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Einleitung

1 Einleitung

Die wissenschaftliche Basis der vorliegenden Arbeit stellen Untersuchungen zur Regulation des
Energiestoffwechsels unter Kontrolle der Hypophyse bei Ausdauertraining dar. Diese wird anhand
von Tiermodellen untersucht.

1.1 Regulation des Stoffwechsels

1.1.1 Mangel an Bewegung als Einfluss auf die Ausbildung metabolischer Erkrankungen

Stoffwechselerkrankungen wie die Adipositas und das Metabolische Syndrom werden fir die
medizinische Versorgung aufgrund einer steigenden Pravalenz in der Gesellschaft immer
bedeutender. Laut dem Robert-Koch-Institut sind in Deutschland 54% der Erwachsenen
tibergewichtig (body mass index (BMI) >25 kg/m?) und 18,1% adipds (BMI >30 kg/m?) (Schienkiewitz
et al., 2017). Das Metabolische Syndrom, als Risikofaktorenkomplex fir kardiovaskulare
Erkrankungen, ist nach der International Diabetes Federation definiert Uber hohe zentrale
Fettleibigkeit (Bauchumfang Européer >80 cm (Frauen), >94 cm (Méanner) oder BMI >30 kg/m?) und
zwei der folgenden vier Kriterien: Gestorter Fettstoffwechsel mit hohen Triazylglyzerid (TAG)-Werten
(=150 mg/dl) und geringen high density Lipoprotein Cholesterol-Werten (<50 mg/dl (Frauen), <40
mg/dl (Méanner)), hoher Blutdruck (systolisch >130 mmHg oder diastolisch >85 mmHg) sowie
erhohter Nichternblutzuckerwert (=100 mg/dl) oder Diabetes mellitus Typ 2 (International Diabetes
Federation, 2006). Das Metabolische Syndrom korreliert mit nahezu zweifacher Mortalitdtsrate flr
den plotzlichen Herztod (Hess et al., 2017) sowie einem 1,5-fachem Anstieg der Gesamtmortalitat
(Mottillo et al., 2010). Auch bei adipdser Stoffwechsellage tritt eine circa (ca.) 1,5-fach hoéhere
Gesamtmortalitat auf (Xu et al., 2018).

Ubergewicht und die damit verbundenen Risiken entstehen unter anderem, wenn die mit der
Nahrung aufgenommene Energie den tatsédchlichen Energieverbrauch tbersteigt. Zur Pravention und
Therapie von Adipositas und metabolischen Erkrankungen kann der Energieumsatz zum Beispiel
durch Sport gesteigert werden. Die Weltgesundheitsorganisation empfiehlt eine sportliche
Betatigung von 75 Minuten pro Woche bei hoher Aktivitdt beziehungsweise (bzw.) 150 Minuten pro
Woche bei moderater Aktivitat (Liu et al.,, 2018). Wahrend sitzende Tatigkeiten und geringe
korperliche Aktivitat ein gesteigertes kardiovaskuldares Risiko bedingen, kann Sport eine
kardiovaskulare Anpassung sowie eine geringere Mortalitdt bewirken (Lear et al., 2017). Auch auf
neurologische und psychiatrische Erkrankungen sowie die Ausbildung verschiedener Tumorarten
wirkt Sport praventiv (McTiernan et al., 2019, Li et al., 2016). Aktuelle Forschungen konzentrieren
sich auf eine Analyse des Stoffwechsels unter sportlichen Bedingungen, um mogliche metabolische
Anpassungen zu identifizieren, therapeutisch zu nutzen und die Pravalenz und Mortalitdt von
Stoffwechselerkrankungen zu senken.
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1.1.2 Grundlagen des Energiestoffwechsels bei sportlicher Aktivitat

Lipide und Kohlenhydrate stellen die wichtigsten Energielieferanten des Kérpers dar. Dabei bestehen
Unterschiede zwischen dem Stoffwechsel im Ruhezustand und dem Stoffwechsel bei sportlicher
Aktivitat. Im Ruhezustand missen die grundlegenden, physiologischen Funktionen des Korpers, wie
Atmung, Herzschlag, Verdauung oder neurologische Funktionen, aufrechterhalten werden. Dieser
Grundumsatz macht mit 60-75% den groflten Teil des taglichen Energiebedarfs aus. Samtliche
Bewegungsabldufe und Aktivitdten erbringen den Leistungsumsatz, welcher zusammen mit dem
Grundumsatz den individuellen Energieverbrauch bildet. Bei submaximalen Aktivitaten mit geringer
bis moderater Intensitdt (<65% maximale Sauerstoffaufnahme (Voamax)) wird die zusatzliche Energie
Uberwiegend aus der Oxidation von Fettsduren (FS) zu Azetyl-CoA in den Muskeln bereitgestellt
(Abbildung 1). Azetyl-CoA wird zur Energiegewinnung Uber Zitratzyklus und Atmungskette in
Adenosintriphosphat (ATP) umgewandelt. FS, welche in Form von TAG gespeichert werden, stammen
dabei aus Depots des Fettgewebes sowie zum geringen Teil aus intramuskuldren Fettspeichern.
Durch das submaximale Training findet eine, durch B-adrenerge Rezeptoren induzierte, gesteigerte
Lipolyse statt (van Hall, 2015, Jeppesen und Kiens, 2012). FS werden an Albumin gebunden Uber die
BlutgefaBe zum Muskel transportiert. Eine gesteigerte Perfusion und Proliferation der Kapillaren in
Folge des Trainings erlaubt eine bessere Aufnahme der FS aus dem Fettgewebe und eine bessere
Versorgung des Muskels (van Hall, 2015). Die Aufnahme in die Muskelzellen erfolgt (iber einen
Fettsduretransporter, den cluster of differentiation (CD) 36, der in Folge des Trainings vermehrt
exprimiert wird (Schenk und Horowitz, 2006). Auch hohe Ostrogenspiegel fithren zu einer
vermehrten Expression des Transporters im Muskel (Oosthuyse und Bosch, 2010). Diesbezlglich
fanden Kiens et alii (et al.) hohere Konzentrationen von CD36 bei Frauen (Kiens et al., 2004). Die
Oxidation der FS findet in den Mitochondrien statt. Eine hohere mitochondriale Dichte bedingt eine
hohere Kapazitat fir die Oxidation. Wahrend langkettige FS auf die Carnitin-Palmitoyl-Transferase
(CPT) in der Membran der Mitochondrien angewiesen sind, konnen kurzkettige FS unabhangig von
CPT lber die Membran der Mitochondrien diffundieren. Bei submaximalem Training steigt die
Konzentration der CPT und somit der Transport der FS lber die Membran (Schenk und Horowitz,
2006). Bei hohen Intensitaten wird die Versorgung der Muskeln mit FS limitiert, da nicht ausreichend
CPT zum FS-Transport zur Verfligung steht (Purdom et al., 2018, Stephens et al., 2007).

