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Die Darstellung von Ermidung und Trainingssteuerung ist nach wie vor ein aufwandiges
Prozedere, welches mittels motorischer Tests und/oder Laborwerten (Kreatinkinase,
Laktat, Harnstoff, freies Testosteron und Cortisol) versucht wird abzubilden. Bei Athleten
lieR® sich ein 30 %iger Anstieg von Syndecan 4 (Sdc-4) zeigen (Bertrand, unpubliziert), was
auf einen Nutzen fur das Monitoring von Belastung schlie3en Iasst. In dieser Studie wurde
die Menge von gelostem Sdc-4, einem transmembranen Heparansulfatproteoglykan,
welches an Entzindungsprozessen, Wundheilung, Angiogenese und Zellproliferation
beteiligt ist, im Serum auf unterschiedliche Belastungsformen untersucht, sowie nach
moglichen Sheddasen des Proteoglykans gesucht, um deren Nutzen im Rahmen von
Trainingssteuerung zu unterstreichen. Serum-ELISA Analysen von 43 Testpersonen
zeigten im Vergleich mit der Kontrollgruppe einen signifikanten Anstieg von Sdc-4 nach
Belastung. Die Art der Belastung scheint hier eine Rolle zu spielen, da sich die
Entwicklung der Sdc-4-Konzentration im Serum zwischen einer Ausdauerbelastung und
einem Maximalkrafttraining unterschieden. Durch einen anschlieBenden Sportverzicht
(24h) war eine Reduktion der Sdc-4-Werte auf das Ausgangsniveau oder niedriger zu
sehen. Diesen Ergebnissen zufolge kann Sdc-4 unter bestimmten Voraussetzungen als
Marker zur Trainingssteuerung herangezogen werden. Somit stellt Sdc-4 mdglicherweise
eine Alternative zu den herkdmmlichen Verfahren fur das Monitoring von Belastung dar,
auch wenn noch Grenzwerte festgelegt und der Nutzen bei moderater Belastung in gréfzer
angelegten Studien Uberprift werden musste, um aktuelle Trainingssteuerungsverfahren

Zu ersetzen.
Schliisselworter:

Syndecan-4, Heparansulfatproteoglykan, Belastung, Belastungsformen, Ausdauer, Maximalkraft,

Trainingssteuerung, Sheddasen.
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1Einfihrung

Einfuhrung

1.1 Sport

Sport spielt in unserer Gesellschaft eine tragende Rolle. Laut einer 2021 durchgefihrten
Bestandserhebung des Deutschen Olympischen Sportbundes waren rund 27 Millionen
Deutsche Mitglied in einem Sportverein, was den Sport zur grof3ten Burgerbewegung

Deutschlands macht .

Der Stellenwert von Sport in der deutschen Gesellschaft lasst sich mittels der
Einschaltquoten bei grolRen Sportevents sehr gut herausarbeiten. Bei der Fulball-
Europameisterschaft der Manner 2021 schauten laut Quotenmeter.de 27,5 Millionen
Zuschauer das Achtelfinale der deutschen Nationale|f2 Trotz der beginnenden
Coronapandemie verzeichneten die Bundesligaklubs einen Gesamtumsatz von 3,8
Milliarden Euro in der Saison 2019/20 °. Diese Daten unterstreichen das grofRe Interesse
unserer Gesellschaft an Sport. Dies soll hier am Beispiel des Fuliballs nur exemplarisch

dargestellt werden und spiegelt dessen Relevanz in der Gesellschaft wider.

Im Wesentlichen lassen sich Breitensport, Leistungssport sowie Profi-Sport und Amateur-
Sport abgrenzen. Bedeutende Unterscheidungsmerkmale sind dabei abweichende
Leistungsbereitschaft, Trainingsintensitat, Trainingsaufwand, personlicher Einsatz und

Motivation.



1.1 Sport
1.1.1 Unterschiedliche Trainingsformen

Bewegung wird in aerobe/ausdauernde, koordinative und Kraft-Aktivitaten unterteilt. Im
Folgenden sollen Kraft- und Ausdauersport unterschieden und genauer beleuchtet
werden,d asi edie Grundlage derin dieser Arbeit erhobenen Daten bilden.
Charakteristisch fur ein klassisches Ausdauertraining ist eine relativ geringe Belastung
uber einen langeren Zeitraum hinweg, wahrend ein Krafttraining mit relativ hohen
Belastungen Uber einen kurzen Zeitraum durchgefuhrt wird.

Ausdauer und Ausdauertraining sind sowohl fir den Energiestoffwechsel als auch flr das
kardiopulmonale System im Rahmen von Leistungs- und Gesundheitssport von grof3er
Bedeutung. Die Ziele eines Ausdauertrainings konnen vielfaltig sein und reichen von der
Schaffung einer Ermidungsresistenz, fir Koordination- und Krafttraining, der
Okonomisierung des Herz-Kreislauf-Systems bis zur Verbesserung von Regenerations-
und Adaptationsprozessen. Daruber hinaus beeinflusst die Ausdauer die mogliche
Belastungsfrequenz sowie Gesamtbelastung eines Individuums *. Die Angabe von
unterschiedlichen Intensitatsbereichen sowie der Ubergang einer aeroben in eine
anaerobe Belastung lasst sich am effektivsten anhand der Laktat-Leistungskurve
widerspiegeln *®*. Wenndiese nichtzur Verfigung steht, kann auch auf die
Trainingsherzfrequenz (ca. 60- 85% der max. Herzfrequenz) als objektive Methode und
orientierendes Instrument zurtickgegriffen werden. Das Monitoring der Herzfrequenz
wahrend eines Trainings beruht auf der linearen Beziehung zwischen der Herzfrequenz
und der Rate des Sauerstoffverbrauchs (VO2) bei gleichmaRiger Trainingsbelastung ’.
Verschiedene Formeln stehen zur Verfigung, um die Trainingsherzfrequenzin den
unterschiedlichen Bereichen zu ermitteln. Die Nutzung von mathematischen Formeln zur
Berechnung der Herzfrequenzbereiche ist laut Hartel eine einfache, effektive, nicht
invasive und kostengunstige Variante zur Umgehung von Leistungsuntersuchungen wie
Laktatmessungen.  Verschiedene Formeln zur Berechnung deroptimalen
Trainingsherzfrequenz im Ausdauersport, stellt Hartel gesammelt in ,Entwicklung und
Analyse walkingbasierter Ausdauertestverfahren im Rahmen der medizinischen

Rehabilitation® vor 8.

Der Kraftsport hat in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. Vor allem in
den Bereichen, Fitness- und Gesundheitstraining sowie im Rehabilitationssport werden die

Methoden des Krafttrainings zur Verbesserung der Kraftfahigkeiten eingesetzt. Beim
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Kraftsport steht die quantitative und qualitative Entwicklung der Muskeln und die

VergroRerung der Muskelkraft im Vordergrund °1°.

Die Widerstandsbelastung bezieht sich entweder auf die Masse eines Objekts (z.B. eines
bewegten Gewichts) in SI-Einheiten (kg) oder auf den Prozentsatz der Maximalkraft [% 1-
Wiederholungs-Maximum (1-RM)] "". Das One-Repetition Maximum (1RM) ist das
Gewicht, welches eine Person einmal bewegen kann, bzw. die Kraft, die mit einer
Muskelkontraktion maximal abgerufen werden kann 2. Dies kann mithilfe verschiedenster
Formeln errechnet und sich zunutze gemacht werden, um die gewulnschte Prozentzahl
des 1RM flr das Training zu ermitteln und somit die individuelle Belastung fir die

Muskulatur zu steuern.

Auch im Kraftsport besteht die Moglichkeit der Belastungssteuerung mittels Herzfrequenz.
Die gewulnschten Anpassungserscheinungen eines Trainings werden bei einer
durchschnittlichen Herzfrequenz von 150 bis 180 Schlagen pro Minute minus Lebensalter
erreicht . Hurley et al. konnten bei einem Training bis zur volligen Erschopfung mit acht
bis zwolf Wiederholungen eine mittlere Herzfrequenz von 155 Schlagen pro Minute

erfassen ™.

Innerhalb der einzelnen Wiederholungsserien kommt es jedoch zu einem Anstieg der
Herzfrequenz '*'® und die Herzfrequenz steigt nach Beendigung der Belastung weiter an
'* weshalb die Herzfrequenz eine untergeordnete Rolle bei der Belastungssteuerung im

Krafttraining spielt.

1.1.2 Die Muskulatur

Muskelgewebe gehort neben Epithel-, Nerven- und Bindegewebe zu den vier wesentlichen
Gewebetypen des menschlichen Korpers. Muskelzellen sind mit der Fahigkeit der
Kontraktion ausgestattet. Basierend auf der Theorie des schwingenden Hebelarms im
Skelettmuskel kommt es zu einer Muskelkontraktion zwischen den Aktin- und
Myosinfilamenten '". Durch das Entlanggleiten der durch Myosinmolekiile gebildeten
Filamente an den Aktinfilamenten verkurzt sich das Sarkomer (Abbildung 1). Es lassen
sich die willkurlich innervierte quergestreifte Muskulatur (Skelettmuskulatur),
Herzmuskulatur wie auch glatte Muskulatur voneinander unterscheiden. Der Fokus dieser

Arbeit liegt auf der Skelettmuskulatur.
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DUNNES FILAMENT DICKES FILAMENT
A) [AKTIN) (MYOSIN)
Z-SCHEIBE M-SCHEIBE Z-SCHEIBE

I-BAND A-BAND 1-BAND

B)

L I

1-BAND A-BAND 1-BAND

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Muskelkontraktion

Schematische Darstellung der Muskelkontraktion im entspannten- (A) und angespannten Zustand (B). In
Orange dargestellt die an der M-Scheibe verankerten Myosinfilamente. Die Aktinfilamente sind in Blau

dargestellt und bilden die Z-Scheiben. Modifiziert und angepasst von .

1.1.3 Skelettmuskulatur

Die Skelettmuskulatur dient dem Menschen zur Nahrungssuche, Verteidigung,
Kommunikation und Mobilitdt und trug so malfdgeblich zur Entwicklung der menschlichen
Spezies bei. Sie stellt den Grofteil der somatischen Muskulatur im Koérper dar und ist

unter willentlicher Kontrolle °.

Skelettmuskulatur besteht aus einzelnen Muskelfasern, die in Muskelfaserbiindeln
zusammengefasst werden. Eine Vielzahl an Zellkernen befindet sich membranstandig in
der Peripherie der Muskelfasern. Das Innere einer Muskelzelle wird durch Myofibrillen mit
einer regelmafligen Anordnung kontraktiler Myofilamente sowie dem Sarkoplasma gebildet.
Die kontraktilen Proteine Aktin und Myosin machen den Hauptbestandteil der
Skelettmuskulatur aus und sind essenziell fur die Physiologie der Muskelkontraktion. Ein
Muskel lasst sich in mehrere Funktionseinheiten untergliedern, wobei das Sarkomer die
kleinste funktionelle Einheit bildet und sich von Z- zu Z-Scheibe erstreckt * (siehe
Abbildung 1).

Die Aktin- und Myosinfilamente konnen sich wahrend der Muskelkontraktion aufeinander

zu (konzentrisch), oder voneinander weg (exzentrisch) oder sich alternativ iberhaupt nicht
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bewegen (isometrisch). Diese drei Begriffe (konzentrisch, exzentrisch und isometrisch)
dienen der Beschreibung der verschiedenen Kontraktionsformen %', welche ihre

Anwendung im Muskeltraining finden.

1.1.4 Trainingsinduzierte Muskelschadigung und Anpassungsprozesse

Trainingsinduzierte Schadigung der Muskulatur, ausgelost durch korperliche Betatigung,
ist in der Literatur gut dokumentiert ?>-2*. Dieses Phanomen ist auch als trainingsinduzierte
Muskelschadigung bekannt und in der Auspragung abhangig von der Art, Intensitat und
Dauer der Belastung #®%. Die Muskelschadigung kann mit Schmerzen einhergehen. Sie
treten 6 Stunden bis maximal 2 Tage nach der Belastung aufund kdnnen 2-3 Tage
anhalten #-*', Das Ausmaf der Schadigung scheint durch exzentrische Belastung am
groldten auszufallen, jedoch fihrt auch konzentrische Belastung zu trainingsinduzierten
Muskelschadigungen 7%, Insbesondere die Region der Z-Scheiben scheint von

35

Schadigungen betroffen *. Z-Scheiben begrenzen die Sarkomere und bilden die
Haltestruktur der dinnen Aktinfilamente und des Zytoskeletts, welches ebenfalls durch
eine Trainingsbelastung zerstort werden kann 33 Brigitte et al. konntenin
Tierexperimenten zeigen, dass neutrophile Granulozyten in verletztes Muskelgewebe
einwandern und die vorherrschenden Entzindungszellen 12 Stunden nach einer
Muskelverletzung sind. Dieser Prozess wird durch das Freisetzen von neutrophilen
Chemoattraktoren der ortsstandigen Makrophagen ausgelost *. McClung et al. konnten
bei Ratten nachweisen, dass neutrophile Granulozyten die ersten Entzundungszellen sind,
die in den Skelettmuskel einwandern und deren Konzentration 1-6 Stunden nach einer
Muskelverletzung deutlich ansteigt *°. Auch bei mannlichen Sportlern nach einem
Radfahrtest mit steigenden Belastungen konnte eine steigende Anzahl von neutrophilen
Granulozyten in der Skelettmuskulatur nach sechs Stunden nachgewiesen werden “°. Die
in das geschadigte Muskelgewebe eingewanderten Entzindungszellen erleichtern die
Reparatur und Regeneration durch das Entfernen von Gewebetrimmern mittels
Phagozytose #“2. Sie kdnnen den Muskel jedoch auch durch Sauerstoffradikale schadigen
“3, Dass die Entziindungsreaktion eine entscheidende Rolle bei der Regeneration zu
spielen scheint, wird dadurch unterstrichen, dass die Myogenese in Anwesenheit von
vermehrten Entzindungszellen intensiviert wird und ihr Fehlen zu einer beeintrachtigen
Myogenese fiihrt *. Begleitet ist die Entziindungsreaktion durch eine Ansammlung von

Plasmaproteinen und Flussigkeit im Gewebe, die zu einer Schwellung und Schadigung der
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Kapillaren fiihrt 24, Schwellungen sind selbst bei trainierten Probanden auch 48 Stunden
nach dem Training noch zu beobachten “. Dieser Zeitraum deckt sich mit der maximalen
Anzahl an Makrophagen im Skelettmuskel, welche fur die Phagozytose von Zelltrimmern

verantwortlich sind und somit bei der Muskelregeneration eine wesentliche Rolle spielen

47,48

Ausdauertraining hingegen geht mit einer verbesserten Kapazitat des aeroben
Energiestoffwechsels und der Ermuadungsresistenz einher, wahrend Krafttraining mit

Muskelhypertrophie und erhohter Kraftentwicklung verbunden ist =",

Ein wichtiger Anpassungsprozess im Rahmen eines Ausdauertrainings ist die Biogenese
zusatzlicher Mitochondrien %%, was die enge Ubereinstimmung des Gehaltes an
Skelettmuskelmitochondrien und ihrer Funktion mit der maximalen Sauerstoffaufnahme
(VO2max) und der Leistung zeigt *~°". VO2..x ist definiert als die maximale Rate, mit der der
Korper bei extremen Belastungen Sauerstoff aufnehmen und verwerten kann. Sie zahlt zu
den wichtigsten Variablen zur Angabe der kardiorespiratorischen Leistungsfahigkeit und
geht auf die Studien von Hill et al. zuriick ***°. Eine weitere wichtige EinflussgroRe ist der
Herzmuskel. Das Herzminutenvolumen (Schlagvolumen x Herzfrequenz) ist der wichtigste
Faktor der VO2n.x. Ausdauertraining erhoht das Schlagvolumen durch ein groReres

enddiastolisches Volumen ¢ sowie der Hypertrophie des Herzmuskels 5.

