Signalkaskade. Zusatzlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass auch die JINK MAPK durch den
Inhibitor indirekt beeinflusst wird. Die Abbildung verdeutlicht sowohl schon in anderen Arbeiten aufgezeigte In-
teraktionen (volle Linien) als auch hypothetische Interaktionen (gestrichelte Linien). Die roten Linien verdeutli-

chen eine (hypothetische) Hemmung und die griinen Striche eine (hypothetische) Aktivierung.
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7.3 Der ERK1/2 und JNK MAPK Signalweg ist nach einem Ausdauersport nicht in

allen Skelettmuskeltypen aktiviert

Wie schon in der Einleitung beschrieben besteht der Skelettmuskel aus verschiedenen schnellen
und langsam zuckenden Muskelfasern, die unterschiedliche physiologische Eigenschaften auf-
weisen (16). Die Skelettmuskeltypen der Maus unterscheiden sich in der Zusammensetzung
ihrer Muskelfasern und haben je nachdem einen mehr oxidativen oder glykolytischen Stoff-
wechsel. Je nach Art der Belastung werden unterschiedliche Muskeltypen beansprucht (337-
339).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Western Blot-Analysen zeigten nach einem Ausdauersport
interessanterweise auch eine divergente Phosphorylierung in den verschiedenen Skelettmuskel-
typen. So sind ERK1/2 und JNK zwar im EDL, nicht aber im Tibialis Muskel nach einem 60-
mindtigen Ausdauerlauf signifikant starker phosphoryliert. Ebenso konnte in einer vorrange-
gangen Arbeit dargestellt werden, dass die IEGs c-Fos und c-Jun im Tibialis Muskel nach ei-
nem 60-minutigen Ausdauerlauf im Vergleich zum Soleus Muskel nicht verstarkt exprimiert
bzw. sogar reprimiert sind (Doktorarbeit Miriam Hoene, Universitat Tibingen, 2010). Diese
Ergebnisse verdeutlichen die Unterschiede zwischen verschiedenen Muskeltypen und zeigen,
dass Protein- und Genexpressionsanalysen in Abhangigkeit vom jeweiligen Muskel zu unter-
schiedlichen Resultaten fiihren kénnen.

Ein Ausdauersport verursacht zwar vor allem im oxidativen Soleus Muskel, der zum groten
Teil aus Typ 1 Muskelfasern besteht (340), einen signifikanten Anstieg der IEGs, nicht aber im
vorwiegend aus Typ 2B Muskelfasern bestehenden glykolytischen Tibialis Muskel (340). Auch
im EDL Muskel, der ebenfalls tUberwiegend aus Typ 2 Muskelfasern besteht (341), im Ver-
gleich zum Tibialis Muskel jedoch einen hoheren Anteil an Typ 1 Muskelfasern besitzt, ist die
Phosphorylierung von ERK1/2 und JNK nach dem Ausdauersport signifikant verstarkt.

Eine muskelfaserspezifische Zytokin Expression wurde von Plomgaard et al. bereits in unter-
schiedlichen humanen Skelettmuskeln beobachtet. Dabei konnten sie zeigen, dass TNFa, und
IL-18 ausschlieBlich in Typ 2 Muskelfasern exprimiert werden, wohingegen IL-6 priméar in Typ
1 Muskelfasern exprimiert wird (342).

Auch eine AMPK Phosphorylierung und Expression tritt im humanen Skelettmuskel sowohl
basal als auch bei Ausdauersport faserspezifisch auf (343). Lee-Young et al. konnten hierbei
beobachten, dass die basale AMPK Phosphorylierung im humanen Skelettmuskel vorwiegend
in Typ 2A Muskelfasern erfolgt (343). Eine einzelne sportliche Belastung erhoht dabei die
AMPK Phosphorylierung in allen Muskelfasern, primér verstérkt jedoch in Typ 2X Muskelfa-