Wird die Trainingsintensitdt gesteigert, nimmt die Oxidation der FS ab und die Oxidation der
Kohlenhydrate zu, bis der Kohlenhydratmetabolismus den der FS (ibersteigt (Brooks und Mercier,
1994). Die Kohlenhydrate stammen vor allem aus Glykogenspeichern aus dem Muskel, die nach dem
Training durch eine schnellstmdgliche Kohlenhydratzufuhr wieder aufgefillt werden miussen
(Hausswirth und Le Meur, 2011, lvy, 2004). Da die Menge der Glykogenspeicher erschopflich ist,
hédngt die Ausdauer von der Kapazitat der Glykogenspeicher sowie dem Zeitpunkt, an dem keine FS-
Oxidation mehr genutzt wird, ab (Horowitz und Klein, 2000, Brooks und Mercier, 1994).

Wahrend Glukosemangels, beispielsweise (bspw.) im Hungerzustand oder nach intensiver sportlicher
Aktivitat, werden vermehrt FS zu Azetyl-CoA oxidiert. Wenn die Kapazitdt der weiterfihrenden
Reaktionen zur Energiegewinnung wie des Zitratzykluses durch Substratmangel Uberschritten wird,
kann das Azetyl-CoA zu Ketonkdrpern umgewandelt werden. Die Ketonkorper Azeton, Azetoazetat
und B-Hydroxybutyrat sind chemische Verbindungen, die in der Leber gebildet werden, um weiterhin
eine Versorgung extrahepatischer Gewebe, vor allem des Gehirns, zu gewahrleisten (Puchalska und
Crawford, 2017).



Einleitung

Der Metabolismus unter Aktivitat ist abhdangig von individuellen Faktoren wie Geschlecht, Alter,
Trainingszustand, Aktivitdtsart und Genetik (Purdom et al., 2018, Peric et al., 2016). Zudem geht
Training mit individuellen Anpassungen einher. Eine vermehrte Oxidation von FS schon im
Ruhezustand sowie eine schnelle Induktion der Oxidation von FS in der Anfangsphase eines Trainings
kann durch das Training induziert sein (Romijn et al., 1993). Der Schnittpunkt, an welchem die
Kohlenhydrat- die FS-Oxidation Ubersteigt, ist individuell von den durch Training induzierten
Reaktionen, welche die FS-Oxidation fordern, sowie den durch hohere Trainingsintensitadt induzierten
Reaktionen, welche den Kohlenhydratmetabolismus steigern, abhéngig (Brooks und Mercier, 1994).

Muskel
Adipozyt
(Fettgewebe) TAG Adrenalin IMTAG
/ /Lipolyse
Lipol i
PoSe = B -adrenerger Freie FS
M Rezeptor 1 v
Freie FS Mitochondrium
Oxidation
CPT 1
CD36 t
Ostrogen
Ve s —— — /
gebundenan Blutgefaly

Albumin

Abbildung 1: Fettsduremetabolismus bei submaximaler Aktivitdt (<65% Voamax). TAG aus dem Fettgewebe werden zu
freien FS lipolysiert. Freie FS werden, gebunden an Albumin, tber die Blutbahn zum Muskel transportiert und dort zur
Energiegewinnung fiir die korperliche Aktivitat oxidiert. Auch im Muskel befindliche TAG werden lipolysiert und die freien
FS oxidiert. CD36 = cluster of differentiation 36, CPT = Carnitin-Palmitoyl-Transferase, FS = Fettsduren, IMTAG =
intramuskulire Triazylglyzeride, TAG = Triazylglyzeride, Voamax = maximale Sauerstoffaufnahme, T = erhéhte Expression