Mechanischer Stress, der au f Skelettmuskelfasern ausgelibt wird, ist ein primarer
Mechanismus, der fur den Zuwachsder Muskelmasse als Reaktion auf
Widerstandsiibungen verantwortlich gemacht wird ®. Eindeutige Hinweise auf die
Uberlegenheit konzentrischer gegeniiber exzentrischer Belastungen oder umgekehrt auf
die Muskelhypertrophie bestehen aktuell nicht > Die hypertrophe Reaktion auf
Kraftlibungen scheint durch mechanische Spannung angetrieben zu werden "8, Durch
mechanischen Stress kommt es zur Schadigung der Muskulatur 2. Sowohl beim
Muskelwachstum ™ als auch bei Reparaturprozessen scheint die extrazellulare Matrix eine
entscheidende Rolle zu spielen, da sie die Aktivierung, Proliferation und Differenzierung
der Satellitenzellen beeinflusst ##'. Jedoch ist noch unklar, welche Rolle die Anpassung
der extrazellularen Matrix bei der Muskelregeneration und dem Muskelumbau nach einem

Trainingsreiz spielt.
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In Folge einer Muskelschadigung nehmen Entzindungszellen wie Makrophagen eine
Schlusselrolle durch die Sekretion von anabolen Botenstoffen ein, welche zur
Hypertrophie beitragen 8285,
Die proinflammatorische Phase auf eine Schadigung der Skelettmuskulatur verstarkt sich
innerhalb von 24 Stunden und dauert bis zu 48 Stunden nach der Schadigung an #'%.
Nachfolgend wird die proinflammatorische Reaktion zunehmend abgeschwacht und
Makrophagen differenzieren sich von den in der Entzindungsphase vorherrschenden M1-
zu M2-Makrophagen ®. M2-Makrophagen wird eine wichtige Rolle bei der Beendigung des
proinflammatorischen Zustands und der sich anschliefenden Gewebereparatur
zugesprochen. Vier Tage nach der Schadigung sind die hochsten Werte zu verzeichnen.
Erhohte Werte lassen sich aber bis zu 14 Tage nach einer Verletzung nachweisen . Die
Anfange der beginnenden Reparatur und Regeneration sind stark von Interferon-gamma
(IFNy) beeinflusst. IFNy moduliert das Genexpressionsprogramm myogener Zellen 8 und
ist fur Reparatur- und Regenerationsvorgange von entscheidender Bedeutung. Erhéhte
Werte treten innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Schadigung auf und gehen mit
einer erhohten Anzahl von Makrophagen und Neutrophilen in der Skelettmuskulatur einher
89'
Muskelregeneration beruht hauptsachlich auf der Beseitigung von beschadigtem Gewebe
sowie der koordinierten Synthese neuer Proteine. Dadurch wird die Muskelfunktion wieder
hergestellt. Durch Training ausgeldste Muskelschaden kdnnen auf ultrastruktureller Ebene
innerhalb weniger Tage kompensiert werden %. In diesem Fall sind lokale Autophagie und
Proteinsynthese ausreichend zur Regeneration °'. Eine strukturelle Schadigung des
Muskels erfordert zur vollstandigen Regeneration die Proliferation und Differenzierung von
Satellitenzellen sowie Prozesse der Angiogenese und die Synthese von extrazellularer
Matrix . In der Skelettmuskulatur spielen Matrix Metalloproteasen (MMPs) eine wichtige
Rolle bei der Aktivierung, Migration und Differenzierung von Satellitenzellen wahrend der

Muskelregeneration %.
1.2 Sport & Regeneration

1.2.1 Belastungsmonitoring

Die exakte Quantifizierung der durch einen Trainingsreiz ausgelésten physiologischen

Auswirkungen auf den menschlichen Koérper ist von entscheidender Bedeutung flr die
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1.2 Sport & Regeneration

Trainingsplanung, um die Trainingsbelastung und damit die Leistung von Athleten und

Athletinnen zu optimieren und das Potenzial fiir Ubertraining zu begrenzen.

Neben Ausdauertests, motorischen Tests und psychometrischen Verfahren spielen
laborchemische Messungen von Blutwerten zum Nachweis und Quantifizierung beim
Belastungsmonitoring eine wichtige Rolle, da sie ohne erneuten Belastungsreiz
auskommen und so die Erholungszeit nicht verlangern. Ein typischer Laborwert, welcher
unter anderem als Ermudungsindikator verwendet wird, ist das Muskelenzym
Kreatinkinase (CK), fir Muskelschaden und Trainingsbelastung . Als Indikator fir
Proteinkatabolismus und die metabolische Belastung werden unter anderem Harnstoff und
Laktat genutzt ®*°7. Zur Bestimmung der anabol-katabolen Balance wird der Quotient aus
freiem Testosteron und Cortisol als Marker herangezogen %%, Der Nutzen der
Ermidungsmarker CK, Harnstoff, freies Testosteron, Cortisol und Laktat wurde durch
Studien im Zusammenhang mit trainingsbedingter Ermiudung und Erholung vielfach
bestatigt %92 Seit vielen Jahren wird Laktat zur Trainingssteuerung und
Leistungsdiagnostik im Breiten- sowie Spitzensport herangezogen. Bei hoher kdrperlicher
Belastung wird bei der anaeroben Glykolyse Pyrovat durch die Laktatdehydrogenase
(LDH) in Laktat umgewandelt. Die Laktatkonzentration im Blut spiegelt die kurzzeitige
(innerhalb von Minuten) metabolische Belastung wider %. Die Laktatschwelle stellt den
Ubergang von der aeroben zur anaeroben Energiebereitstellung dar ®'®. Durch
standardisierte Belastungsprotokolle lasst sich anhand der Laktatwerte eine
Laktatleistungskurve erstellen, welche seit vielen Jahren in der Trainingssteuerung genutzt
wird. Jedoch hat auch Laktat als diagnostisches Instrument einige Schwachen, wie die
Abhangigkeit von Ernahrung und/oder der Vorbelastung ®, die kurze Halbwertzeit nach
Beendigung der Belastung '™ und die Tatsache, dass sich bei aeroben
Ausdauerbelastungen schnell ein ,steady state” einstellt, bei dem die Laktatbildungsrate
und Laktatabbau gleich sind ©'%,

Unterschiedlichsten Markern wird eine mogliche Bedeutung beim Belastungs- und
Ermidungsmonitoring zugeschrieben und werden in den folgenden Kapiteln erlautert.
Deren Bestimmung zur Ermittlung des Ermiddungszustands im Rahmen von

standardisierten Belastungstests ist sehr prazise moglich "%,



1.2 Sport & Regeneration
1.2.2 Marker der Muskelfunktion im Sport

Ungewohnte sowie intensive Muskelbeanspruchung hat einen voribergehenden Verlust
an Schnell- und Maximalkraft zur Folge. Dies kann auf Veranderungen der
Arbeitsmuskulatur wie auch auf eine Stérung der neuromuskularen Ansteuerung oder eine

Kombination beider Aspekte zurlickgefiihrt werden "°71%,

Das Verstandnis dafur, wie mithilfe von Markern im Blut der Regenerationszustand der
Muskulatur abgebildet werden kann, ist derzeit begrenzt; jedoch konnten sie ein genauer
Indikator sein, um Muskelschaden und Entzindungsvorgange sowie den
Erholungszustand widerzuspiegeln. Es besteht bisher kein Konsens uber die zeitliche
Entwicklung und das Ausmal ihrer Ausscheidung und Beseitigung aus dem Blut als

Reaktion auf verschiedene Formen und Intensitaten sportlicher Belastung """,

Aktuell finden Marker vermehrt Gber das Betrachten von Muskelschadigungen und
Entziindungsprozessen ' Anwendung im Belastungsmonitoring. Das Auftreten von
Muskelproteinen, der muskelspezifischen Enzyme LDH und CK im Blut, ist bereits in
vielen Studien auf einen Trainingsreiz hin untersucht worden *'°"12 AJl diese Proteine
sind erhdht als Reaktion auf einen schadlichen Reiz, jedoch hat sich CK als am haufigsten

verwendeter Marker herausgebildet. Erschwert wird der Nutzen von CK und anderen

Markern jedoch durch die groRe interindividuelle Varianz, die sie aufweisen '"*. Die CK-
Aktivitat erreicht ihren Peak 24 Stunden nach Beendigung des Trainings und sollte sich
innerhalb von 48-72 Stunden wieder normalisieren . Der Grad oder zeitliche Verlauf der
Muskelschadigung lasst sich durch den CK-Wert nicht ausreichend abbilden #*. Es zeigt
sich nach korperlicher Belastung im Vergleich mit CK eine langsamer steigende LDH-
Aktivitat, welche fir 14 Tage nach ausdauernder korperlicher Aktivitat erhoht sein kann ',
Besonders zwischen dem dritten bis funften Tag nach dem Reiz ist der Anstieg

nachweisbar "2,

Der Quotient aus freiem Testosteron und Cortisol gilt als empfindlicher Marker gegenuber
Trainingsbelastungen. Ein langerer Abfall des Quotienten wird in Verbindung gebracht mit

erhohter Proteolyse (Muskelproteinabbau) und verminderter Proteinsynthese %9

Eine Kombination aus verschiedenen Markern zur Bestimmung des Muskelstatus eines
Athleten wahrend eines Trainings und der Erholungsphase ist von grof’em Nutzen und

tragt zur Vermeidung von Regenerationsdefiziten und Ubertraining bei.



1.2 Sport & Regeneration
1.2.3 Marker zum Regenerations- und Ubertrainingsmonitoring

Wirksame Trainingsprogramme haben eine funktionelle Uberforderung als Absicht.
Dennoch sollte eine UbermalRige Belastung mit unzureichenden Erholungsphasen
vermieden werden und ein Gleichgewicht zwischen Trainingsbelastung und Erholung
angestrebt werden. Ein diesbezugliches Ungleichgewicht Uber einen langeren Zeitraum
fuhrt zu LeistungseinbuRen und kann einen Zustand des Ubertrainings zur Folge haben
% Das Ubertrainingssyndrom ist eine gefiirchtete Komplikation unter Leistungssportlern
und Leistungssportlerinnen und somit von groRem Interesse fir den Bereich der
Sportmedizin. Kennzeichnend fir das Ubertrainingssyndrom ist neben einer veranderten
Stimmungslage ein Einbruch der sportartspezifischen Leistung, die trotz eigentlich
ausreichender Erholung bestehen bleibt ''®''®, Die meisten Tests zur standardisierten
Leistungserfassung flihren jedoch zusatzlich zur Ermidung '"%'?°. Deshalb wird in
Wissenschaft und Praxis haufig eine Vielzahl von Markern verwendet, um den

Erholungsprozess zu verfolgen .

Das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) kénnte als Marker fir das Erkennen eines Ubertrainings
potenziell von Nutzen sein, allerdings nicht isoliert, sondern vielmehr in der
Zusammenschau mit anderen Zytokinen, um die Beurteilung chronischer Entzindungen

bei Sportlern festzustellen 2122,

Lee E. C. et al. schlagt vor, Marker wie Testosteron und Cortisol sowie CK zu integrieren,
um genauere Information Uber den Gesundheitszustand und den Ubertrainingsstatus
eines Athleten zu erhalten. Ein einzelner Marker scheint nicht ausreichend zu sein, um das
Ubertraining verlasslich abbilden zu kénnen *. Andere Studien kommen zu dem Ergebnis,
dass CK und LDH aufgrund ihrer schnellen Elimination aus dem Blut eher ungeeignet sind,
um Belastungsdauer >1 Tag abzubilden, und somit fir die Uberwachung von

Uberforderung ' und Ubertraining '** nicht geeignet sind.

Endokrine Marker wie das Testosteron-Cortisol-Verhaltnis werden als Marker mit
Schwellenwert fiir Ubertraining empfohlen '?. Eine Reduktion um 30 % wurde als Indikator
fir eine unzureichende Erholung vorgeschlagen '  Eine Abnahme der
Leistungsergebnisse und suboptimale Trainingsanpassung konnte bei FuBballern '¥" und
Spezialeinheiten des Militars ' mit niedrigem Testosteron-Cortisol-Quotienten festgestellt

werden.
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1.2 Sport & Regeneration
Es besteht nach wie vor ein groler Bedarf an relevanten Instrumenten fir die
Frihdiagnose des Ubertrainingssyndroms. Aus diesem Grund scheint die Suche nach

neuen Markern zur Erweiterung der aktuellen Mdglichkeiten sinnvoll.

1.3 Syndecane

Syndecane (Sdc) gehdren zu den Heparansulfat-Proteoglykanen der Typ 1
Transmembran-Proteine (HSPGs). Es werden vier verschiedene Typen in Saugern
unterschieden (Sdc-1, Sdc-2, Sdc-3 und Sdc-4) (siehe Abbildung 2). Proteoglykane
bestehen aus einem Kernprotein, an das Glykosaminoglykane (GAG) in Form von sich
wiederholenden Disaccharidketten kovalent gebunden sind. Sie kénnen nach den
gebundenen GAG-Ketten z.B. in Keratansulfat, Dermatansulfat oder, wie im Fall der
Syndecane, in Heparansulfat (HS) und Chondroitinsulfat (CS) unterteilt werden '®. Die vier
Syndecane weisen abgesehen von der extrazellularen Ektodoméane eine hohe Homologie
der Aminosaurensequenz auf (60-70 %) '°. Weitere Anteile sind die hoch konservierte
transmembrane Domane sowie die zytoplasmatische Domane, welche aus zwei
konservierten Regionen besteht (C1 und C2) und die variable Region (V) umgeben %%,
Die verschiedenen Syndecane sind gewebespezifisch unterschiedlich und weisen
verschiedene Expressionsmuster auf .In den meisten Zellen wird mehr als ein
Syndecantyp exprimiert. Mit Ausnahme der Erythrozyten exprimieren alle Zellen
mindestens einen Typen der Syndecanfamilie 323, Bis zu einem gewissen Grad kénnen
sich die verschiedenen Syndecane sogar gegenseitig ersetzen, ein Prozess, der jedoch

noch nicht in Ganze verstanden ist "3*13°,
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HS-Ketten

Shedding-
Region

C1 Region

variable
Region (V)

C2 Region
Sdc-4

Abbildung 2: Die Syndecanfamilie und ihre Struktur

lllustration der vier Mitglieder der Syndecanfamilie (Sdc-1, Sdc-2, Sdc-3 und Sdc-4). Griin: extrazellulare

Doméne mit anhdngenden HS- und CS-Ketten. Blau: Sheddingregion, gefolgt von der transmembranen
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Domane (gelb), welche sich in der Zellmembran befindet. Orange: intrazellulare Domane mit ihren zwei

konservierten Regionen (C1 und C2), welche die variable Region (V) einfassen. Modifiziert nach .

1.3.1 Syndecan-4

Das HSPG Sdc-4ist in nahezu allen kernhaltigen Zelltypen in geringem Ausmal}
vorhanden ", vermehrt jedoch in mesenchymalen, epithelialen und endothelialen Zellen
sowie in Immunzellen 233 Auch im Skelettmuskel der Maus konnte Sdc-4 nachgewiesen
werden 8, Experimente mit Kulturen von Kardiomyozyte n der Ratte zeigen, dass sich
Sdc-4 auch in Costameren befindet, welche fur die Kraftibertragung von Sarkomeren auf
d i e extrazellulare Matrix (EZM) zustandig sind ™° Auch in multiplen fir den
Entziindungsablauf relevanten und notwendigen Zellenarten, wie z.B. Neutrophilen und

Makrophagen, ist Sdc-4 zu finden ™04,

Eine Hochregulierung der Sdc-4-mRNA bei Entziindungsprozessen, ausgeldst durch
Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa) i n Chondrozyten von Mausen ', wie auch durch
mechanischen Stress auf die GefaBwand von Ratten ', ist durch Studien belegt worden.
Auch im Myokard von Ratten zeigt sich im Western Blot vermehrt Sdc-4 nach einer
sportlichen Belastung . Sowohl die Serumkonzentration von gesheddetem Sdc-4 wie
auch die Sdc-4-mRNA im Skelettmuskel steigt nach sportlicher Belastung beim Menschen
an "¢ Nachgewiesen ist auch die Beteiligung von Sdc-4 an physiologischen Prozessen
wie der Blutdruckregulation ", Angiogenese “® und Wundheilung *°. Auch bei der
Bildung, Differenzierung und Regeneration von Skelettmuskelfasern nimmt Sdc-4 eine
entscheidende Rolle ein "% und vermittelt diese Prozesse mittels verschiedener
Interaktionen. Die Hemmung der Sulfatierung von Sdc-4 fihrt zu einer verzdgerten
Proliferation und verandert die Expression des myogenen Faktor 3 (MyoD) '*°, ein Protein,
das eine entscheidende Rolle bei der Muskeldifferenzierung einnimmt. Auch
Satellitenzellen exprimieren Sdc-4 . In Sdc-4 -/- Zellen zeigt sich ein Mangel an MyoD-
Expression, Myotuben-Fusion und Differenzierung. Darlber hinaus haften Satellitenzellen

nicht und tragen nicht mehr zum Wiederaufbau des Muskels bei '*°.