sern (343). Auch fur GLUT4 konnte bereits im humanen Skelettmuskel eine faserspezifische
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Expression aufgezeigt werden (344). Neben dem Unterschied im Metabolismus je nach Faser-
typenzusammensetzung ist sehr gut vorstellbar, dass auch die Lage des Skelettmuskels und
seine spezifische Belastung wahrend eines Ausdauersports eine wichtige Rolle bei der Aktivie-
rung von Signaltransduktionswegen spielen. Irintchev et al. fanden in Mausstudien, dass im
Soleus und im Tibialis Muskel, nicht aber im EDL Muskel zu Beginn eines freiwilligen Lauf-
radtrainings Muskelfaserschadigungen auftreten (345). Wernig et al. vermuteten daher, dass
die vermehrte Typ-1 Muskelfaserbildung im Soleus Muskel infolge eines Intervall Ausdauer-
trainings offenbar von Art und AusmaR der Muskelschadigung abhéngt, da im EDL Muskel
keine Muskelfaserumschaltung beobachtet werden konnte (346). Diese Ergebnisse legen nahe,
dass die unterschiedlichen Arten der Belastung der Skelettmuskeln wéhrend eines Ausdauer-
sports auch die Aktivierung unterschiedlicher Signalwege bedingen kénnen.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse eine divergente muskelspezifische Aktivierung von
Signalwegen bzw. Genexpressionen in verschiedenen Skelettmuskeln. Fir nachfolgende Ar-

beiten sollten daher die Ergebnisse kritisch im Hinblick auf den jeweiligen Muskeltyp betrach-

tet werden.
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Abbildung 7.3 Fos und Jun Expression im Tibialis Muskel nach einem 60-minttigen Ausdauerlauf (Miriam
Hoene Doktorarbeit, 2010): Die [a] Fos und [b] Jun Expression ist im Tibialis Muskel nach einem 60-min(tigen
Ausdauerlauf nicht erhéht. Gezeigt sind die mRNA Expressionen von Fos und Jun im Tibialis Muskel von Méusen
nach einem 60-minitigen Ausdauerlauf auf einem Laufband. Die Fos und Jun mRNA-Mengen wurden tber den
Bezug auf den jeweiligen internen Standard bestimmt und anschlielend in willkiirliche Einheiten umgerechnet
(A.U.). Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von n=20 Mausen (Miriam Hoene Doktorarbeit Universitat Tlbingen,
2010).
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7.4 Die Bedeutung von FGF21 in Leber und Skelettmuskel bei Ausdauersport

In den letzten Jahren hat sich herausgestellt, dass FGF21 eine groRe Bedeutung bei der durch
Nahrungsrestriktion oder Ausdauersport-induzierten Lipolyse, Fettsaureoxidation und Ketoge-
nese hat (274, 275). In der Leber aktiviert FGF21 unter anderem PGCla, G6Pase und PEPCK
(114) und reguliert somit den Kohlenhydrat- und Fettmetabolismus wahrend einer Nahrungs-
restriktion (100).

Die FGF21 Plasmaspiegel und auch die hepatische FGF21 Expression sind nach einer sportli-
chen Belastung erhéht, wobei dies positiv mit den FFA, Glycerol und Keton Plasmaspiegeln
korrelierte (347). Die hepatische FGF21 Expression wird dabei synergistisch und vermutlich
stressabhdngig durch PPARo und ATF4 induziert (347). Die Bedeutung von FGF21 bei Aus-
dauersport ist nicht im Detail geklart, aber aufgrund seiner Bedeutung im Glukose- und Fett-
metabolismus wird vermutet, dass FGF21 einige der Ausdauersport-induzierten gesundheits-
fordernden Effekte vermittelt (347).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine 21-stindige Nahrungsrestriktion
FGF21 in Leber und Plasma induziert und dass auch hierbei ein zusatzlicher Ausdauerlauf kei-
nen additiven Effekt hat. Daher ist zu vermuten, dass auch FGF21 in der Leber abhéngig vom
hepatischen Energiestatus exprimiert wird. Eine Glucagon-abhéngige Expression wurde bereits
nachgewiesen (348).