1.1.3 Kommunikation der am Stoffwechsel beteiligten Organe

Die Mobilisierung von Fettdepots wahrend korperlicher Aktivitat, insbesondere im Zusammenspiel
von Muskel und Fett mit Leber und Gehirn, ist ein weltweiter Forschungsschwerpunkt. Adipozyten
und Myozyten fungieren dabei nicht nur als Effektoren, sondern konnen auch selbst endokrine
Funktionen ausliben. Sie produzieren humorale Zytokine und Wachstumsfaktoren, genannt
Adipokine (aus Adipozyten) und Myokine (aus Myozyten), welche in die Blutbahn sekretiert werden.
Uber Adipokine und Myokine sowie weitere Hormone und auch Stoffwechselmetaboliten wie FS
kénnen die am Stoffwechsel beteiligten Organe untereinander kommunizieren (Fiuza-Luces et al.,
2018). Auch das Vorhandensein von Rezeptoren fiir die Signalgeber in den jeweils anderen Organen
lasst darauf schlieRen (Sarmento-Cabral et al.,, 2017). Das neurologische System wird durch
bewegungsinduzierte Sekretion von Myokinen und Adipokinen beeinflusst und kann gleichzeitig
selbst Uber die Stimulation des vegetativen Nervensystems Einfluss auf den Stoffwechsel nehmen
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(siehe 1.1.2). AuBerdem existieren neuroendokrine Achsen, ausgehend von Hypothalamus und
Hypophyse, die lGber Hormonsekretion, direkt via Rezeptorstimulation in Effektororganen oder
indirekt Gber die Anregung von Driisen im Korper, Einfluss auf den Stoffwechsel nehmen kénnen. Die
neuroendokrine Wirkung der Hypophyse auf den Metabolismus soll im Folgenden naher beleuchtet
werden.

1.2 Hypophyse

1.2.1 Anatomie

Die Hypophyse gehort zu den neuroendokrinen Organen des Korpers und befindet sich an der Basis
des Gehirns (Aumdiiller, 2017). Sie besteht aus einem grofReren Vorderlappen (HVL, Adenohypophyse)
und einem kleineren Hinterlappen (HHL, pars neuronalis, Neurohypophyse). Wahrend der HHL als
Aussackung des Hypothalamus embryologisch zum zentralen Nervensystem gehort, entsteht der HVL
aus einem Teil des Rachendaches und gehort zum endokrinen System (Barkhoudarian und Kelly,
2017). Der HHL ist Gber den Hypophysenstiel (infundibulum) mit dem Hypothalamus verbunden. Der
Ubergang zwischen HHL und Hypothalamus erfolgt an der eminentia mediana, einer stark
vaskularisierten Zone, welche zum infundibulum gehort (Trepel, 2017). Die raumliche Nahe zeigt,
dass Hypothalamus und Hypophyse auch funktionell eng miteinander verbunden sind.

1.2.2 Physiologie und Funktion

Die Hypophyse hat durch ihre vielféltige Hormonproduktion Einfluss auf den gesamten Organismus.
Dabei kontrolliert sie andere Driisen des Korpers und wird wegen ihrer zentralen Stellung auch als
,master gland” bezeichnet (Barkhoudarian und Kelly, 2017). Wé&hrend die Hormone des HVL in
verschiedenen hypophysaren Zelltypen produziert werden und dies durch releasing- und inhibiting-
Molekile aus parvozellularen Kerngebieten des Hypothalamus kontrolliert wird, werden die
Hormone des HHL in magnozellularen Kernen des Hypothalamus produziert und (iber axonalen
Transport zur Speicherung in den HHL gebracht und von dort sekretiert (Lillmann-Rauch, 2015). Im
HVL werden growth hormone (GH), Prolaktin (PRL) sowie die auf Driisen wirkenden, glandotropen
Hormone Adrenokortikotropes Hormon (ACTH), Thyroidea-stimulierendes Hormon (TSH),
Luteinisierendes Hormon (LH) und Follikel-stimulierendes Hormon (FSH) gebildet. Die im
Hypothalamus gebildeten Hormone Antidiuretisches Hormon (ADH) und Oxytozin (OXT) werden aus
dem HHL freigesetzt. Im Folgenden werden die verschiedenen Hormone des HVL und HHL sowie
deren Funktionen im Kérper vorgestellt (Uberblick in Tabelle 1).
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Tabelle 1: Hormone der Hypophyse

Bildungszelltyp Hauptzielorgan
Hormone | GH Somatotrope Zellen Leber, Knochen, Muskel, Fett
HVL PRL Mammotrope Zellen Brustdrise
ACTH Kortikotrope Zellen Nebennierenrinde
TSH Thyreotrope Zellen Schilddrise
LH/FSH | Gonadotrope Zellen Gonaden
Hormone | ADH Magnozelluldre Kerne des Niere, GefalRe
HHL Hypothalamus
OXT Magnozelluldre Kerne des Brustdriise, Uterus
Hypothalamus

Abgebildet sind die Hormone der Hypophyse, der jeweilige Zelltyp, in dem sie gebildet werden, und das Hauptzielorgan. Die
Hormone werden HVL oder HHL zugeordnet. ACTH = Adrenokortikotropes Hormon, ADH = Antidiuretisches Hormon, FSH =
Follikel-stimulierendes Hormon, GH = growth hormone, HHL = Hypophysenhinterlappen, HVL = Hypophysenvorderlappen,
LH = Luteinisierendes Hormon, OXT = Oxytozin, PRL = Prolaktin, TSH = Thyroidea-stimulierendes Hormon