Eine wichtige Funktion von Sdc-4 ist aullerdem die Vermittlung des Recyclings von
Rezeptoren %% Das Recycling des IL-1 Rezeptor Type | (IL-1R1) hdngt von Sdc-4 ab '*
und IL-1B ist ein SchlUsselzytokin des Entziindungsprozesses, der auch durch einen
starken Trainingsreiz ausgelést werden kann 2. Vor diesem Hintergrund ist die

Bedeutung von Sdc-4 und korperlicher Trainingsbelastung hochinteressant.
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1.3 Syndecane
1.3.2 Syndecan-4 und Sport

Die Bedeutung von Sdc-4 als moglicher Marker im Sport ist in der Literatur nur in
geringem Umfang beschrieben. Die Expression von Sdc-4 auf muskularer Ebene konnte
bereits gezeigt *® und mit einem Belastungsreiz in Verbindung gebracht werden, da die
Sdc-4-mRNA als Reaktion darauf im Skelettmuskel hochreguliert wird '*¢. Steigende
Serumkonzentrationen von Sdc-4 konnten als Reaktion auf eine akute Belastung, in Form
einer 45 mindtigen Ausdauerbelastung mit 70 % des individuellen VO.max, beobachtet
werden. Ein kombiniertes Kraft- und Ausdauertraining Uber 12 Wochen zeigte keine
Veranderung der Sdc-4-Konzentration zum erhobenen Ausgangswert '°. Die Beteiligung
von Sdc-4 an belastungsinduzierten Anpassungsprozessen der Muskulatur konnte am
Beispiel des Herzmuskels von Ratten und Mausen gezeigt werden. Da die Hypertrophie
des Herzmuskels nach einem Schwimmtraining mit einem Anstieg der Sdc-4-Expression
einherging und dieser bei Sdc-4 -/- Mausen deutlich geringer ausfiel als bei Wildtyp-
Mausen, fuhrte auch die experimentelle Aktivierung von Sdc-4 und nachgeschalteter

Signalwege zur Hypertrophie von Kardiomyozyten .

Da die Konzentration von gesheddetem Sdc-4 im Serum sowie die mMRNA Expression in
d e r Skelettmuskulatur belastungsbedingt zunimmt, ist es von groRem Interesse,
herauszufinden, wie es zu diesem Anstieg kommt, ob dieser belastungsabhangig
unterschiedlich ausfallt und welche Faktoren fir die Ablésung der Ektodomane

verantwortlich sind.

1.3.3 Syndecan-4 Shedding

Das Shedding von Sdc-4 im Rahmen des HSPG-Umsatzes lauft an der Zelloberflache
konstitutiv in geringem Umfang ab 32992 Pathologische Zustande, wie Entziindungen

165 sowie der Einfluss von Insulin '*® und sportliche

163164 oder mechanische Belastungen
Belastung "¢ fiihren zur Zunahme der Ablésung von Sdc-4. Die proteasenabhangige
Spaltung von Sdc-4 wird durch Sheddasen vermittelt. Verschiedene sheddasespezifische
Shedding-Stellen sind bereits beschrieben (Abbildung 3) . Die frei werdende
extrazellulare Domane sowie die anhangenden GAG-Ketten werden dann als I6sliches
oder gesheddetes Sdc bezeichnet. Die |6sliche Ektodomane von Sdc-4 wirkt als parakriner

oder autokriner Effektor %, der als solcher auch Wachstumsfaktoren, Chemokine und
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Zytokine binden %% sowie die Zelladhasion verringern und die Zellmigration fordern kann
170

Im Besonderen sind Proteasen der Matrix-Metalloproteasen-Familie als Reaktion auf
171

Wundheilungs- """ und Entziindungsprozesse '® am Shedding von Sdc-4 beteiligt '¢°'"2,
Schmidt et al. fanden heraus, dass auch die Serinproteasen Plasmin und Thrombin zu den

Sheddasen von Sdc-4 gehoren '3,

Sowohl akute als auch langfristige korperliche Aktivitat beeinflusst die EZM des
menschlichen Skelettmuskels 4. Die Auswirkung korperlicher Aktivitat auf das Sdc-4-
Shedding hat eine gestiegene Sdc-4-Serumkonzentration zur Folge. Ebenfalls steigt das
mRNA-Level der Sheddase Plasmin als Resultat sportlicher Aktivitdt an . Es wurde
jedoch nicht untersucht, ob verschiedene Belastungsformen auch eine unterschiedliche

Reaktion der Sdc-4-Serumkonzentration hervorrufen.

MMP14, MMP2

MMP2, Thrombin
MMP2 S —

- MMP2,MMP9

- Plasmin
« MMP14

Thrombin
MMP14 -

Sdc-4

bbildung 3: Dokumentierte Shedding-
Stellen von Sdc-4

Die verschiedenen Shedding-Stellen der extrazellularen Domane von Sdc-4 fur die Sheddasen Matrix
Metalloprotease 2 (MMP2), MMP9, MMP14, Plasmin und Thrombin wurden nachgewiesen '®’. Angepasst

und modifiziert nach '°.

1.3.4 Gesheddetes Syndecan-4 als Biomarker fiir Erkrankungen

Die proteolytische Spaltung der Ektodomane nahe der Plasmamembran wird als Shedding

bezeichnet '"°. Unter bestimmten pathologischen Bedingungen, wie auch nach sportlicher
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Belastung, bei Entzindungsgeschehen oder der Gewebereparatur, kommt es

nachweislich zur Zunahme des Sheddings von Sdc-4.

Als Serum-Biomarker wird gesheddetes Sdc-4 hauptsachlich mit Herzinsuffizienz und
Lungenentzindungen in Verbindung gebracht. Ldsliches Sdc-4 wird mit einem
ungunstigen linksventrikularen Umbau '"®'" ebenso wie mit Herzversagen assoziiert 8.
Im Verlauf der akuten bakteriellen Pneumonie zeigen sich mit Fortschreiten der
Erkrankung erhohte Konzentrationen von gesheddetem Sdc-4'° und erhohte
Serumspiegel korrelieren mit einer hoheren Sterblichkeit ®°. Bei der idiopathischen
interstitiellen Pneumonie zeigt sich, dass hohe Ausgangswerte von Sdc-4 eine schlechtere
Prognose zur Folge haben "®'. Erhohte Sdc-4-Serumkonzentrationen wurden, neben dem
beschriebenen Nutzen bei kardiovaskularen Erkrankungen und Lungenentzindungen,
auch bei der atopischen Dermatitis festgestellt: Sdc-4-Konzentrationen korrelieren mit dem
Schweregrad der Erkrankung, Ausbreitung der Ekzemflache und der visuellen
Analogskala fur Juckreiz '®2. In der Synovialflissigkeit von Arthrose-Patienten zeigen sich
mit Voranschreiten der Erkrankung erhohte Konzentrationen von gesheddetem Sdc-4,
weshalb Sdc-4 ein geeigneter Pradiktor fir den Schweregrad einer Arthrose ist '®3. Im
Zusammenhang mit Sport wurde gezeigt, dass Skelettmuskelzellen nach sportlicher
Belastung eine erhohte Sdc-4-Expression auf mRNA-Ebene aufweisen und sich auch
erhohte Sdc-4-Serumspiegel nachweisen lielen '*¢. Daher konnte gesheddetes Sdc-4 im

Serum ein moglicher Marker zum Belastungsmonitoring sein.

1.4 Sheddasen

1.4.1 Matrix Metalloproteinasen 9 (MMP9)

MMP9 gehdrt zu einer Gruppe von zinkabhangigen Endoproteasen. Eine Vielzahl von
Zellen wie z.B. Epithelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten, Osteoblasten, dendritischen
Zellen, Makrophagen, Granulozyten und T-Zellen produziert MMP9 '#*'8, Dieses Enzym
fordert die Zellmigration und Differenzierung und reguliert viele Entwicklungsprozesse wie
beispielsweise die Gewebereparatur und den Abbau der extrazellularen Matrix (EZM)
184186187 Wahrend pathologischer Zustande, wie der rheumatoiden Arthritis '* und
Atherosklerose % sowie bei in vivo Tierversuchen an Mausen mit defektem Dystrophin-

Gen (mdx Mausen) ™' tragt MMP9 zum Abbau der EZM und Geweberesorption bei.
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1.4 Sheddasen
MMP9 wird als Praproenzym synthetisiert. Wahrend der Translation wird das Signalpeptid
entfernt, sodass inaktives MMP9, proMMP9 entsteht. Durch Gewebe- und
Plasmaproteinasen sowie andere Vertreter der MMP-Familie und Plasmin wird proMMP9
mittels der Abspaltung des Propetids aktiviert™®'%19  Wahrend des
Entzindungsprozesses steigt die Expressionu n d Aktivitat, da MMP9 von
proinflammatorischen Zellen sezerniert und dieser Prozess durch proinflammatorische
Zytokine gefordert wird '**. Gehemmt wird die MMP9-Aktivitat unter anderem durch die
Familie der Gewebsinhibitoren, den ,Tissue Inhibitoren of Matrixmetalloproteinases®
(TIMPs) "7,

MMP9 kann selektiv einzelne Komponenten der EZM #1919 gowohl im normalen
physiologischen als auch im pathologischen Zustand verdauen '**'%" und tragt so zum
Abbau interzellularer Verbindungen bei, wodurch Einschrankungen der Zellbewegung
Uberwunden werden '8, Die plastische Modulation der Zell-EZM-Kontakte scheint fiir die

Gewebereparatur von entscheidender Bedeutung zu sein .

Heilungsprozesse der Skelettmuskulatur nach einer Verletzung und die Bildung des
Skelettmuskels im Laufe der Entwicklung sind sich ahnelnde Prozesse. Beide beinhalten
die Proliferation, Migration und Differenzierung von Muskelvorlauferzellen (siehe 1.1.4).
Die Fusion von Satellitenzellen zur Bildung von differenzierten, kontraktilen Myofibrillen ist
ein Schliisselschritt, an dem die MMP9 beteiligt ist 9720922, Die MMP-9-Konzentration im
Serum von Patienten und Patientinnen mit Duchenne-Muskeldystrophie zeigt sich erhdht
und korreliert zudem mit der Schwere des Krankheitsverlaufes 2. In vivo Tierversuche an
mdx-Mausen konnten nachweisen, dass die Hemmung von MMP9 die
Skelettmuskelstruktur und -funktion deutlich verbessert 42, Andere Studien an MMP9-
null und mdx-Mausen belegen, dass ein MMP9-Mangel Muskelschwund und
Veranderungen der Zusammensetzung von Muskelfasern verursacht 26?7, Ogasawara et
al. haben zeigen kdnnen, dass erhohte Konzentrationen von aktiviertem MMP9 zu einer

Hochregulierung des Signalwegs der Muskelhypertrophie fiihrt 2.

Sowohl die MMP9-mRNA-Konzentration und Aktivitat im menschlichen Skelettmuskel
209210 gls auch die MMP9-Konzentration 2''-2?2 und Aktivitat im Serum 2'® steigt im Rahmen
einer akuten sportlichen Belastung an. Da bekannt ist, dass MMP9 Sdc-4 sheddet '67:1%°,
ist von Interesse, ob sich auch unterschiedliche Belastungsarten auf die MMP9-

Konzentration im Serum auswirken.
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1.4.2 Plasmin

Plasmin ist der Gruppe der Serinproteasen zuzuordnen und verfugt Uber ein breites
Wirkungsspektrum. Verschiedenste Faktoren wie Wachstumsfaktoren und Zytokine
regulieren die Synthese der Komponenten des Plasmin-Systems ?22%*, Das ubiquitare
Zymogen Plasmino-Gen (Plg) wird mittels proteolytischer Umwandlung zur aktiven
Protease Plasmin. Die Umwandlung wird durch Plg-aktivierende Faktoren wie Proteasen
und Proteaseinhibitoren reguliert 2%, Plasmin ist eine Breitspektrum-Protease, welche in
der Lage ist, verschiedene Komponenten der EZM wie Fibrin, Fibronektin und
Proteoglykane abzubauen ??’. Es hat sich gezeigt, dass Plasmin bei einer Vielzahl von
pathophysiologischen Prozessen eine Rolle spielt, die mit extrazellularem Matrixabbau,
Zellmigration und Gewebeumbau einhergehen, wie es z.B. bei Entziindungsprozessen,
Wundheilung und Angiogenese der Fall ist ?*>?° Darliber hinaus aktiviert Plasmin
proMMP9 2%.22° Plasmin ist als Sheddase von Sdc-4 in Endothelzellen bekannt ""'"* und
die Plasmin-mRNA-Konzentration steigt nach einem Trainingsreiz in der Skelettmuskulatur
an "¢ Suelves et al. haben inihrer Studie an Plg-Knockout-M&usen im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen schwere Regenerationsdefizite der Skelettmuskulatur feststellen kénnen,
die auf eine verminderte Migration von Entziindungszellen in den verletzten Muskeln und

eine anhaltende Degeneration der Myotuben hinwies 2*°.

Das sdurch sportliche Betatigung Faktoren wi e gewebespezifische
Plasminogenaktivatoren (tPA), welche fur die Aktivierung von Plasmin notwendig sind, im
Plasma ansteigen #', ist ein interessantes Phanomen. Die Auswirkung verschiedener
Belastungsformen auf die Plasminaktivitat und ob Plasmin als mdgliche Sheddase von

Sdc-4 im Belastungsfall in Frage kommt, bleibt zu klaren.

1.4.3 Thrombin

Thrombin ist eine Serinprotease, die sowohl vaskulare als auch extravaskulare zellulare
Ablaufe reguliert. Extravaskular ist Thrombin mitogen flr Fibroblasten, glatte Muskelzellen
und Astrogliazellen #2%4. Im Rahmen der Gerinnung nimmt Thrombin multiple Funktionen
wahr, wie das Aktivieren von Thrombozyten, Endothelzellen und Leukozyten . Thrombin
istim Verlauf des Entziindungsprozesses an einer Vielzahl von Prozessen beteiligt, u.a.
der Aktivierung einiger Entzindungszellen sowie bei der Migration von Entzindungszellen

in das Gewebe #°%%, Dieses belegen Studien, in denen gezeigt werden konnte, dass die
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1.4 Sheddasen

Hemmung von Thrombin eine Reduktion des Entzundungsgeschehens zu Folge hatte
231.238 Physiologische Konzentrationen von Thrombin bewirken eine deutliche Verzégerung

der myogenen Differenzierung, was zur Verzégerung der Myotubenbildung flhrt 2.