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse bestatigen in Ubereinstimmung mit friiheren Stu-
dien (347) einen Ausdauersport-induzierten Anstieg der FGF21 Expression in der Leber, nicht
jedoch in WAT und Skelettmuskel. Andererseits konnten Izumiya et al. zeigen, dass die FGF21
Expression im Gastrocnemius Muskel von Aktl-transgenen Mausen signifikant erhoht ist und
dass eine Uberexpression von Aktl sowie eine Insulin Stimulation in Mausmuskelzellen
(C2C12) zu einer erhdhten FGF21 Expression fuhren (97). Da die Insulinspiegel bei einer Aus-
dauerbelastung generell niedrig sind, ware erklarbar, dass die FGF21 mRNA Expression im
Skelettmuskel ebenfalls niedrig ist. Vorangegangene Studien konnten weiterhin darstellen, dass
der erhohte FGF21 Plasmaspiegel in T2DM Patienten nicht mit der FGF21 mRNA Expression
im Skelettmuskel korreliert (349). Dies spricht daftr, dass die FGF21 Expression im Skelett-
muskel nicht zu den FGF21 Spiegeln im Plasma beitrégt.

Interessanterweise war die hepatische FGF21 Expression durch eine U0126 Applikation signi-
fikant erniedrigt. Hier sind weitere Untersuchungen hinsichtlich des zugrunde liegenden Me-
chanismus notwendig.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass FGF21 wéhrend einer sportlichen Belastung nur

in der Leber, nicht aber im Skelettmuskel und im WAT relevant exprimiert wird.
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7.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Diese Arbeit stellt dar, dass ein 60-minutiger Ausdauerlauf in der Leber die ERK1/2 und die
JNK MAPK aktiviert. Die Ausdauersport-induzierte hepatische IEG Expression tritt dabei in
Abhangigkeit des Energiestatus und der Glukoseverfugbarkeit auf.

Die Ausdauersport-induzierten IEGs und Zytokine im Skelettmuskel werden vermutlich JNK-
abhéngig exprimiert, wobei die IEG Expression dabei nicht in allen Skelettmuskeltypen nach
dem Ausdauersport-induziert wird.

Dariiber hinaus zeigt diese Arbeit einen Ausdauersport-induzierten Anstieg des FGF21 Plas-
maspiegels sowie der hepatischen FGF21 Expression, nicht aber der FGF21 Expression in Fett-
gewebe und Skelettmuskel.

Da in dieser Arbeit sowohl die ERK als auch die INK MAPK nicht als verantwortliche Signal-
wege fiir die wéahrend eines Ausdauersports vermehrte IEG und Zytokin Expression in der Le-
ber nachgewiesen werden konnten, stellt sich weiterhin die Frage nach dem hierfir verantwort-
lichen Signalweg in der Leber. Die Vermutung, dass hierbei der Proteinkinase-A (PKA) Sig-
nalweg eine bedeutendere Rolle spielt, konnte nicht bestatigt werden. Somit sollte sich der Fo-
kus in nachfolgenden Arbeiten gezielt auf Signalwege in der Leber richten, die fir die Ausdau-

ersport-induzierte hepatische IEG und Zytokin Expression verantwortlich sein konnten.
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Abbildung 7.4: Die INK MAPK ist fir die Ausdauersport-induzierte IEG, PGCla und CXCL1 Expression
im Skelettmuskel verantwortlich. Die ERK1/2 und INK MAPK werden in Leber und Skelettmuskel durch Aus-
dauersport-induziert. Im Skelettmuskel ist die Phosphorylierung der JINK MAPK ausschlaggebend fir die ver-
mehrte IEG, PGClo und CXCL1 Expression. Ungeklart ist noch der fiir die Ausdauersport-induzierte IEG und

PGC1la Expression verantwortliche Signalweg in der Leber.
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