1.2.2.1 Growth hormone

Der haufigste Zelltyp im HVL sind die GH-synthetisierenden somatotropen Zellen. Die Sekretion wird
durch growth hormone-releasing hormone (GHRH, stimulierend (iber growth hormone-releasing
hormone Rezeptor (GHRHR) (Anderson et al., 2004)) und Somatostatin (SST, inhibierend Uber
Somatostatinrezeptor 2 (SSTR2) (Ben-Shlomo und Melmed, 2010)) Uber die Hypothalamus-
Hypophysen-Achse reguliert. AuBerdem wirkt Ghrelin aus dem Gastrointestinaltrakt Gber den
Ghrelin-Rezeptor (GHSR) stimulierend (Anderson und Scanes, 2012). Die Hauptfunktion von GH
besteht in der Anregung des Wachstums verschiedener Gewebe wie Knochen, Knorpel, Muskel,
Leber oder Niere. GH beeinflusst zudem den Stoffwechsel. Unter katabolen Bedingungen, wie bspw.
beim Fasten, wirkt GH lipolytisch (Wasinski et al., 2019). Durch erhéhte Expression von 3-adrenergen
Rezeptoren potenziert GH den Einfluss der Katecholamine auf die Lipolyse im Fettgewebe (Beauville
et al., 1992). Mause mit vergleichsweise geringen GH-Serumspiegeln wiesen eine Akkumulation von
subkutanen Fettdepots auf (Duran-Ortiz et al., 2018). Seine Funktion vermittelt GH Gber den GH-
Rezeptor (GHR), der in Leber, Fettgewebe, Muskel, Knochen und Gehirn exprimiert wird. In Mausen
mit GHR-knockout (KO) kann ein erhdhter GH-Serumspiegel gemessen werden. Dieser geht mit einer
vermehrten prozentualen Fettmasse und zwergenhaftem Erscheinungsbild im Vergleich zu Wildtyp-
Kontrollen einher (Berryman et al., 2010).

GH vermittelt teilweise Funktionen Uber ein nachgeschaltetes Hormon, den insulin-like growth factor
(IGF) 1. Uber eine Aktivierung des GHR erfolgt die Produktion von IGF1 hauptsichlich in der Leber
sowie zum geringeren Teil auch in anderen Geweben wie Fett oder Muskel. Bei Mausen, bei denen
spezifisch in der Leber die GHR-Expression unterdriickt wurde, konnten erheblich reduzierte
Serumspiegel von IGF1 beobachtet werden, wahrend die lokalen messenger Ribonukleinsdure-
(mRNA) Level von IGF1 in Muskel, Fettgewebe und Knochen anstiegen. Es konnten in diesen Tieren
zudem gestiegene GH-Serumspiegel nachgewiesen werden, die durch ein Wegfallen des negativen
feedbacks von IGF1 auf die GH-Produktion erklart werden konnen (List et al., 2014, Fan et al., 2009).

Somatotrope Zellen exprimieren den Leptinrezeptor (LEPR). Uber das Adipokin Leptin werden
Informationen zwischen Fettgewebe und Arealen im Gehirn wie Hypothalamus, Hypophyse oder
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Hirnstamm vermittelt, um das Erndahrungsverhalten bei hohen Fettmassen anzupassen. Das
Hungergefiihl wird unterdriickt, das Sattigungsgefiihl gesteigert. Eine Uberproduktion von Leptin,
verursacht durch hohe Fettmassen, kann zu chronisch erhéhten Leptin-Serumspiegeln und daraus
folgend einer Ausbildung von Resistenzen gegeniiber dem Adipokin fiihren. Die folglich weitere,
Uberschissige Nahrungsaufnahme resultiert in einer weiteren Akkumulation von Fettmassen (Zieba
et al., 2020, Cottrell und Mercer, 2012). LEPR-KO-Mause zeigten signifikante Reduktionen der Level
von GH und GH-mRNA in der Hypophyse (Odle et al., 2016). Dies steht vermutlich in einem
Zusammenhang mit dem Hypophysen-spezifischen positiven Transkriptionsfaktor 1 (POU1F1), der
die GH-Bildung in somatotropen Zellen vermittelt und dessen Proteinmenge in weiblichen LEPR-KO
Mausen vermindert war (Allensworth-James et al., 2018, Odle et al., 2016).

1.2.2.2 Prolaktin

PRL wird von laktotropen Zellen des HVL sekretiert. Es fungiert als Laktationshormon, sorgt fir
mitterliches Verhalten und eine verringerte Fruchtbarkeit. Zudem wirkt PRL auch auRerhalb der
Schwangerschaft bzw. Stillzeit und bei mannlichen Saugern: Eine erhéhte PRL-Ausschiittung dient
bspw. der Unterdriickung der Stressreaktion (Kirk et al., 2017). PRL induziert die Lipogenese und
hemmt die Lipolyse in Adipozyten (Barrett et al., 2018). Diese funktionellen PRL-Spiegel sind deutlich
geringer als innerhalb der Stillzeit (Patil et al., 2014).

1.2.2.3 Adrenokortikotropes Hormon

Der haufigste glandotrope Zelltyp des HVL sind die kortikotropen Zellen, welche
Proopiomelanokortin (POMC) und daraus ACTH synthetisieren (Dallman et al., 1987). Dieses wird aus
dem Vorlauferpeptid POMC durch die Prohormonkonvertase 1/3 (PCSK1) gespalten (Wardlaw, 2011).
Mit diesem Vorgang assoziiert ist das Inhibitorprotein cAMP-responsive element-binding protein 3-
like 1 (CREB3L1) sowie das Inhibitorprotein der Konvertase (PCSK1n) (Greenwood et al., 2020). ACTH
kann selbst weiter in das a-Melanozyten-stimulierende Hormon und das Kortikotropin-dhnliche
Zwischenlappenpeptid gespalten werden (Wardlaw, 2011). Die ACTH-Sekretion aus der Hypophyse
wird durch die im Hypothalamus produzierten Hormone corticotropin-releasing hormone (CRH, liber
den corticotropin-releasing hormone Rezeptor 1 (CRHR1)) und ADH (lber den Vasopressin 1b
Rezeptor (AVPR1B)) stimuliert. Beide vermitteln dabei sowohl unter basalen als auch unter
stressinduzierten Bedingungen die ACTH-Ausschiittung (Ramos et al., 2016, Tanoue et al., 2004). Bei
inflammationsbedingtem Stress kann die Sekretion zudem auch Uber Zytokine, wie Interleukin-6,
vermittelt werden (Bethin et al., 2000).