Thrombin scheint fiir das konstitutive Shedding von Sdc-4 verantwortlich zu sein "7,
Ebenfalls ist das Shedding von Sdc-4 durch Thrombin in Endothelzellen bekannt "7"173,
Subramanian et al. konnten mit steigender Thrombinkonzentration eine Reduktion der
Sdc-4-Ektodomane im Kulturmedium feststellen, was auf den proteolytischen Abbau der
Syndecan-4-Ektodomane hindeutet . Fernerhat Thrombin Einfluss auf andere
Sheddasen von Sdc-4. So erhéht Thrombin die MMP9-mRNA und Proteinkonzentration in

Entziindungszellen 2%,

Durch hochintensive sportliche Belastung kommt es zu einem Anstieg von Thrombin %,

weswegen in dieser Arbeit der Hypothese nachgegangen werden soll, dass sich damit
einhergehend auch die Aktivitat von Thrombin erhdht und Thrombinso zum

belastungsabhangigen Shedding beitragen konnte.
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1.5 Zielsetzung

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob gesheddetes Sdc-4 ein Marker zur Abbildung
von sportlicher Belastung und Regenerationsprozessen sein kann und somit
Ruckschlusse auf den Leistungszustand der Sporttreibenden moglich sind. Daruber
hinaus soll der Frage nach moglichen Sheddasen von Sdc-4 im Belastungsfall
nachgegangen werden. Aus diesem Grund werden zwei unterschiedliche
Belastungsformen in Form von Kraft- und Ausdauersport einander gegenubergestellt und
die Menge an gesheddetem Sdc-4 und MMP9 im Serum gemessen sowie Veranderungen
der Plasmin- und Thrombinaktivitat im Serum untersucht.

Unter der leitenden Hypothese werden folgende Fragen im Rahmen der vorliegenden

Arbeit beantwortet:

» Zeigen sich Unterschiede in der Serumkonzentration von gesheddetem Sdc-4,

ausgelost durch eine Ausdauer- und Maximalkraftbelastung?

* Kobnnte Sdc-4 als Marker der Belastungskontrolle von Nutzen sein und/oder eignet

sich gesheddetes Sdc-4 als Marker zur Vorhersage eines Ubertrainings?

* |[st eine der Sheddasen MMP9, Plasmin oder Thrombin fur das Shedding von Sdc-4

im Belastungsfall verantwortlich?
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1.5 Zielsetzung

Material & Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Reagenzien

Die Chemikalien wurden von den folgenden Unternehmen bezogen: AppliChem
(Darmstadt), Merk (Darmstadt), Sigma Aldrich (Mdnchen), Roch (Mannheim) und Roth
(Karlsruhe). Falls Reagenzien anderer Hersteller benutzt wurden, werden sie im Verlauf

aufgefluhrt.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Folgende Betriebsstoffe des Labors wurden fur proteinbiochemische Methoden verwendet:
Reaktionsgefalle mit einem Volumen von 1,5, 2und 5 mL, wie auch Testrohrchen mit
einem Volumen von 1,5, 25 mLwurden vonEppendorf(Hamburg) bezogen.
Pipettenaufsatze in verschiedenen Grolien, 1, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000, 5000 L
von Sarstedt (Gottingen), Ausblaspipette 10 mLvon Dagra(llmenau),
Automatikpipettenaufsatze 2,5, 5 mL von Eppendorf (Hamburg) und 12,5 mL von Brand

(Wertheim) kamen zur Nutzung.

Aulerdem in Benutzung, Laborkolben von Dagra (llmenau), 96 Multiwellplatten von Nunc

(Roskilde) und Corning (Corning), sowie destilliertes Wasser.
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2.1.3 Gerate

Benutzte Geratschaften zur Durchfuhrung der Experimente sind im Folgenden aufgelistet

(siehe. Tabelle 1).

Tabelle 1: Gerate

Gerate

2.1 Materialien

Hersteller

Zentrifuge Mikro 200R

Zentrifuge HERAEUS, Fresco 17
Zentrifuge HERAEUS, Megafuge 16R
Mikroplattenleser Infinite F200 Pro
Vortex Genie 2 Mixer

Mini-Protean Tetra System
Kipprollmischer RS-TR-5

Schuttler MTS 2

CO,- Inkubator CB 150

Laborwaage AC210S-OD1
ROTA-Filler 3000

HandyStep touch

UltratiefkUhlschrank HERAfreeze HFU T

Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
TECAN, Mannedorf, Schweiz
Bohemia, USA

Bio-Rad Laboratories, Herculas, USA
Phoenix, Garbsen, Deutschland

IKA, Staufen, Deutschland

Binder, Tuttlingen, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland
Heathrow Scientific, Vernon Hills, USA
Brand, Wertheim, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
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Genutzte Fitnessgeratschaften fir die Belastungstests sind nachfolgend aufgelistet
(Tabelle 2).

Tabelle 2: Fitnessgerate

Geratschaft Hersteller

Upright Bike / Sitz Ergometer Life Fitness, Schiller Park, USA

Evo Leg Press S9LP Nautilus Inc, Vancouver, Kanada
Beinbeuger Classic Gyma80 International GmbH, Gelsenkirchen,

Deutschland

Beinstecker Classic Gyma80 International GmbH, Gelsenkirchen,

Deutschland

Pulsuhr FS3C PolarElectro Europe AG, Steinhausen,

Schweiz

Geratschaften der Blutentnahme sind im Folgenden aufgelistet (Tabelle 3).

Tabelle 3: Blutentnahmeequipment

Geratschaft Hersteller

Vacutainer SST Serumréhrchen gold Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Blutentnahmenadeln Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Octenisept mit Sprihpumpe Schulke & Meyr, Hamburg, Deutschland
Tupfer BSN medical, Hamburg, Deutschland
Pflaster BSN medical, Hamburg, Deutschland
Leukosilk BSN medical, Hamburg, Deutschland
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2.2 Methoden

2.2.1 Kohortenzusammenstellung

An der Studie nahmen 43 Personen, verteilt auf vier verschiedene Kohorten teil. Die
Verteilung der vier Kohorten war wie folgt: Maximalkraftstudie (n=18), Ausdauerstudie
(n=13), Ubertraining (n=1), Kontrollgruppe (n=11). Insgesamt sind sieben Teilnehmende in
zwei oder mehr Kohorten aufgefiuhrt: sechs Teilnehmende in der Maximalkraft- sowie

Ausdauerkohorte, eine Teilnehmerin in der Maximalkraft- und Ubertrainingsstudie.

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Otto-von-
Guericke-Universitat genehmigt (163/16). Alle Probandinnen und Probanden haben nach
Aufklarung und vor Studienbeginn ihr schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme an der

Studie gegeben.

In den drei Belastungsstudien (Maximalkraft-, Ausdauer- und Ubertrainingsstudie) wurden
Sportler und Sportlerinnen gewahlt, welche mindestens 2-3 mal in der Woche Sport
trieben. Die Kontrollgruppe bestand ausschlie3lich aus Personen, welche einmal pro

Woche oder weniger sportlich aktiv waren.

Ausschlusskriterien der Studie waren die Einnahme von antiinflammatorisch wirkenden
Praparaten eine Woche vor Beginn der Testung, da sie in den Regenerationsprozess der
Muskulatur eingreifen #22*, Ebenfalls von der Teilnahme ausgeschlossen waren
Probanden mit chronisch entzindlichen Erkrankungen, Muskelerkrankungen, akuten
Verletzungen, Muskelkater oder sportlicher Aktivitat die weniger als 48 Stunden zuricklag.

Diese Kriterien wurden vor Beginn aller Untersuchungen abgefragt.

2.2.2 Studiendesign

In dieser Studie wurde ein gerategestitztes Maximalkrafttraining einem Ausdauertraining
in Form eines Dauerlaufs gegeniibergestellt. Des Weiteren wurde eine Uberbelastung in
Form einer Uber den Zeitraum von funf Tagen andauernden ,subjektiven“ Ausbelastung
durchgefuhrt. Die drei verschiedenen Belastungsformen wurden mit einer Kontrollgruppe
verglichen. Die Probanden und Probandinnen der unterschiedlichen Versuche hatten zwei
Tage vor Beginn der Studie keinen Sport mehr gemacht, um ein einheitlich vergleichbares

Basallevel an freiem Sdc-4im Serum zu erreichen. Unmittelbar vor Beginn der

24



2.2 Methoden
Maximalkraft-, Ausdauer- und Kontrollstudie fand die erste Blutabnahme statt (P0O). Die
zweite Blutentnahme fand unmittelbar nach der sportlichen Belastung, bzw. im Falle der
Kontrollgruppe, zwei Stunden nach der ersten Blutentnahme statt (Ppost bzw P2). Die
letzte Blutentnahme (P>24) fand zwischen 24 und 28 Stunden spater statt. Bis zu diesem
Zeitpunkt durfte es keine erneute sportliche Betatigung gegeben haben. Im Verlauf der
Uberbelastungsstudie wurden an den Tagen (T1,T3,T5) vor Beginn der Belastung (P0),
nach der Belastung (Ppost) und 24 Stunden nach der Belastung Blutenthommen (P>24).
An den dazwischen liegenden Tagen hat sich die Teilnehmerin weiterhin subjektiv

ausbelastet.

2.2.3 Maximalkraftstudie

Um das individuelle Trainingsgewicht festzulegen, wurde eine 1RM-Testung durchgefihrt.
Jeder 1RM-Testung ging ein dynamisches Aufwarmen von zehn Minuten mit 100 Watt auf
dem Fahrradergometer voraus, welches dem Bereich der Langzeitausdauer | entspricht
und ideal zur Erwarmung der Muskulatur ist . Danach begann die 1RM-Testung an allen
drei Geraten mit der Abfolge Beinpresse, Beinbeuger, Beinstrecker.

Das Startgewicht wurde so gewahlt, dass eine Wiederholungsanzahl von 20 nicht
uberschritten wurde. Falls doch geschehen, wurde eine Pause von drei Minuten bis zum
Folgeversuch gewahrt. Nachfolgend wurde mittels der Epley-Formel ( Formel 1) % das
individuelle 1RM errechnet und anschlieBend mit 80 % des 1RM drei Satze mit 6-8
Wiederholungen an Beinpresse, Beinbeuger und Beinstrecker mit jeweils zwei Minuten

Pause zwischen den Satzen durchgefihrt.

1RM=wXx(1+r/30)

Formel 1: Epley-

Formel

2.2.4 Ausdauerstudie

Vor Beginn der Ausdauerstudie wurden die Ruhepulse der teilnehmenden Personen
ermittelt. Die Probanden und Probandinnen ermittelten selbststandig an drei Tagen direkt

nach dem Aufwachen ihren Puls. Aus den drei Werten wurde anschlieend der Mittelwert
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2.2 Methoden

erhoben und mittels Formel 2 die Trainingsherzfrequenz (Tr.-Hf) nach Lagerstréom

ermittelt 424,

Der Ausdauertest bestand aus einem Dauerlauf fir 45 Minuten bei der individuell

berechneten Tr.-Hf.

Tr .— Hf = Hf g H (220 — Lebensalter ) — Hf z... ]}0 ,66

Formel 2: Trainingsherzfrequenz nach Lagerstrém

2.2.5 Kontrollgruppe

Die Probanden und Probandinnen der Kontrollgruppe sind, ebenso wie die der
Belastungsgruppen, keiner sportlichen Aktivitat vor der ersten Blutentnahme
nachgegangen. Die zweite Blutentnahme erfolgte nach zwei Stunden. In dieser Zeit gab
es keine sportliche Aktivitat im Gegensatz zu den Belastungsgruppen. Die letzte

Blutentnahme erfolgte parallel zu den Belastungsgruppen nach 24 h.

2.2.6 Uberbelastungsstudie

Zur Darstellung einer Uberbelastung hat sich die Teilnehmerin (iber den Zeitraum von fiinf
Tagen jeden Tag mittels eines Rennrad-, Lauf- oder Schwimmtrainings bis zur subjektiven
Belastungsgrenze ausbelastet und zu den Zeitpunkten T1, T3und TS5 im bereits

angegebenen Schema zur Analyse Blut enthommen.

2.2.7 Probenentnahme

Die Blutentnahme an allen Probanden erfolgte nach der Standard-Arbeitsanleitung zur
peripher vendsen Blutentnahme der DGKL . In Ausnahmefallen wurde auf die Punktion
von Gefalden des Rete venosum dorsale manus ausgewichen. Die Entnahme der Proben
Ppra bzw. PO, Ppost bzw. P2 wurde nach Mdglichkeit nicht am selben Arm entnommen,
die P24 Probe nach Probandenwunsch am jeweiligen Arm. Anschlieliend wurden die
Proben zentrifugiert (2500 g, 10 min, 8°C), das Serum in Testrohrchen abpipettiert und bei

-80 C° eingefroren.
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2.2.8 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Die Serumkonzentration verschiedener Proteine wurde mittels Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA)gemessen. Die Proben wurden in unterschiedlicher

Verdunnung verwendet, wie Tabelle 4 zeigt.

Tabelle 4: ELISAs

Protein Probe Verdiinnung Hersteller
Sdc-4 Serum 1:100 Immuno-Biological Laboratories Co.
MMP9 Serum 1:100 R&D systems®
1:500 R&D systems®
ELISA Sdc-4

Zur quantitativen Bestimmung von humanem Sdc-4 wurde das ,Human Syndacan-4 Assay
Kit-IBL® international (Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd,) benutzt. Der ELISA wurde
nach Anleitung des Herstellers durchgefuhrt. Als Proben wurde Probandenserum benutzt,
welches bei -80 °C gelagert wurde. Die Verdlinnung war in allen Durchlaufen 1:100 mit ,4,
EIA buffer” (Tabelle 4). Ausgelesen wurde mit dem Mikroplattenleser Infinite F200 Pro

(Tecan) bei einer Wellenlange von 430 nm.

ELISA MMP9
Fur die quantitative Bestimmung von menschlichem Totalem-MMP 9 wurde das

,Quantikine® ELISA Human MMP-9 Immunoassay“ Set (R&D systems® a biotechne®
brand) benutzt. Der ELISA wurde nach Anleitung des Herstellers durchgefihrt. Die
Probenverdiunnung mit ,Calibrator Diluent RD5-10“ war 1:100 (Maximalkraftkohorte),
1:500 (Ausdauer- und Kontrollkohorte) (Tabelle 4). Ausgelesen wurde mit dem

Mikroplattenleser Infinite F200 Pro (Tecan) bei einer Wellenlange von 430 nm.

2.2.9 Bestimmungsmethode der Enzymaktivitat
Die Enzymaktivitat wurde mittels fluorometrischer Bestimmung im Serum nachgewiesen.

Die Proben wurden unverdinnt und verdinnt aufgetragen, wie in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Aktivitats-Assays

Protein Probe Verdiinnung Hersteller
Plasmin Serum unverdinnt Sigma-Aldrich
Thrombin Serum 1:50 Sigma-Aldrich

Plasminaktivitats—Assay
Zur Aktivitatsbestimmung von humanem Plasmin wurde das ,Plasmin Activity Assay Kit

(Fluorometric)“ (Sigma-Aldrich) genutzt. Der Assay nutzt die Fahigkeit von Thrombin, ein
synthetisches Substrat proteolytisch zu spalten und Fluorophor, 7-Amino-4-methylcumarin
(AMC), freizusetzen, das mit einem Fluoreszenzlesegerat leicht quantifiziert werden kann.
Die Analyse wurde nach Anleitung des Herstellers durchgeftihrt. Abweichend wurde das
Serum nur in Einfachbestimmung aufgetragen sowie alle Proben pur bestimmt (50ul). Das
Assay-Kit wurde 15 Minuten lang im Mikroplattenleser Infinite F200 Pro (Tecan)
ausgelesen. AnschlieRend wurde di e relative Fluoreszenzeinheit (ARFU) zu den
Zeitpunkten 419,9 Sekunden und 599,9 Sekunden ermittelt. Di e Plasminaktivitat in ng
wurde durch den Vergleich mit der Plasmin-Standardkurve errechnet. AnschlieRend wurde

die Enzymaktivitat anhand der Anleitung beiliegenden Formel ( Formel 3) errechnet.

Plasminmenge der Standardkurve (ng)
aufgetragenes Serumvolumen pro Well (mL )X Verdiinnungsfaktor

Plasminaktivitdt (ng/mL)=

Formel 3: Plasminaktivitatsformel

Thrombinaktivitatsassay
FUr die Aktivitatsbestimmung von menschlichem Thrombin wurde das ,Thrombin Activity

Assay Kit (Fluorometric)* (Sigma-Aldrich) benutzt. Die Analyse wurde nach Anleitung des
Herstellers durchgeflihrt. Abweichend wurde eine schwarze Mikroplatte mit durchsichtigem
Boden genutzt, das Serum nur in Einfachbestimmung aufgetragen sowie alle Proben im
Verhaltnis 1:50 bestimmt. Der Assay macht sich die Fahigkeit von Thrombin zunutze, ein
synthetisches Substrat proteolytisch zu spalten und das Fluorophor AMC freizusetzen,
welches mit einem Fluoreszenzlesegerat leicht quantifiziert werden kann. Der Assay
wurde fur 45 Minuten im Mikroplattenleser Infinite F200 Pro (Tecan) ausgelesen. Danach
wurde die ARFU, zu den Zeitpunkten 600 Sekunden und 900 Sekunden ermittelt und die

Thrombinaktivitdt in ng durch den Vergleich mit der Thrombin-Standardkurve errechnet.
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Die Enzymaktivitat wurde nachfolgend mittels der vom Hersteller beigefligten Formel

( Formel 4) berechnet.

Thrombinmenge der Standardkurve(ng)

Thrombinaktivitit (ng/mL )=
rombinaktivitdt (ng/mlL) aufgetragenes Serumvolumen pro Well (mL) X Verdiinnungsfaktor

Formel 4: Thrombinaktivitatsformel

2.2.10 Statistik
Alle statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism (Version 7.01) durchgefuhrt.

Die generierten Einzelwerte wurden kohorten- und wertspezifisch zu den Zeitpunkten PO,
Ppost bzw. P2 und P>24 sowie Muskelkater (Ja/Nein), das bewegte Gewicht in kg und der
B M | mittels Anderson-Darling-Test auf ihre statistische Verteilung getestet. Als
parametrischer Test wurde ein Repeated Measures (RM) one-way ANOVA mit
anschlieender Tukey-Mehrfach-Parameter-Vergleichstestung benutzt. Im Falle einer
nicht parametrischen Verteilung wurde ein Friedman bzw. Kruskal-Wallis-Test mit sich
anschlieendem Dunn-Mehrfach-Parameter-Vergleichstest oder ein Mann-Whitney-U-Test
durchgefuhrt. Zur Korrelationsprufung wurde eine Rangkorrelationsanalyse nach
Spearman berechnet. Die Ergebnisse wurden in Balkendiagrammen dargestellt, welche
bei parametrischer Verteilung den Mittelwert + SEM prasentieren. Bei einer nicht
parametrischen Verteilung hingegen reprasentieren sie den Median mit 95 %
Konfidenzintervall. D i e Streudiagramme zeigen d i e gegeneinander aufgetragenen
Einzelwerte. Die gewahlte Darstellungsart, so wie der verwendete statistische Test, ist in

den Abbildungslegenden der jeweiligen Darstellung angegeben.
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Ergebnisse

Zur Uberpriifung, ob Sdc-4 eine Rolle in der Belastungssteuerung spielen kann, wird
mittels einer prospektiven Kohortenstudie, Belastungund Regeneration der
Sporttreibenden a bgebildet. Zwei verschiedene Belastungsreize werden einer
Kontrollgruppe gegenubergestellt, um den Einfluss auf Serumparameter verschiedener

Belastungsreize besser erfassen zu kdnnen.

In der Maximalkraftstudie wird die Trainingsbelastung mittels des 1RM festgelegt,
wohingegen in der Ausdauerstudie die Formel nach Lagerstrom zum Einsatz kommt, um
den individuellen Trainingspuls zu ermitteln. Verglichen werden diese mit einer

Kontrollgruppe, die keinen Belastungsreizen ausgesetzt ist.

Vor, unmittelbar nach und einen Tag nach der Belastung wird Blut enthommen.

3.1 Teilnehmerauswertung

Insgesamt nahmen 43 Testpersonen an der Studie teil, verteilt auf vier Gruppen. Die mit
insgesamt 18 Testpersonen grolite Kohorte stellt die Gruppe des Maximalkrafttrainings
dar, dere n Merkmalsauspragung inTabelle 6 zusammengefasstwird. Die
Geschlechterverteilung ist mit 61,11 % Frauen zu 38,88 % Mannern ungleich verteilt. Im
Bezug auf Alter (4:27,71; 9:27,54) und BMI (3:23,13; 9:22,3) zeigen sich im Durchschnitt
nur minimale Unterschiede zwischen den Geschlechtern. Bei den bewegten Gewichten
hingegen manifestiert sich ein deutlicher Kraftunterschied zugunsten des mannlichen
Geschlechts (Beinpresse: 3:282,28kg, 2:179,18kg, p=0,0002; Beinbeuger: 3:75,71kg,
Q:58kg, p=0,0073; Beinstrecker: 3:66,85kg, 9:49,7kg, p=0,0293). Auffallend ist ebenfalls,
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3.1 Teilnehmerauswertung

dass in der Gruppe der Manner nach >24 Stunden verstarkt Muskelkater zu beobachten
ist (3:85,71 %; 9:72,72 %) jedoch ohne statistische Signifikanz. Ein Mann-Whitney-U-Test

wurde in beiden Fallen durchgefuhrt.

Tabelle 6: Teilnehmende der Maximalkraftstudie

Deskriptive Statistik der Verteilung von Geschlecht, Alter, BMI, bewegten Gewichte und

Reaktion der Probanden auf die Belastung in Form von Muskelkater.

N=18 Durchschnitt Median Min Max
Geschlecht 11 (61,11 %) 7 (38,88 %)
& 3

Alter 27,61 28 19 42

27,54 27,71 28 28 19 42

22 32

BMI 22,26 23,20 18,1 26,3

22,3 23,13 23 23,4 18,1 26,3

21 25,2
1RM 219,27 211,5 140 354
Beinpresse 179,18 282,28 176 278 140 235
(kg) 222 354
1RM 64,88 66,5 35 88
Beinbeuger 58 75,71 57 73 35 88
(kg) 59 85
1RM 56,76 56 40 84
Beinstrecker 49,7 66,85 51,5 69 40 66,6
(kg) 50 84
Muskelkater 14 (77,77 %)
8(72,72%) 6 (85,71 %)

Legende:
alle weibliche mannliche

Testpersonen Testpersonen Testpersonen
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Die Merkmalsauspragung der Ausdauerstudie mit insgesamt 13 Versuchspersonen ist in
Tabelle 7 dargestellt. Das weibliche Geschlecht ist mit (61,53 %) im Vergleich zum
mannlichen (38,46 %) (iberreprasentiert. Uberdies zeigen sich bis auf die Tatsache, dass
der mannliche Teil der Kohorte zu weniger Muskelkater neigt (3:20 %; 9:25 %), kaum

Unterschiede.

Tabelle 7: Teilnehmende der Ausdauerstudie

Deskriptive Statistik der Verteilung von Geschlecht, Alter, BMI, Ruhepuls, Trainingspuls

und Muskelkater.

N=13 Durchschnitt Median Min Max
Geschlecht 8 (61,53 %) 5 (38,46 %)
? 3
Alter 25,23 27 19 29
19 29
245 26,4 25,5 27
22 29
BMI 21,93 22,3 16,1 25,9
16,1 25,9
21,2 23,08 20,85 22,8
21 25,4
Ruhepuls 55,61 56 51 64
(bpm) 51 64
55,12 56,4 56 56
52 61
Trainingspuls 147,23 147 145 153
(Bpm) 145 153
147,5 146,8 146,5 147
145 149
Muskelkater 3 (23,08 %)
2 (25 %) 1 (20 %)
Legende:
alle weibliche mannliche

Testpersonen Testpersonen Testpersonen
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3.1 Teilnehmerauswertung

Die Kontrollkohorte besteht aus 11 Testpersonen, dere n Charakteristika in Tabelle 8
aufgelistet sind. Es zeigen sich im Durchschnitt nur minimale Unterschiede zwischen den
Geschlechtern hinsichtlich des Alters (2:31; 9:28,5) und BMI (3:25,54; 9:25,65).

Tabelle 8: Teilnehmende der Kontrollstudie

Deskriptive Statistik der Verteilung von Geschlecht, Alter und BMI.

6 (54,54 %) 5 (45,45 %)

Q 3
29,63 28 21 43
21 39
28,5 31 26,5 29
22 43
25,6 24,8 19,8 40,1
19,8 40,1
25,65 25,54 23,2 25,2
22,3 28,4
Legende:
alle weibliche mannliche

Testpersonen Testpersonen Testpersonen

33



3.1 Teilnehmerauswertung

Die Merkmale der einzigen Teilnehmerin des Ubertrainings sind in Tabelle 9 angegeben.
Die Teilnehmerin liegt mit einem BMI von 23,6 deutlich unter dem bundesdeutschen
Durchschnitt ihrer Altersklasse von 26 4.

Tabelle 9: Teilnehmerin Ubertraining

Deskriptive Statistik der Verteilung von Geschlecht, Alter und BMI.

42
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3.2 Gesheddetes Sdc-4

3.2.1 Losliches Sdc-4 im Serum in Zusammenhang mit sportlicher Belastung

Mit dem Ziel, Veranderungen von lI6slichem Sdc-4 im Serum bei sportlicher Belastung zu
dokumentieren, wurden die Serum-Sdc-4-Werte eines gerategestutzten
Maximalkrafttrainings, einer Ausdauerbelastung, einer Kontrollgruppe sowie einer

Uberbelastung bestimmt.

Belastungsbedingte Anderungen des Sdc-4-Levels im Serum wurden schon friiher
beschrieben (Bertrand unpubliziert), daher soll untersucht werden, ob Sdc-4 als
Belastungsmarker flr Sportintensitaten etabliert werden kann. Daflr wurden Probanden
unterschiedlichen sportlichen Belastungen ausgesetzt und die Sdc-4-Level im Serum vor
der Belastung (P0), direkt nach der Belastung (Ppost), und 24 Stunden nach der
Belastung (P>24) mittels spezifischen Sdc-4-ELISA analysiert.

Abbildung 4 zeigt die belastungsabhéngige Anderung des Sdc-4-Serumlevels in den
verschiedenen Kohorten. Es zeigt sich ein durch Maximalkraftbelastung (Abbildung 4A)
ausgeloster Anstieg des gesheddeten Sdc-4 im Serum der Probanden und Probandinnen
von PO zu Ppost um 22,56 % (p=0,0134) gefolgt von einer Abnahme von Ppost zu P>24
um 36,10 % (p=0,0006). Zwischen der gemessenen Menge von gesheddetem Sdc-4 vor
und >24 Stunden nach dem Training zeigt sich kein signifikanter Unterschied. Das
Ausdauertraining (Abbildung 4B) zeigt einen deutlichen Abfall von Ppost zu P>24h um
25,76 % (p=0,0006), wohingegen im Vergleich der anderen Messpunkte kein signifikanter
Unterschied bestand. In der Kontrollgruppe (Abbildung 4C) hat sich die Menge des
l6slichen Sdc-4 im Serum nicht verdndert. Wahrend des Ubertrainings (Abbildung 4D)
zeigt sich ab Tag drei (T3) ein vergleichbares Muster zu dem des Maximalkrafttrainings.
Zu sehen ist ein Anstieg von T3P0 zu T3Ppost um 35,19 %, gefolgt von einem Abfall von
T3Ppost zu T3P>24 um 56,67 %. Ahnlich verhalt es sich auch an Tag fiinf (T5), an dem
sich ein Anstieg von T5P0 zu T5Ppost um 43,56 %, gefolgt von einem Abfall von T5Ppost
zu T5>24 um 53,06 % zeigt. Die Sdc-4-Konzentration verhalt sich unter verschiedenen

Belastungsreizen also unterschiedlich.
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bbildung 4: Gesheddedes Sdc-4 nach sportlicher Belastung
Konzentrationen von gesheddetem Sdc-4 in humanem Serum wurden mittels ELISA analysiert, welcher den
extrazelluldren Anteil von Sdc-4 bindet. Die Proteinlevel von Sdc-4 sind in Prozent angegeben und auf den
P O0bzw. T1PO Wert normiert. Zeitpunkte der Blutentnahme: PO= vor Beginn der Studie bzw. vor dem
nachsten Belastungsreiz, Ppost bzw. P2= nach Belastung bzw. zwei Stunden nach Entnahme der ersten
Probe, P>24= >24 nach Ende der Belastung. (A) In der Maximalkraftstudie sind die Level an gesheddetem
Sdc-4 bei Ppost im Vergleich zu PO erhéht und bei P>24 im Vergleich zu Ppost verringert (P0=100 %,
Ppost=122,56 £ 7,02 % (Po vs. Prosty=0,0134), P>24=86,44 + 8,35 % (P(rpost vs. p>24)=0,0006); n=18). Die Werte
sind als Mittelwerte £+ SEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde eine einfache ANOVA mit
wiederholten Messungen und anschlieRender Tukey-Mehrfach-Parameter-Vergleichstestung durchgefiihrt.
(B) Die Level an gesheddetem Sdc-4 sind in der Ausdauerstudie bei P>24 im Vergleich zu Ppost verringert.
(P0=100 %, Ppost=111,9 % (KI(95%)=99,45-119,3 (P(ro vs Pposy=0,3500), P>24=86,18 % (KI(95 %)=81,98-
96,60 (P(ppost vs p>24)=0,0006); n=13). Die Werte werden als Median mit 95 % Konfidenzintervall dargestellt. Ein
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3.2 Gesheddetes Sdc-4

Friedman-Test mit anschlieRendem Dunn-Mehrfach-Parameter-Vergleichstest wurde vollzogen. (C) Die
Kontrollgruppe zeigt keine Anderung der gesheddeten Sdc-4-Level. (P0=100 %, P2=86,25 % (KI(95
%)=21,86-103,6, P>24=97,23 % (KI(95 %)=17,15-115,3; n=11). Die Werte werden als Median mit 95 %
Konfidenzintervall dargestellt. Ein Friedman-Test mit anschlieBendem Dunn-Mehrfach-Parameter-
Vergleichstest wurde durchgefiihrt. (D) Konzentration von gesheddetem Sdc-4 wahrend eines Ubertrainings
(T1P0=100 %, T1Ppost=87,61 %, T1P>24=92,37 %, T3P0=89,48 %, T3Ppost=124,68 %, T3P>24=67,99 %,

T5P0=99,49 %, T5Ppost=143,05 %, T5P>24=90 %; n=1). Es handelt sich um Einzelwerte.
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3.2 Gesheddetes Sdc-4

3.2.2 Unterschiedliche Belastungsarten beeinflussen die Sdc-4-Level im Blut

Um zu vergleichen, ob die unterschiedlichen Belastungsarten die Sdc-4-Level im Blut
unterschiedlich beeinflussen, sind im Folgenden (Abbildung 5) die Sdc-4-Level nach

Belastung sowie 24 Stunden nach Beendigung der Belastung untereinander verglichen
worden.

Es zeigt sich unmittelbar nach der Belastung bei beiden Belastungsformen (Maximalkraft
und Ausdauer) ein signifikanter Anstieg von gesheddetem Sdc-4 im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Pmpost vs k2=0,0022; p(apost vs k2=0,0158). Wahrend dieser be ider
Maximalkraftbelastung 30,98 % betragt, ergibt sich bei der Ausdauerbelastung ein Anstieg
von 25,67 % (Abbildung 5A). Zum Zeitpunkt P>24 finden sich keine signifikanten
Unterschiede (Abbildung 5B). Unterschiedliche Belastungsreize spielen also womdglich
eine Rolle fur Veranderungen der Sdc-4-Konzentrationen.
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Abbildung 5: Belastungsabhangiger Anstieg von gesheddetem Sdc-
4

Die Konzentrationen von gesheddetem Sdc-4 in humanem Serum wurden mittels ELISA analysiert, welcher
den extrazellularen Part von Sdc-4 bindet. Veranderungen der Proteinlevel sind in Prozent angegeben und
auf den PO Wert der jeweiligen Kohorte normiert. (A) Es zeigt sich im Vergleich mit der Kontrollgruppe ein
starkerer Anstieg von Sdc-4 nach einem Maximalkrafttraining als bei einem Ausdauertraining (K2=86,2516
% (KI(95 %)=21,86-103,6, n=11; Apost=111,94 % (KI(95 %)=99,45-119,3 (Pnpost vs k2=0,0158), n=13;
Mpost=117,244 % (KI(95 %)=98,03-135,6 (Ppost vs k2=0,0022), n=18). (B) Im Vergleich der >24-Stunden-
Werte mit der Kontroligruppe ergeben sich keine signifikanten Unterschiede (K>24=97,22 % (KI(95
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3.2 Gesheddetes Sdc-4

%)=17,15-115,3, n=11; A>24=86,18 % (KI(95 %)=81,98-96,60, n=13; M>24=87,56 % (KI(95 %)=71,75-
105,7, n=18).