ACTH stimuliert in der zona fasciculata der Nebennierenrinde die Ausschiittung der Glukokortikoide
Kortisol (Mensch) bzw. Kortikosteron (Nager) sowie in sehr hohen Konzentrationen auch die
Ausschittung von Androgenen und Mineralokortikoiden aus den Ubrigen Schichten der
Nebennierenrinde. Hohe Glukokortikoidspiegel im Blut hemmen (ber den negativen
Rickkopplungsmechanismus die CRH-, ADH- und ACTH-Sekretion in Hypothalamus und Hypophyse.
Dies kann sowohl schnell Gber nicht-genomische Effekte als auch langsamer Uber die Regulation der
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Genexpression von CRH und ADH im Hypothalamus sowie POMC im HVL geschehen (Keller-Wood,
2015). Glukokortikoide werden auch als Stresshormone bezeichnet und unter Einfluss von
physischem und psychischem Stress vermehrt sekretiert. Das Einstellen einer Eu- bis Hyperglykamie
durch Stimulation der Glukoneogenese, Inhibition der Glukoseaufnahme in Muskel und Fettgewebe
sowie einer geringeren Sekretion von Insulin bewirkt unter Stressbedingungen eine ausreichende
Versorgung des Gehirns mit Glukose. Zudem werden vermehrt Fett- und Aminosdauren mobilisiert
(Tanaka et al., 2017, Magomedova und Cummins, 2016). Eine Dysregulation der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse, wie ein verminderter negativer feedback-Mechanismus oder ein
chronischer Hyperkortisolismus, kann zu der Ausbildung eines metabolischen Syndroms (siehe 1.1.1)
fUhren (Karatsoreos et al., 2010).

Neben der Funktion in der Hypophysen-Nebennieren-Achse bewirkt ACTH bei Nagern eine
stressinduzierte Lipolyse im Fettgewebe (Chaves et al., 2011). AuBerdem induziert ACTH, direkt
sowie indirekt Gber die Expressionssteigerung von Thermogenin (uncoupling protein 1, UCP1), die
Braunung im weilRen Fettgewebe (browning, Umwandlung von weifen in braune Adipozyten zur
Thermogenese) (van den Beukel et al., 2014).

1.2.2.4 Thyroidea-stimulierendes Hormon

Aus den thyreotropen Zellen des HVL wird TSH sekretiert. TSH und auch GH stimulieren die
Schilddriise zur lodaufnahme sowie zur Produktion und Sekretion der Schilddriisenhormone
Triiodthyronin (T3) und Thyroxin (T4). Zudem beeinflusst TSH in der Peripherie die Umwandlung von
T4 in das funktionell wirksame T3. Schilddriisenhormone haben vielfaltige Einflisse, bspw. auf
Stoffwechsel, Energieaufwand, Thermogenese, Gehirnentwicklung und Wachstum (Carmean et al.,
2014). Im Fettgewebe potenzieren sie die adrenergen Funktionen (Brent, 2012) und regulieren die
Thermogenese im braunen Fettgewebe liber die Expression von UCP1 (Ribeiro et al., 2010). Wahrend
einer Hyperthyreose steht der erhohte Ruheenergieaufwand im Zusammenhang mit
Gewichtsverlust, gesteigerter Lipolyse sowie geringeren Cholesterol- und TAG-Serumspiegeln (Sinha
et al.,, 2018). Es wird vermutet, dass Schilddriisenhormone die Verteilung der freien FS auf die
verstoffwechselnden Organe beeinflussen. Unter hyperthyreotischen Bedingungen werden die FS in
oxidative Organe wie Leber und Muskel aufgenommen, unter hypothyreotischen Bedingungen in das
Fettgewebe zur Speicherung (Klieverik et al., 2009). Welche genauen Mechanismen dies vermitteln
ist momentan noch unklar. Vermutlich wird die Expression von Fettsduretransportern und
Fettsdurebindungsproteinen (FABP) in den jeweiligen Geweben durch die Schilddriisenhormone
reguliert (Sinha et al., 2018). Neben lipolytischen Effekten beeinflussen die Schilddriisenhormone
auch die Lipogenese durch Stimulation der Expression von lipogenetischen Enzymen wie
Fettsduresynthase und Azetyl-CoA-Carboxylase. Die Adipogenese wird in Initialstadien durch eine
Hemmung der Adipozytendifferenzierung inhibiert. In den folgenden Stadien wird die Adipogenese
durch die Schilddriisenhormone gesteigert (Carmean et al., 2014).
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1.2.2.5 Luteinisierendes Hormon und Follikel-stimulierendes Hormon

Die Ausschiittung von FSH und LH aus den gonadotropen Zellen der Adenohypophyse wird durch das
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) stimuliert. FSH/LH bewirken bei Frauen in den Ovarien die
Produktion von Ostrogenen und Progesteron und regen somit das Wachstum der Follikel an.
Ostrogene vermittelten lber negatives feedback die verminderte Sekretion von FSH/LH. Wird eine
bestimmte Konzentrationsschwelle an Ostrogenen {iber mindestens 24 bis 48 Stunden iiberschritten,
fUhrt dies zu einer gesteigerten LH-Sekretion (positives feedback) und damit zur Ovulation (Howles,
2000). Bei Mannern wird durch FSH/LH die Produktion von Testosteron in den Leydig-Zellen des
Hodens sowie die Spermatogenese stimuliert (Simoni et al.,, 1999). Veranderungen der
Ostrogenspiegel sind mit Verdnderungen im Stoffwechsel assoziiert. Bei postmenopausalen Frauen
resultiert die geringere Produktion von Ostrogenen in erhdhter peripherer Fettmasse und
Insulinresistenz. Die Behandlung mit exogenen Ostrogenen kann praventiv auf Insulinresistenz und
erndhrungsbedingte, periphere Adipositas wirken. Auch bei Mannern gibt es Hinweise, dass Ostrogen
stoffwechselassoziierte Einfliisse vermittelt. So konnte bei mit exogenen Ostrogenen behandelten
mannlichen Mausen eine Abnahme der hepatischen TAG-Level beobachtet werden (Dakin et al.,
2015). Die stoffwechselassoziierten Funktionen werden {iberwiegend iiber den Ostrogenrezeptor
(ESR) o vermittelt, welcher durch das Gen ESR1 kodiert wird und auch in der Hypophyse exprimiert
ist (Schreihofer et al., 2000).