Die Werte (A) und (B) werden als Median mit 95 % Konfidenzintervall dargestellt. Als statistischer Test

wurde ein Kruskal-Wallis Test mit anschlie@endem Dunn-Mehrfach-Parameter-Vergleichstest durchgefihrt.
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3.3 Regulation von Sdc-4-Sheddasen wahrend der sportlichen Belastung

3.3 Regulation von Sdc-4-Sheddasen wahrend der sportlichen

Belastung

3.3.1 Regulation von MMP9 im Serum bei sportlicher Belastung

Das Shedding von Sdc-4 durch MMP9 ist schon in anderem Gewebe beschrieben 72183,
Aus diesem Grund soll untersucht werden, ob MMP9 auch bei muskularer Beanspruchung
als Sheddase von Sdc-4 in Frage kommt. Dafur wurden die Probanden und Probandinnen
unterschiedlichen Belastungen ausgesetzt und die MMP9-Level im Serum vor der
Belastung (PO0), direkt nach der Belastung (Ppost), und 24 Stunden nach der Belastung
(P>24) mittels spezifischen MMP9-ELISA analysiert.

Abbildung 6 veranschaulicht die belastungsabhangige Anderung der MMP9-Level in den
verschiedenen Kohorten. Unmittelbar nach der Maximalkraftbelastung zeigt sich keine
signifikante Veranderung der MMP9-Konzentration (Abbildung 6A). Jedoch kommt es
nach Beendigung der Belastung von Ppost zu P>24 im Verlauf zu einem Abfall der MMP9-
Konzentration um 37,49 % (p=0,0031). Sowohl in der Ausdauerkohorte, als auch in der
Kontrollgruppe kommt es zu keiner signifikanten Veranderung des Enzymlevels von
MMP9 (Abbildung 6B+C). | n Abbildung 6D zeigt sich zu Beginn des Ubertrainings am
ersten Tag (T1) ein Abfall des Enzymlevels nach der Belastung von T1P0 zu T1Ppost um
34,2 %, der auch innerhalb der nachsten 24 Stunden auf niedrigem Niveau bleibt. An T3
ist ein Anstieg des PO-Wertes um 59,22 % gegenuber dem P0O-Wert von T1 zu sehen.
Anschlieend ist auch hier ein Abfall der Enzymkonzentration von T3P0 zu T3Ppost um
44,2 % zu beobachten, der im weiteren Verlauf zwischen T3Ppost und T3P>24 um weitere
35,03 % abfallt. Ab T5 befinden sich alle Werte Uber dem Ausgangsniveau von T1PO0.
Uberdies zeigt sich ein Anstieg von T5Ppost zu T5P>24 um 24 %. Die Starke eines

Belastungsreizes scheint eine Rolle fir die MMP9-Konzentration zu spielen.
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bbildung 6: MMP9 reagiert bei extremen Belastungen

Konzentrationen von MMP9 in humanem Serum wurden mittels ELISA analysiert. Die Enzymkonzentration
ist in Prozent angegeben und auf den PO bzw T1P0 Wert normiert. Zeitpunkte der Blutentnahme: PO= vor
Beginn der Studie bzw vor dem nachsten Belastungsreiz, Ppost bzw. P2= nach Belastung bzw. zwei
Stunden nach Entnahme PO, P>24= >24 nach Ende der Belastung. (A) Bei der Maximalkraftstudie ist das
Konzentrationslevel von MMP9 zum Zeitpunkt P>24 verringert im Vergleich zu PO und Ppost (P0=100 %,
Ppost=102,81 £ 9,34 % (Pppost vs p>24)=0,0031), P>24=65,33 + 6,02 % (P(ro vs p>24)=<0,0001); n=18). Die Werte
sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde eine einfache ANOVA mit
wiederholten Messungen und anschlieRender Tukey-Mehrfach-Parameter-Vergleichstestung durchgefiihrt.
(B) Wahrend der Ausdauerstudie zeigte sich keine Anderung der MMP9-Konzentration (P0=100 %,
Ppost=98,68 % (KI(95 %)=90,90-133, P>24=106,51 % (KI(95 %)=85,95-125,2; n=13). Die Werte werden als
Median mit 95 % Konfidenzintervall dargestellt. Ein Friedman-Test mit anschlieRendem Dunn-Mehrfach-
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3.3 Regulation von Sdc-4-Sheddasen wahrend der sportlichen Belastung

Parameter-Vergleichstest wurde vollzogen. (C) Auch die Werte der Kontrollgruppe verandern sich im Verlauf
nicht (P0=100 %, P2=101,47 % (KI(95 %)=62,35-526,9, P>24=72,49 % (KI(95 %)=0-111,3; n=11). Die Werte
werden als Median mit 95 % Konfidenzintervall dargestellt. Ein Friedman-Test mit anschlieRendem Dunn-
Mehrfach-Parameter-Vergleichstest wurde durchgefiihrt. (D) Durch Ubertraining ausgeldster Abfall des
MMP9-Levels am ersten Tag (T1P0=100 %, T1Ppost=65,69-34,2 %, T1P>24=63,97-36,02 %; n=1). An T3
zeigt sich, abgesehen von T3P>24 ein Anstieg im Vergleich zum T1P0 Wert (T3P0=159,22+59,22 %,
T3Ppost=115,02+15,02 %, T3P>24=79,98-20,01 %; n=1). An T5 sind alle Werte im Vergleich zu T1P0
erhoht (T5P0=141,27+41,3 %, T5Ppost=141,5 +41,5 %, T5P>24=165,57+65,57 %; n=1). Es handelt sich um

Einzelwerte.
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3.3 Regulation von Sdc-4-Sheddasen wahrend der sportlichen Belastung

Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen I6slichem Sdc-4 im Serum und der
Sheddase MMP9 in einer der Kohorten festzustellen, werden nachfolgend (Abbildung 7)
alle Einzelwerte der Probanden und Probandinnen in den jeweiligen Kohorten
gegeneinander aufgetragen, um mittels Spearman-Analyse eine Korrelation festzustellen.
Zwischen dem Sdc-4- und MMP9-Level der Proben bei einer Maximalkraftbelastung zeigt
sich eine positive Korrelation (rs=0,2695) (Abbildung 7A). Die dargestellte
Ausdauerbelastung und Kontrollgruppe weist hingegen keine Signifikanz hinsichtlich einer
Korrelation zwischen Sdc-4 und MMP9 auf (Abbildung 7B+C). Die Ergebnisse legen nahe,
dass Sdc-4 durch MMP9 in die I6sliche Form gesheddet wird.
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bbildung 7: Korrelation zwischen gesheddetem Sdc-4 und MMP9

(A) Um den Zusammenhang zwischen Sdc-4 und MMP9 der Maximalkraftkohorte zu testen, wurden die
jeweiligen Werte gegeneinander aufgetragen. Beide Gruppen korrelieren positiv miteinander (rs=0,2695
(KI(95 %)=-0,006-0,51 ; p=0,0487; n=54). (B) Das gleiche wurde mit den Werten der Ausdauerkohorte
durchgefiihrt, zeigt aber keine Korrelation (rs=0,1632 (KI(95 %)=-0,17-0,45; p=0,3210; n=39). (C) So auch in
der Kontrollkohorte (r:=0,06668 (KI(95 %)=-0,28-0,41; p=0,7123; n=33). (A-C) Zur statistischen Analyse

wurde eine Korrelation nach Spearman durchgefiihrt.
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3.3 Regulation von Sdc-4-Sheddasen wahrend der sportlichen Belastung

3.3.2 Regulation der Plasminaktivitat im Serum bei sportlicher Belastung

Plasmin ist bereits als Sheddase flir Sdc-4 beschrieben und ist beteiligt an der basalen
Shedding-Rate von Sdc-4 ™. Aus diesem Grund soll untersucht werden, ob sich
belastungsbedingte Veranderungen der Plasminaktivitat zeigen. Zu diesem Zweck,
wurden die teilnehmenden Probanden und Probandinnen den bereits im vorhergehenden
Kapitel dargestellten sportlichen Belastungen ausgesetzt und die Plasminaktivitat im
Serum vor der Belastung (PO0), direkt nach der Belastung (Ppost), und 24 Stunden nach

der Belastung (P>24) mittels fluorometrischer Enzym-Analyse analysiert.

Abbildung 8 zeigtdie belastungsabhangige Anderung der Plasminaktivitat in den
verschiedenen Kohorten. Abbildung 8A dokumentiert den nach Maximalkrafttraining
beobachtbaren Anstieg der Plasminaktivitat von PO zu P>24 um 22 % (p=0,0014), sowie
einen Anstieg von Ppost zu P>24 von 43,43 % (p=0,0373). In der Ausdauerkohorte ist
eine Zunahme der Plasminaktivitdt von PO zu Post um 22,96 % (p=0,0223) zu sehen,
wohingegen zwischen den anderen Messpunkten keine Signifikanz nachgewiesen werden
kann (Abbildung 8B). Die Kontrollgruppe belegt einen Unterschied der Plasminaktivitat
zwischen den Zeitpunkten PO und P>24 um 24 % (p=0,0273). Daruber hinaus sind keine
signifikanten Unterschiede zu belegen (Abbildung 8C). Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass die Starke eines Belastungsreizes eine Rolle fur Veranderungen der Plasminaktivitat

zu spielen scheint.
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bbildung 8: Steigende Plasminaktivitat bei Belastung

Die Plasminaktivitdti n humanem Serum wird mittels fluorometrischer Bestimmung analysiert. Die
Plasminaktivitat ist in Prozent angegeben und auf den PO Wert normiert. Zeitpunkte der Blutentnahme: P0O=
vor Beginn der Studie, Ppost bzw. P2= nach Belastung bzw. zwei Stunden nach Entnahme PO, P>24= >24
nach Ende der Belastung. (A) In der Maximalkraftstudie ist die Plasminaktivitat bei P>24 in Vergleich zu PO
sowie Ppost erhoht (P0=100 %, Ppost=122,01 % (KI(95 %)=94,91-160,7 (P(post vs p>24)=0,0373), P>24=165,45
% (KI(95 %)=111,4-197,3 (Pro vs p>24)=0,0014); n=18) . Die Werte werden als Median mit 95 %
Konfidenzintervall dargestellt. Ein Friedman-Test mit anschlieBendem Dunn-Mehrfach-Parameter-
Vergleichstest wurde vollzogen. (B) Die Plasminaktivitat ist in der Ausdauerstudie bei Ppost im Vergleich zu
PO erhoht (P0=100 %, Ppost=122,93 + 7,35 % (Pwo vs pposy=0,0223), P>24=125,11 + 10,45 %; n=13). Die
Werte sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde eine einfache ANOVA mit
wiederholten Messungen und anschlieRender Tukey-Mehrfach-Parameter-Vergleichstestung durchgefiihrt.
(C) Die Kontrollgruppe zeigt einen Unterschied der Plasminaktivitdt zwischen PO und P>24 (P0=100 %,
P2=125,04 £10,14 % (provs p2=0,0779), P>24=124,02 7,75 % (P(ro s p>24y=0,0273); n=11). Die Werte sind als
Mittelwerte + SEM dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde eine einfache ANOVA mit wiederholten

Messungen und anschlieRender Tukey-Mehrfach-Parameter-Vergleichstestung vollzogen.
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3.3 Regulation von Sdc-4-Sheddasen wahrend der sportlichen Belastung

Um einen Zusammenhang zwischen gesheddetem Sdc-4 im Serum der Probanden und
Probandinnen und der Plasminaktivitdt in den unterschiedlichen Kohorten festzustellen,
werden nachfolgend alle Einzelwerte der Probanden und Probandinnen gegeneinander
aufgetragen (Abbildung 9) und mittels Spearman-Korrelation analysiert. Wahrend einer
Maximalkraft- und Ausdauerbelastung zeigt sich keine Korrelation zwischen dem Sdc-4-
Level undder Plasminaktivitit der Proben (Abbildung 9A+B). Anders in der
Kontrollgruppe, bei der sich eine negative Korrelation zwischen Sdc-4 und Plasmin zeigt
(rs=-0,4024) (Abbildung 9C). Diese Ergebnisse legen nahe, dass Plasmin nicht
belastungsbedingt mit Sdc-4 interagiert.
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bbildung 9: Keine Korrelation zwischen dem Sdc-4-Level und der Plasminaktivitat

(A) Um einen Zusammenhang zwischen Sdc-4 und der Plasminaktivitat der Maximalkraftkohorte zu testen,
wurden die jeweiligen Werte gegeneinander aufgetragen. Hier ist keine Korrelation feststellbar (r.=-0,1179
(KI(95 %)=-0,3808-0,1627; p=0,3959; n=54). (B) Gleiches wurde mit den Werten der Ausdauerkohorte
durchgeflhrt, hier zeigt sich ebenfalls keine Korrelation (r.=-0,1443 (KI(95 %)=-0,4476-0,1887; p=0,3807;
n=39). (C) Anders die Kontrollkohorte, die eine negative Korrelation aufweist (r.=-0,4024 (KI(95%)=-0,6612-
-0,05803; p=0,0203; n=33). (A-C) Zur statistischen Analyse wurde eine Korrelation nach Spearman
durchgefiihrt.
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3.3.3 Regulation der Thrombinaktivitat im Serum bei sportlicher Belastung

Da Thrombin bereits als Sheddase fur Sdc-4 beschrieben und an der basalen Shedding-
Rate von Sdc-4 beteiligt ist '3, soll untersucht werden, ob sich belastungsbedingte
Veranderungen der Thrombinaktivitat zeigen. Zu diesem Zweck wurden die Probanden
und Probandinnen unterschiedlichen sportlichen Belastungen ausgesetzt und die
Thrombinaktivitat im Serum vor der Belastung (PO), direkt nach der Belastung (Ppost) und
24 Stunden nach der Belastung (P>24) mittels fluorometrischer Enzymanalyse analysiert
(Abbildung 10).

Zu sehen ist ein Anstieg der Thrombinaktivitat nach einem Maximalkrafttraining von PO zu
P>24 um130,26 % (p=0,0373) (Abbildung 10A). Durch eine Ausdauerbelastung
ausgelodst, zeigt sich ein Anstieg der Thrombinaktivitdt von PO zu Ppost um 47,57 %
(p=0,0051), sowie ein Anstieg von PO zu P>24 von 55,84 % (p=0,0181) (Abbildung 10B).
In der Kontrollgruppe hat sich die Thrombinaktivitat nicht verandert (Abbildung 10C). Es
lasst sich belegen, dass die Starke eines Belastungsreizes eine Rolle fur die

Thrombinaktivitat spielt.
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bbildung 10: Steigende Thrombinaktivitat bei Belastung

Die Thrombinaktivitati n humanem Serum wird mittels fluorometrischer Bestimmung analysiert. Die
Thrombinaktivitat ist in Prozent angegeben und auf den PO Wert normiert. Zeitpunkte der Blutentnahme: P0O=
vor Beginn der Studie, Ppost bzw. P2= nach Belastung bzw. zwei Stunden nach Entnahme PO, P>24= >24
nach Ende der Belastung. (A) In der Maximalkraftstudie ist die Thrombinaktivitat bei P>24 im Vergleich zu
PO erhéht (P0=100 %, Ppost=126,75 % (KI(95 %)=90,72-154,1 (P(o vs Prosy=0,9519), P>24=230,26 % (KI(95
%)=98,92-248,6 (P(ro s p>24=0,0373); n=18). (B) Die Thrombinaktivitat ist in der Ausdauerstudie bei Ppost und
P>24 im Vergleich zu PO erhéht (P0=100 %, Ppost=147,57 % (KI(95 %)=114,5-169,2 (P(o vs pposy=0,0051),
P>24=155,854 % (KI(95 %)=99,19-220 (pwo vs r-24=0,0181); n=13). (C) Die Kontrollgruppe zeigt keine
Unterschiede der Thrombinaktivitat (P0=100 %, P2=157,09 % (KI(95 %)=92,47-185,4, P>24=139,13 %
(KI(95 %)=100,7-186,5; n=11).