1.2.2.6 Oxytozin

Das Peptidhormon OXT wird in magnozellularen Kerngebieten im Hypothalamus gebildet und von
dort via axonalem Transport in den HHL gebracht. Vom HHL wird OXT kalziumabhangig sezerniert. An
der kaliziumabhangigen Sekretion sind CD38 und transient receptor potential cation channel,
subfamily M member 2 (TRPM2) beteiligt (Higashida et al.,, 2018, Zhong et al., 2016). Stress,
Essensaufnahme und soziale Aspekte sind Stimulatoren fir die OXT-Sekretion aus dem HHL. OXT
fordert die Wehentétigkeit wahrend der Geburt sowie die Milchejektion postpartum, vermittelt
soziales Verhalten, wie bspw. die Mutter-Kind-Beziehung, wirkt analgetisch und hat einen
kardioprotektiven Einfluss (Jankowski et al., 2016, Onaka et al., 2012). Zudem beeinflusst OXT den
Stoffwechsel. Hohe OXT-Serumspiegel fiihren zu einer Reduktion der Koérpermasse durch
verminderte Nahrungsaufnahme, gesteigerte Lipolyse und gesteigerte FS-Oxidation (Lawson et al.,
2020, McCormack et al., 2020). AuBerdem fiihren sie zu verbesserter Glukosetoleranz und
Insulinresistenz sowie vermehrter Aufnahme von Glukose in Muskel und Fettgewebe (Deblon et al.,
2011, Lee et al., 2008). Andere Quellen beschreiben erhohte Blutglukosespiegel und adipogenetische
Einfllisse nach einer zweiwdchigen Behandlung mit OXT (Altirriba et al., 2014, Eckertova et al., 2011).
Die Funktionen werden Uber den Oxytozinrezeptor (OXTR) vermittelt, der ubiquitdr im Korper
exprimiert wird (Ding et al., 2019).
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1.2.2.7 Antidiuretisches Hormon

ADH aus dem Hypothalamus steigert Uber die Aktivierung des Vasopressin 2 Rezeptors die
Rickresorption von Wasser im distalen Tubulus sowie in den Sammelrohren der Niere durch den
Einbau von Aquaporin 2 Kanalen. In hohen Konzentrationen kann es (iber den Vasopressin 1la
Rezeptor zu einer Vasokonstriktion flihren. Stimuli fur die Sekretion von ADH sind Hypovoldmie und
Hyperosmolaritdt (Gonzalez et al., 2020). ADH hat lber die synergistische Funktion zu CRH einen
Einfluss auf die Produktion von ACTH im HVL und wirkt so indirekt lipolytisch (siehe 1.2.2.3). Rofe und
Williamson hingegen detektierten weniger freie FS und weniger Ketonkdrper nach ADH-Behandlung
und schlussfolgerten einen anti-lipolytischen Effekt (Rofe und Williamson, 1983).

1.2.3 Einfluss der Hypophyse auf den Stoffwechsel unter kérperlicher Aktivitat

Unter akuten Stressbedingungen, wie korperlicher Aktivitat, passt sich die Hormonproduktion und
-sekretion in der Hypophyse den Gegebenheiten an. Dabei ist die Sekretion abhdngig von Art,
Intensitdt und Dauer des Trainings. Aullerdem ist der Zeitpunkt des Tages, an dem das Training
durchgefiihrt wird, von Bedeutung, da die Sekretion der meisten Hypophysenhormone einem
zirkadianen Rhythmus unterliegt (Anderson, 2019). Bei Ausdaueraktivitat werden vor allem freie FS,
die durch vermehrte Lipolyse bereitgestellt werden (siehe 1.1.2), metabolisiert. Dies suggeriert eine
Erhdhung der lipolytisch-wirkenden Hypophysenhormone durch korperliche Aktivitat. Aktuelle
Studien untersuchten die Hormonspiegel der Hypophysenhormone wahrend und nach korperlicher
Aktivitat bzw. Training. Daraus koénnen Rickschlisse auf die Aktivitdit der Hypophyse gezogen
werden.