Die Werte in Abbildung (A-C) werden als Median mit 95 % Konfidenzintervall dargestellt. Ein Friedman-Test

mit anschliefendem Dunn-Mehrfach-Parameter-Vergleichstest wurde vollzogen.
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3.3 Regulation von Sdc-4-Sheddasen wahrend der sportlichen Belastung

Es soll gepruft werden, ob es einen Zusammenhang zwischen gesheddetem Sdc-4 und
der Thrombinaktivitat im Serum gibt. Zu diesem Zweck werden alle Serumproben mittels
ELISA (Sdc-4) und fluorometrischer Enzymanalyse (Thrombin) analysiert und nachfolgend
die Einzelwerte der Probanden und Probandinnen der jeweiligen Kohorten gegeneinander
aufgetragen, um eine mogliche Korrelation mittels Spearman-Analyse festzustellen
(Abbildung 11).

Es zeigt sich keine Signifikanz hinsichtlich einer Korrelation zwischen dem Sdc-4-Level
undder Thrombinaktivitdt der Proben bei einer Maximalkraftbelastung (rs=-0,2619)
(Abbildung 11A). Gleiches geht aus den Ergebnissen der Ausdauerkohorte hervor
(rs=0,1609) (Abbildung 11B). In der Kontrollgruppe hingegen lasst sich eine negative
Korrelation zwischen dem Sdc-4-Level und der Thrombinaktivitat nachvollziehen (rs=-
0,4086) (Abbildung 11C).

Die Ergebnisse legen nahe, dass Thrombin nicht belastungsabhangig Sdc-4 sheddet.
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bbildung 11: Keine Korrelation zwischen dem Sdc-4-Level und der Thrombinaktivitat

(A) Um einen Zusammenhang zwischen Sdc-4 und der Thrombinaktivitdt zu testen, wurden die jeweiligen
Werte gegeneinander aufgetragen. Es ist bei den Proben des Maximalkrafttrainings keine Korrelation
feststellbar (rs=-0,2619 (KI(95 %)=-0,5011-0,01440; p=0,0557; n=54). (B) Gleiches wurde mit den Werten
der Ausdauerkohorte durchgefiuhrt und weist ebenfalls keine Korrelation auf (r.=0,1609 (KI(95 %)=-0,1722-
0,4611; p=0,3277; n=39). (C) In der Kontrollkohorte jedoch, zeigt sich eine negative Korrelation (rs=-0,4086
(KI(95 %)=-0,6654- -0,06545; p=0,0182; n=33).

(A-C) Zur statistischen Analyse wurde eine Korrelation nach Spearman durchgefuhrt.
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3.3 Regulation von Sdc-4-Sheddasen wahrend der sportlichen Belastung

Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob gesheddetes Sdc-4 ein geeigneter Marker ist,
um korperliche Belastung, Uberbelastungund die Regenerationsfahigkeit des
menschlichen Organismus abzubilden. Als solcher Marker kdnnte Sdc-4 zur Maximierung
von Trainingseffekten, dem Ausnutzen von Belastungsreserven sowie der Vermeidung
von langfristigen Regenerationsdefiziten und der Verletzungspravention beitragen. Da die
bekannten Ermudungsmarker und Biomarker des Muskelstatus wie Kreatinkinase (CK), C-
reaktives Protein (CRP) und Urea eine grofte Variabilitat aufweisen °9224° wird hier einem

neuen Ansatz nachgegangen.

In frGheren Studien wurde gezeigt, dass gesheddetes Sdc-4 bei Sportlern und
Sportlerinnen (Bertrand unveroffentlicht) sowie bei Personen, die wenig Sport treiben,
durch einen Belastungsreiz steigt . Der Fokus dieser Arbeit besteht darin, einen
Unterschied infolge der verschiedenen Belastungsformen, Maximalkraft und Ausdauer zu
untersuchen. Aulerdem wird der Frage nachgegangen, ob sichauch
Regenerationsprozesse mittels Sdc-4 abbilden lassen, um zu ergrinden, ob Sdc-4 als
Belastungsmarker von Nutzen fir die Sportmedizin und Leistungsdiagnostik sein kann.
Zudem stand die Suche nach einer moglichen Sheddase im Vordergrund, welche fur die
proteolytische Spaltung der Ektodomane von Sdc-4 im Serum der Probanden und
Probandinnen verantwortlich ist. Hier stehen die MMP9 sowie die Serinproteasen Plasmin

und Thrombin im Fokus der Untersuchung.
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4.1 Belastungsabhangiger Anstieg von Syndecan-4.

Um die Hypothese zu untersuchen, ob die Menge an gesheddetem Sdc-4
belastungsabhangig ansteigt, wird ein spezifischer Sdc-4-ELISA mit humanem Serum

durchgefuhrt, welches vor und nach der Belastung entnommen wurde.

Dieser Assay zeigt, dass der Anstieg von gesheddetem Sdc-4 belastungsabhangig ist, da
sich ein signifikanter Anstieg sowohl nach einem Maximalkrafttraining wie einer
Ausdauerbelastung verglichen mit der Kontrollgruppe zeigt (Abbildung 5A). Weiterhin stellt
sich mit Dauer der Belastung ein Trend des kontinuierlichen Anstiegs von gesheddetem
Sdc-4 unmittelbar nach der Belastung dar (Abbildung 4D). Das Level an gesheddetem
Sdc-4 im Serum unterliegt im Tagesverlauf kleineren Schwankungen, die jedoch nicht
signifikant sind (Abbildung 4C). Beim Betrachten der einzelnen Belastungsformen wird
deutlich, dass e sim Vergleich zu den gesheddeten Sdc-4-Ausgangswerten (P0O) der
jeweiligen Kohorte nur nach einer Maximalkraftbelastung zu einem signifikanten Anstieg
von gesheddetem Sdc-4 kommt (Abbildung 4A). Das Ausdauertraining hingegen zeigt zum
Zeitpunkt >2 4 Stunden nach der Belastung einen Abfall der Konzentration von
gesheddetem Sdc-4 (Abbildung 4B).

Die Ergebnisse der Ausdauerstudie (Abbildung 4B) unterscheiden sich von den
Erkenntnissen von Lee S. et al., die einen Anstieg von gesheddetem Sdc-4 im Serum
nach einer Ausdauerbelastung feststellte n ™. Sie konnten einen Anstieg von
gesheddetem Sdc-4 im Serum mittels ELISA nach einer 45 minltigen Ausdauerbelastung
mit 70 % des individuellen VO.max bei einer Gruppe untrainierter (<1 pro Woche Sport)
Manner im Alter zwischen 40-65 nachweisen. Die Hypothese beziglich des Anstiegs von
gesheddetem Sdc-4 im Serum ist nach Lee S. et al. ein vermehrtes Shedding aufgrund
des erhdhten Blutflusses wahrend der Belastung. Die hier vorgestellten Ergebnisse stehen
dem entgegen, da sich in der Ausdauerkohorte kein nachweisbar signifikanter Anstieg
nach der Belastung fand (s. Abbildung 4B). Eine Erklarung fur diesen Widerspruch konnte
das jungere Alter (19-29J) der Teilnehmenden in dieser Ausdauerstudie sein. Eine
Reduktion der aeroben Energiegewinnung mit zunehmendem Alter kann fir das
abweichende Bild verantwortlich sein %2, ebenso wie die altersbezogene Abnahme der
Ausdauerleistung #**%* Zudem unterscheidet sich das Fitnesslevel der Probanden und

Probandinnen, da an dieser Studie deutlich sportlichere Personen teilnahmen (>2 Sport

51



4.1 Belastungsabhangiger Anstieg von Syndecan-4.

pro Woche). Da Ausdauertraining den maximalen Sauerstoffverbrauch, die Kapillardichte
und die oxidative Kapazitat der Skelettmuskulatur verbessert 2°2°"| kann das Fitnesslevel
direkten Einfluss auf das Sdc-4-Level haben. Die Muskulatur ermidet bei gleicher
Belastung schneller und eine geringere Belastung wirkt sich starker auf den Muskel aus.
Dies wird unterstlitzt, da ein Anstieg von gesheddetem Sdc-4 in einer Gruppe von
Sporttreibenden deutlich starker ausfallt als in einer Gruppe von unsportlichen Probanden
und Probandinnen. Die Basallevel von Sdc-4 unterscheiden sich ebenfalls zwischen
diesen beiden Kohorten, sodass Sporttreibende im Vergleich hdhere Sdc-4-
Konzentrationen sowie eine grof3ere individuelle Variabilitat aufweisen. Auch ein paralleler
Anstieg von gesheddetem Sdc-4 mit steigenden Wattzahlen unter Belastung konnte
gezeigt werden (Bertrand unpubliziert). Moglich erscheint ebenfalls, dass sich aufgrund
einer geringeren Teilnehmer- und Teilnehmerinnen-Anzahl der Ausdauerkohorte kein
Anstieg zeigt (vgl. Abbildung 4A & B). Zusammenfassend scheint es moglich, dass das
Ausbleiben des Sdc-4 Anstiegs nach einer Ausdauerbelastung auf ein geringeres Alter,
ein besseres Fitnesslevel und somit einer geringeren sportlichen Belastung
zurlckzufuhren sein konnte.

Durch sportliche Belastung steigen die Serumspiegel von proinflammatorischen Zytokinen
wie beispielsweise TNFa, IL6, IL2 und IFNy %% Die Expression von Sdc-4 ist
entziindungs- und belastungsabhangig reguliert '3%'454¢ ynd proinflammatorische Zytokine
erhohen das Shedding von Sdc-4'2® S okdnnteeine verstarkte lokale
Gewebeschadigung der Z-Scheiben (Abbildung 1), ausgeldst durch das
Maximalkrafttraining, eine Entzindungsreaktion hervorrufen, so den Prozess des
Sheddings induzieren und den Anstieg von l6slichem Sdc-4 nach der Belastung im Serum
erklaren. Diese Hypothese wird unterstutzt durch die Tatsache, dass die Teilnehmenden
der Maximalkraftstudie mit 77,77 % haufiger angaben, als Reaktion auf die Belastung
Muskelkater zu haben, als die Teilnehmenden der Ausdauerstudie mit 23,08 % (vgl.
Tabelle 6 & Tabelle 7). Sdc-4 nimmt eine entscheidende Rolle wahrend der Entziindung
ein und ist an verschiedenen Aspekten der Entziindung beteiligt **2%°2%_ Durch das
Ausbleiben von Regenerationsphasen und die Zunahme der Gewebedefekte wahrend
eines Ubertrainings koénnte sich die Entziindung verstarken und so die steigende

Konzentration von Sdc-4 nach dem Belastungsreiz erklaren (s. Abbildung 4D).
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Da sich durch die vorliegenden Ergebnisse Unterschiede zwischen den Belastungsformen
darstellen und sich auch mangelnde Regeneration abbilden Iasst, scheint Sdc-4 als
Marker eine Rolle in der Belastungssteuerung zu spielen und zusammen mit den bereits
etablierten Markern das Uberwachen von Belastung verbessern zu kénnen. Um Sdc-4 als
Marker in der Belastungssteuerung gezielt einsetzen zu kénnen ist es ferner fir die
Leistungsdiagnostik von gro3em Interesse, ein genaueres Verstandnis dafur zu
entwickeln, warumund wie es zum Anstieg von Sdc-4 nach Belastung kommt. Die
Wechselwirkung zwischen korperlicher Betatigung und dem Shedding von Sdc-4 scheint
komplex zu sein und kénnte mit mehreren Faktoren zusammenhangen. Abschlielend
bleibt festzustellen, dass Sdc-4 von verschiedenen Zelltypen exprimiert wird '*? und dass
erhohte Serumkonzentrationen aus diesem Grund multiple Ursachen haben konnen.
Dennoch deuten die erhobenen Ergebnisse darauf hin, dass es sich moéglicherweise um
Prozesse im Muskelgewebe handeln kdnnte, die zu dem gezeigten Sdc-4-Anstieg fluhren.
Als ein Marker fur Entzindungs- und Reparaturprozesse im Muskelgewebe hatte Sdc-4

sicher einen Platz in der Leistungsdiagnostik sowie im Regenerationsmanagement.
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4.2 Belastungsabhangige Veranderung der MMP9-Serumkonzentration

Nachdem bereits ein belastungsabhangiger Anstieg von gesheddetem Sdc-4 festgestellt
werden konnte, war ein weiteres Ziel dieser Untersuchung, zu analysieren, durch welche
Sheddase das belastungsabhangige Shedding reguliert wird. Die Rolle von MMP9 als eine
Hauptsheddase fir Sdc-4 wurde schon vermehrt beschrieben %7, Daher wurde mit Hilfe
eines ELISAs die Konzentration an MMP9 in den Serumproben bestimmt, welche auch
schon flr die Analyse von gesheddetem Sdc-4 verwendet wurden. Diese Ergebnisse

sollen zeigen, ob ein Zusammenhang zwischen gesheddetem Sdc-4 und MMP9 besteht.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich unmittelbar nach einer Ausdauer- und
Maximalkraftbelastung, zum Zeitpunkt Ppost, keine Veranderung der Serumkonzentration
von MMP9 auftreten (s. Abbildung 6 A & B). Nach einem einmaligen Maximalkrafttraining
kommt es zu einem signifikanten Abfall der MMP9-Konzentration gegenuber dem
Zeitpunkt P>24 im Vergleich zu den beiden anderen Messpunkten PO und Ppost
(Abbildung 6A). Wahrend einer subjektiven Ausbelastung Uber finf Tage zeigt sich ein
Anstieg der MMP9-Konzentration zum Zeitpunkt PO des ersten Tages. Wahrend nach dem
ersten und dritten Tag die MMP9-Konzentration, ausgelost durch einen Belastungsreiz
fallt, bleibt sie am funften Tag nach der Belastung konstant und steigt nach einem weiteren
Tag sogarweiteran (s .Abbildung 6D ).Die MMP9- und Sdc-4-Werte des
Maximalkrafttrainings korrelieren positiv miteinander (Abbildung 7A). Parallel zum Anstieg
der MMP9-Konzentration steigt auch die Sdc-4-Konzentration (vgl. Abbildung 4D &
Abbildung 6D). Dies sind Indizien dafur, dass MMP9 zum belastungsbedingten Shedding
beitragt. Sie werden unterstitzt dadurch, dass vermehrt MMP9-mRNA auf einen
Belastungsreiz in der Muskulatur exprimiert wird 46209219267 ynd Sdc-4 nach einer
Belastung im Serum ansteigt (Abbildung 4). In der Ausdauer- sowie Kontrollkohorte blieb

eine Korrelation aus (Abbildung 7B).