Anderson beschrieb eine erhohte Sekretion von GH und ACTH trainingsassoziiert, wahrend eine
verminderte Ausschiittung der Thyroid- und Gonadenhormone bestimmt wurde (Anderson, 2019).
Nindl et al. flihrten eine Studie mit gesunden Mannern durch und fanden nur bei langer dauerndem
aerobem Training (zwei Stunden) eine erhohte GH-Sekretion, wahrend kurzes aerobes Training (eine
Stunde) und Widerstandstraining zu keiner Anderung fiihrten (Nindl et al., 2014). In Assoziation zu
aerobem Training konnten auRerdem sowohl hohere als auch niedrigere Kortisolspiegel gemessen
werden, da diese abhdngig von Dauer und Intensitat des Trainings waren (Anderson, 2019). Sato et
al. und Popovic et al. beschrieben zudem Unterschiede zwischen trainierten und untrainierten
Athleten: Nach einem Training wurden bei untrainierten Menschen hohere Kortisolspiegel bestimmt
als bei trainierten Menschen (Popovic et al., 2019, Sato et al., 2016). Des Weiteren wurden nach
Trainings mit hoher Intensitdt und kurzer Dauer, wie bspw. Sprint-Trainings, erhdhte Kortisolspiegel
gemessen (Rodrigues de Araujo et al., 2018). Aullerdem stiegen bei schnelleren Athleten die Kortisol-
und GH-Spiegel starker an als bei langsameren Athleten (Vingren et al., 2016). Dies kdnnte entweder
eine hohere Leistung unter erhohten Hormonspiegeln suggerieren oder aber die hoheren
Hormonspiegel zeigten eine hoéhere Belastung an, die wiederum die Ausschiittung der Hormone
bedingt. In anderen Studien wurden niedrigere Kortisolspiegel in Assoziation zum Training gemessen
(Anderson, 2019). Popovic et al. konnten auBerdem erhdhte Serumspiegel an freiem Testosteron
nachweisen (Popovic et al., 2019). Auch Sato et al. fanden erhéhte Serumspiegel der Sexualsteroide
Ostrogen, Dehydroepiandrosteron und Testosteron nach Training mit hoher Intensitit bei Athleten
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und Nicht-Athleten (Sato et al., 2016). TSH-Serumspiegel in mannlichen Ratten sanken nach
zweiwdchiger Aktivitdt im Laufrad (Uribe et al., 2014). Jong et al. beschrieben erhdhte Spiegel von
OXT im Speichel von Mannern und Frauen nach einem Lauf (Jong et al., 2015). Yiiksel et al. hingegen
beschrieben nur bei weiblichen Mausen gesteigerte Serum-OXT-Spiegel sowie erhohte OXT-Spiegel
im Gehirn, nachdem diese sechs Wochen lang in Kafigen mit Laufradern gehalten wurden (Yiksel et
al., 2019). Weitere Studien beschrieben erhohte GH- und Kortisolspiegel in Serum- oder
Speichelproben sowie verringerte Testosteronspiegel in Serum- oder Speichelproben nach
Ausdauertraining (Vingren et al., 2016, Frayn, 2010, Mastorakos und Pavlatou, 2005).
Zusammenfassend betreffen kontrovers diskutierte, trainingsassoziierte Erhohungen von
Hormonleveln vor allem GH, ACTH und OXT.

Die Hypophyse ist in den Gewebe-crosstalk, der den Stoffwechsel bestimmt, eingebunden (siehe
1.1.3). Somit unterliegt auch sie Einfliissen von anderen am Stoffwechsel beteiligten Organen. Uber
die Bindung von Signalgebern, wie Adipokinen oder Myokinen, an Rezeptoren der Hypophyse
konnen in Zellen Signalwege ausgelost werden, welche auf Transkriptom- oder Proteomebene zu
Veranderungen fiihren. Die damit einhergehende differentielle Ribonukleinsdure (RNA)- und
Proteinexpression sowie verdnderte Aktivitdt von Proteinen kénnen wiederum die Aktivitat der
Hypophyse regulieren. Folglich werden andere Organe Uber die verdnderte Aktivitat der Hypophyse
beeinflusst, so dass ein Zusammenspiel vieler Faktoren entsteht. Die verdnderte Aktivitdt der
Hypophyse, die sich in verdnderten Hormonspiegeln unter korperlicher Aktivitat zeigt, unterliegt
somit auch Anderungen auf RNA- und Proteinebene. Um diese zu untersuchen, kann bspw. die
Analyse der Genexpression genutzt werden.

1.3 Untersuchung von Stoffwechselanpassungen anhand der Genexpression

1.3.1 Regulation der Genexpression

Fir die Beschreibung von Anpassungserscheinungen in Organismen an dulere Reize, wie bspw.
Anpassungen des Energiestoffwechsels an korperliche Aktivitdt, kann die hypothesenfreie
Betrachtung der Expression der Gesamtheit aller Gene auf RNA-Ebene Anwendung finden.

Die Eigenschaften eines jeden Organismus werden unter anderem durch seine Gene bestimmt. Dabei
besitzt jedes Individuum seine eigene, individuelle Erbinformation, die in Form der
Desoxyribonukleinsdure (DNA) in den Zellen vorliegt. Die Zellen eines Organismus enthalten zwar alle
die gleiche DNA und damit die gleichen Gene, sind aber aufgrund der zelltypspezifischen
Genexpression unterschiedlich differenziert mit unterschiedlichen Morphologien und Funktionen.
Die Genexpression in den Zellen kann gemessen und Regulationen dieser Expression als Antwort auf
interne und externe Stimuli ermittelt werden. Gene, die unabhangig von dieser Genregulation sind
und konstitutiv exprimiert werden, bezeichnet man als Haushaltsgene (housekeeping genes) (Hardin
et al., 2015, Twellmeyer, 2007).