Die erhaltenen Ergebnisse, dass die Serumkonzentration von MMP9 durch eine
Ausdauer- und Maximalbelastung unmittelbar nach der Belastung unverandert bleibt (s.
Abbildung 6 A & B), stehen in Kontrast zu Beobachtungen einer Meta-Analyse von Lo
Presti et al. Sie konnten nachweisen, dass es in 13 von 18 Studien nach einer Belastung
zum Anstieg der MMP9-Konzentration kommt 28, Der dort gezeigte Anstieg ist jedoch
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durch eine hohere Belastung, durch z.B einen Marathon- 2'> oder Halbmarathonlauf 2", zu
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4.2 Belastungsabhéangige Veranderung der MMP9-Serumkonzentration
erklaren. D i emeisten dieser Studien fokussierten sichdabei auf
Konzentrationsveranderungen von MMP9 unmittelbar nach dem Training, ohne spateren
Zeitpunkten Aufmerksamkeit zu schenken. Bei Veranderungen >24 Stunden zeigt sich ein
uneinheitliches Bild. Entweder sind die Ergebnisse ohne statistische Signifikanz #*°, zeigen
ein reduziertes ?° oder erhohtes MMP9-Level, welches sich allerdings erst vier ?° bzw.
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acht Tage nach der Belastung zeigte und es sich dabei zudem um exzentrische
Belastungsformen handelte. Im Fall der reduzierten MMP9-Konzentration nach einer
Belastung von Nascimento et al. scheint die Kohorte nicht zum Vergleich geeignet zu sein,
da dort dltere Gbergewichtige Frauen die Kohorte stellten 2’° und es sich ebenfalls um eine

exzentrische Belastung handelte.

Die Korrelation zwischen der sinkenden Konzentration von Sdc-4 und MMP9 stitzt die
Annahme, dass MMP9 als eine Sheddase von Sdc-4 in Betracht kommt (Abbildung 7A),
worauf andere Studien bereits hinweisen. Bollmann et al. konnten zeigen, dass die Menge
von MMP9 in der Synovialfliissigkeit von Arthrose-Patienten und Patientinnen mit der von
gesheddetem Sdc-4 korreliert und die Hemmung von MMP9 in vitro zu einer Reduktion
von gesheddetem Sdc-4 fiihrt '®3, Des Weiteren konnte bereits gezeigt werden, dass das
MmRNA-Level von MMP9 durch eine Ausdauerbelastung, exzentrisches Training sowie
Krafttraining in der Skelettmuskulatur hochreguliert wird 6209210267 ynd guch die Aktivitat
von MMP9 steigt 2°#'°, Auch wahrend der Muskelregeneration scheint MMP9 eine Rolle
zu spielen, da sowohl die mMRNA-Menge als auch die Aktivitat steigt '°”?"2. Da sich durch
eine Ausdauerbelastung die Menge an TNF im Skelettmuskel erhoht ¢ und MMP9 als
Reaktion auf TNFa Sdc-4 von der Zelloberflache schneidet 72, l1asst dies den Einfluss von
entzindungsabhangigem Shedding durch MMP9auch im Skelettmuskel moglich
erscheinen. Das Ausbleiben einer Korrelation in der Ausdauerstudie (Abbildung 7B)
scheint durch die geringere Intensitat der Belastung und einer damit einhergehenden
geringen Schadigung der Skelettmuskulatur erklarbar zu sein. Anschlielend kdnnte
deshalb auch die Entzundungsreaktion geringer ausfallen. Es wurde in vitro am
Lungengewebe der Maus gezeigt, dass MMP9 fur die Migration von Entziindungszellen in
das Lungengewebe von entscheidender Bedeutungist 2. Daher konnte auch die
Beteiligung von MMP9 an der Migration von Entziindungszellen im Skelettmuskel mdglich
sein. Die Infiltration der Muskulatur durch Entzindungszellen verringert die Serumwerte

dieser nachweislich 4?5, Da Entziindungszellen eine potente Quelle von MMP9
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4.2 Belastungsabhéangige Veranderung der MMP9-Serumkonzentration
darstellen 3278277 kénnte dies die sinkenden MMP9-Werte erklaren, welche sich als
Ergebnis eines einmaligen Maximalkrafttrainings zum Zeitpunkt P>24 im Vergleich zu den
beiden anderen Messpunkten PO und Ppost (Abbildung 6A) zeigen. Andererseits konnte
die verringerte Konzentration von MMP9 die Infiltration der geschadigten Muskulatur durch
Leukozyten und anderen entziindungsférdernden Faktoren reduzieren, da anhaltend hohe
MMP9-Werte schadlich sind und den Reparaturprozess stéren kdnnen 2. Zudem ist
bekannt, dass das Hemmen von MMP9 die Skelettmuskelstruktur und -funktion in mdx-
Mausen deutlich verbessert 2%2%: denn um anhaltende Entziindungsprozesse,
ausgepragte Gewebeschadigung und Fibrosierung zu vermeiden, ist eine kontrollierte
Wechselwirkung zwischen Skelettmuskulatur und Entziindungszellen unabdingbar %8, Hier
konnte MMP9 eine wichtige Rolle einnehmen. So koénnte die sinkende MMP9-
Konzentration zu einem Phasenwechsel der Entzindung im Skelettmuskel fihren und
einen Umschwung von der proinflammatorischen Phase hin zum Beginn der Reparatur
des Muskels bedeuten. Um genauer herauszufinden, welche dieser Annahmen Uber die
Funktion von MMP9 im Skelettmuskel stimmen koénnte, sind weitere Untersuchungen

notwendig.

Da in dieser Arbeit nicht zwischen inaktivem pro-MMP9 und aktivem MMP9 unterschieden
wird, konnte es zum Zeitpunkt Ppost zur Aktivierung von MMP9 kommen. Dies konnte im
Zusammenhang mit einer sportlichen Belastung sowohl auf muskularer Ebene 2°°'° sowie
im Serum gezeigt werden 2'®?"°, So kénnte MMP9 als Sheddase verantwortlich fiir die

steigende Sdc-4-Konzentration nach der Maximalkraftbelastung sein (Abbildung 4A).

Die Ergebnisse der subjektiven Ausbelastung (Abbildung 6D) liefern Hinweise darauf,
dass die angestrebte Uberbelastung erfolgreich war. Durch die Summation von
Gewebeverletzungen steigt die MMP9-Konzentration, da sie flur den Beginn der

Entziindungsphase und Regeneration des Skelettmuskels notwendig zu sein scheint 2.
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4.3 Plasminaktivitat steigt als Resultat sportlicher Belastung

Als weitere mogliche Sheddase von Sdc-4, die dessen Anstieg nach sportlicher Belastung
erklaren konnte, kommt die Serinprotease Plasmin in Betracht. Ein mdglicher
Zusammenhang zwischen der Aktivitat der Protease und der gesheddeten Sdc-4-

Konzentration in humanem Serum wurde untersucht.

Bei der Betrachtung der einzelnen Studien (Abbildung 8) zeigt sich, dass durch eine
Maximalkraftbelastung die Aktivitat von Plasmin zum Entnahmezeitpunkt P>24 nach der
Belastung ansteigt (Abbildung 8A), wahrend sich eine Aktivitatssteigerung auf einen
Ausdauerreiz hin unmittelbar nach der Belastung (Ppost) darstellt (Abbildung 8B). In der
Kontrollgruppe zeigt sich, dass die Plasminaktivitat i m Tagesverlauf Schwankungen
unterliegt (Abbildung 8C). Die hier erhobenen Daten zeigen keine Korrelation zwischen
der Sdc-4-Konzentration und der Plasminaktivitat in den Belastungsstudien (Abbildung 9A
& B), was Plasmin als Sheddase im Belastungsfall unwahrscheinlicher erscheinen lasst.
Die Kontrollgruppe zeigt eine negative Korrelation, sodass niedrige Sdc-4-Werte auf eine
gesteigerte Plasminakivitat zuruckzufihren sein kdnnten (Abbildung 9C). Daraus lasst sich

die Annahme ableiten, dass Plasmin am konstitutiven Shedding beteiligt sein kann.

Plasmin ist als Sheddase von Sdc-4 in Endothelzellen bereits bekannt '""'"3. Die Plasmin-
MmRNA-Konzentration steigt nach einer 45-minutigen Ausdauerbelastung mit 70 % des
individuellen VO.max bei einer Gruppe untrainierter (<1 pro Woche Sport) Manner im Alter

zwischen 40-65 in der Skelettmuskulatur an .

Die belastungsbedingt ansteigende Aktivitat zum Zeitpunkt P>24 in der Maximalkraftstudie
lasst sich durch die Literatur auf verschiedene Weise erklaren. Durch sportliche Betatigung
steigen Faktoren wie gewebespezifische Plasminogenaktivatoren, die fur die Aktivierung
von Plasmin notwendig sind, im Plasma an, wohingegen die inaktivierenden Faktoren
sinken #'. Die Rolle von Plasmin bei der Migration von Entziindungszellen sowie im
weiteren Verlauf einer Entziindung ¢ und der Regeneration von Skelettmuskulatur #*°
stellt ebenfalls eine Moglichkeit fur die gestiegene Plasminaktivitat dar. Der Anstieg zum
Zeitpunkt P>24 des Maximalkrafttrainings konnte zudem auch durch einen zeitversetzten
Anstieg erklarbar sein. Plasmin, welches Proteoglykane abbaut ?27-%' wird durch steigende
Faktoren wiegewebespezifische Plasminogenaktivatoren (tP A) aktiver.

Gewebespezifische Plasminogenaktivatoren steigen in Folge eines Belastungsreizes an
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4.3 Plasminaktivitat steigt als Resultat sportlicher Belastung
21 und konnten so die steigende Plasminaktivitat sowie die sinkende Konzentration von
Sdc-4 erklaren (Abbildung 4A & B). DarlUber hinaus ist Plasmin in der Lage, pro-MMP9 in
aktives MMP9 umzuwandeln 22 Daher konnte Plasmin ein wichtiger vorgeschalteter
Regulator der extrazellularen Proteolyse sein %4 und so bei sinkender MMP9-
Konzentration zum Zeitpunkt P>24 Stunden eines Maximalkrafttrainings (Abbildung 6A) fir
eine erhohte MMP9-Aktivitat sorgen.
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4.4 Thrombinaktivitat steigt als Resultat sportlicher Belastung

Die Serinprotease Thrombin kommt al s eine weitere mogliche Sheddase von Sdc-4 in
Betracht, um den Anstieg von letzterem in Folge eines Belastungsreizes zu erklaren.
Maogliche Zusammenhange zwischen der Aktivitat der Protease und der Konzentration von

gesheddeten Sdc-4 wurde in humanem Serum untersucht.

In dieser Arbeit zeigt sich, dass die Thrombinaktivitat unabhangig vom Belastungsreiz am
Folgetag der Belastung zum Zeitpunkt P>24 ansteigt (Abbildung 10A & B). Nur nach der
Ausdauerbelastung (Ppost) lasstsich einunmittelbarer Anstiegim Anschluss
dokumentieren (Abbildung 10B). Da sich durch die Korrelationsanalysen zwischen Sdc-4
und Thrombin keine Korrelation in den Belastungsstudien ergeben hat (Abbildung 11A &
B), scheint Thrombin als Sheddase im Belastungsfall eine untergeordnete Rolle zu
spielen. In der Kontrollgruppe jedoch zeigt sich, wie auch bei der Serinprotease Plasmin,
eine negative Korrelation zwischen der Thrombinaktivitdt und der Sdc-4-Konzentration.
Daraus abgeleitet konnten geringere Sdc-4-Werte auf eine gestiegene Thrombinaktivitat
zuruckgefuhrt werden, was Thrombin als Sheddase des konstitutiven Sheddings

wahrscheinlicher erscheinen lasst.

Da sich in der Literatur ein Anstieg von Thrombin durch hochintensive sportliche Belastung
gezeigt hat ', kdnnte dies die Annahme stiitzen, dass Thrombin im Falle hochintensiver
Belastung vermehrt am Sdc-4-Shedding beteiligt sein kann, da auch die Sdc-4-
Konzentration — wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte — ansteigt (Abbildung 5A).
Diese Annahme wird dadurch unterstutzt, dass sich bei einer vergleichsweise geringen
Belastung mit einer Herzfrequenz von 140 Schlagen pro Minute dieser Thrombinanstieg
bei gesunden Probanden nicht zeigt #°. Die steigende Thrombinkonzentration als
Reaktion auf einen starken Belastungsreiz geht nach einer Maximalkraftbelastung jedoch
nicht mit einer Zunahme der Aktivitat einher (Abbildung 10A), was Thrombin als Sheddase
von Sdc-4 im Falle einer Maximalkraftbelastung unwahrscheinlich erscheinen lasst. Auf
einen schwachen Ausdauerreiz hin bleibt der Thrombinanstieg, wie oben erlautert, aus:
Dies kann den Anstieg der Thrombinaktivitat zum Zeitpunkt Ppost erklaren (Abbildung
10B), da sich im Anschluss die Konzentration nicht erhoht und deshalb die Aktivierung von

Thrombin zunehmen konnte.
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4.4 Thrombinaktivitat steigt als Resultat sportlicher Belastung
Das Shedding von Sdc-4 durch Thrombin in Endothelzellen '"'"® sowie die mdgliche
proteolytische Degradation der Ektodoméane von Sdc-4 "' ist bereits bekannt. Der von der
Belastungsart unabhangige Anstieg der Thrombinaktivitdt einen Tag nach dem Reiz
(P>24) konnte jedoch ein Hinweis fur den Einfluss von Thrombin auf den, durch die
Belastung ausgeldsten, Entziindungsreiz der Skelettmuskulatur darstellen 282 Dem
Entzindungsreiz folgend hat Thrombin multiple Funktionen: von der Aktivierung einiger
Entzindungszellen bis zur Migration ins Gewebe #%2¢29  Dariiber hinaus zeigten
verschiedene Studien, dass die Hemmung von Thrombin zur Reduktion des
Entziindungsgeschehens fiihrt 272% weshalb die hier gesteigerte Aktivitat als Zeichen
eines Entzundungsgeschehens zu werten sein konnte. Thrombi n reguliert die MMP9-
mRNA und Proteinkonzentration in Entzliindungszellen hoch ?*° und kénnte somit zu
Veranderungen des Entzindungsprozesses beitragen sowie eine wichtige Rolle in der
Steuerung des Entziindungsprozesses und Regeneration der Skelettmuskulatur

einnehmen.
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Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass sich die Syndecan-4-Konzentration
(Sdc-4) im Serum abhangig von der Intensitat einer muskularen Belastung unterschiedlich
entwickelt. Daraus kann der Schluss gezogen werden, dass Sdc-4 ein geeigneter Marker
zum Belastungsmonitoring sein kann. Jedoch gilt es, dieses Ergebnis aufgrund der
geringen Teilnehmer- und Teilnehmerinnen-Anzahl — gerade der Uberbelastungsstudie —,
in einer groRer angelegten Studie zu reproduzieren und mittels psychologischer
Fragebdgen den Grad der Uberlastung zu validieren sowie eine mégliche Korrelation mit
dem Sdc-4-Spiegel herauszuarbeiten. Weiterhin ist es zur Ermittlung von maoglichen
Normal- und Grenzwerten und deren Aussagekraft erforderlich, die Dynamik des Serum

Sdc-4-Spiegels genauer zu untersuchen.

Dartber hinaus erscheint es notwendig zu bestimmen, ob Sdc-4 mit anderen Markern des
Belastungsmonitorings korreliert und durch die Kombination der verschiedenen Marker die
Belastungsintensitat besser abgebildet werden kann. Des Weiteren wird in dieser Studie
MMP9 als eine Sheddase des belastungsinduzierten Sheddings vorgestellt, was jedoch
noch durch Aktivitatsstudien in Skelettmuskulatur und Serum zwecks besserer Beurteilung
untersucht werden sollte. Dardber hinaus wurde indieser Studie erstmalig die
Veranderungen der Plasmin- und Thrombinaktivitat in dieser Form auf unterschiedliche
Sportreize hin untersucht. Die Ergebnisse unterstreichen die Rolle von Plasmin und

Thrombin als Sheddasen des konstitutiven Sheddings.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass in dieser Studie zum ersten Mal die

Madglichkeit, unterschiedliche Belastungsformen und Intensitaten mittels Sdc-4 abzubilden,
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gezeigt werden konnte und so Sdc-4 das Belastungsmonitoring im Zusammenspiel mit

anderen Markern verbessern konnte.
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