Die Regulation der Genexpression kann auf unterschiedlichen Ebenen erfolgen. Duplikationen,
Deletionen sowie Neuanordnungen von DNA-Abschnitten, Methylierungen und
Histonmodifikationen bestimmen die Regulation auf Genomebene. Weiterhin kann die Regulation
auf RNA-Ebene durch Transkriptionsfaktoren, die an bestimmte Abschnitte der DNA binden und dort
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die Aktivitat der RNA-Polymerase regulieren (aktivieren oder reprimieren), stattfinden. Dadurch wird
die Transkription, die Umschrift von DNA in RNA, reguliert. Das Zwischenergebnis stellt das
Transkriptom, die Gesamtheit der RNA einer Zelle zu einem bestimmten Zeitpunkt, dar. AuBerdem
kann die Regulation der Genexpression auch auf posttranskriptionaler Ebene, unter anderem via
alternativem SpleiRen, Kontrolle der Translation und posttranslational, bspw. durch differentielle
Proteinfaltung, stattfinden (Hardin et al., 2015, Yilmaz und Grotewold, 2010). In der vorliegenden
Arbeit wurde die Genexpression auf Transkriptomebene untersucht, da das Transkriptom als
Bindeglied zwischen Genom und Proteom unterschiedliche Zellzustande, Entwicklungsstadien und
Regulationsmechanismen widerspiegelt. Des Weiteren ist die Untersuchung der Genexpression auf
Transkriptomebene durch methodische Fortschritte in den Fokus der aktuellen Forschungen gertickt
(Supplitt et al., 2021).

1.3.2 Messung der Genexpression auf Transkriptomebene

Im Wesentlichen stehen drei Verfahren im Mittelpunkt der Genexpressionanalyse: Die Mikroarray-
Technik, die quantitative Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) und die RNA-
Sequenzierung (RNAseq) (Supplitt et al., 2021).

Der Analyse mittels Mikroarrays liegt eine Hybridisierung der Proben-RNA mit kurzen
einzelstrangigen Oligonukleotidsonden, die komplementar zu den Sequenzen bekannter Transkripte
sind und die auf dem Mikroarraychip aufgebracht sind, zu Grunde. Das impliziert eine Notwendigkeit
von a priori Kenntnissen Uber das Transkriptom (Schena et al., 1995). Das Verfahren ermoglicht die
Analyse vieler Gene gleichzeitig und ist relativ kostengiinstig. Jedoch fallt die akurate Messung der
Expression von Transkripten mit geringer bzw. sehr hoher Haufigkeit (Abundanz) schwer (Supplitt et
al., 2021, van der Kloet et al., 2020).

Mithilfe Sequenzierungs-basierter Methoden werden Transkripte direkt Uber die Abfolge ihrer
Nukleotide analysiert. Aus anfanglichen Verfahren wie der Herstellung von expressed sequence tags,
die nur einen geringen Durchlauf hatten (Adams et al., 1991), haben sich Methoden wie die serielle
Analyse der Genexpression und die Cap-Analyse der Genexpression entwickelt, die einen hoheren
Durchlauf haben und die Genexpression exakter widerspiegeln (Shiraki et al., 2003, Velculescu et al.,
1995). Hierbei limitierend waren allerdings die Kosten und die Analysen unbekannter Transkripte
sowie alternativer SpleiRformen. Die Entwicklung der Sequenzierungs-basierten Methode des next
generation sequencing (NGS), zu der auch RNAseq gehort, hat die Transkiptomanalyse modernisiert.
RNAseq bietet einen hohen Durchlauf und somit eine Analyse des gesamten Transkriptoms und
mehrerer Proben gleichzeitig. Neben der Quantifizierung der Genexpression kénnen mithilfe von
RNAseq auch bislang unbekannte oder seltene Transkripte nachgewiesen, alternative
SpleiRisoformen identifiziert und Allel-spezifische Genexpressionsanalysen durchgefiihrt werden
(Supplitt et al., 2021, van der Kloet et al., 2020, Lowe et al., 2017). Hierflir wird isolierte RNA in
komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben und anschlieBend die Expression (iber ein mapping der
sequenzierten reads zu annotierten Transkripten bestimmt (Griffith et al., 2015). In der vorliegenden
Arbeit werden der Einfachheit halber Daten, die tiber RNAseq gewonnen wurden, als NGS-Daten
bezeichnet.
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Sinnvoll ist oftmals eine Validierung der Expressionsdaten aus der Sequenzierung, um
Schlussfolgerungen zu untermauern. Hierflir eignet sich die qRT-PCR, die Uber eine Vervielfaltigung
spezifischer Abschnitte der isolierten Proben-RNA eine Expressionsanalyse ausgewadhlter Transkripte
ermoglicht (Rajkumar et al., 2015). Dabei werden spezifische Primer benétigt, welche die Sequenz,
die amplifiziert werden soll, das Amplikon, begrenzen (Erlich, 1989). Da die DNA als Doppelstrang
vorliegt und zu beiden Strangen ein komplementadres Gegenstlick synthetisiert werden soll, werden
fir jedes Amplikon zwei Primer, das Primerpaar, bestehend aus forward- und reverse-Primer,
bendtigt. Als DNA-Polymerase wird die thermostabile DNA-Polymerase aus dem thermophilen
Bakterium thermus aquaticus, die Tag-Polymerase, verwendet (Saiki et al., 1988). Fir die
Quantifizierung der DNA-Molekiile in Echtzeit wird zur Detektion ein Fluoreszenzsignal bendtigt. Ein
gangiges System ist die Markierung mit SYBR™ green, der reversibel zwischen zwei benachbarte
Basenpaare (bp) an die DNA bindet (Smith und Osborn, 2009). Da wahrend der PCR-Zyklen immer

mehr DNA-Produkte synthetisiert und somit immer mehr SYBR™

green Farbstoff an die DNA
gebunden wird, steigt dazu korrelierend das detektierte Fluoreszenz-Signal. Wird das Signal
kontinuierlich wéahrend der PCR gemessen, kann anhand dessen eine Quantifizierung der
Amplifikation Gber mathematische Regression erfolgen. Um die Quantifizierung unspezifischer
Amplifikate auszuschlieRen, wurde am Ende des Temperaturprogramms eine Schmelzkurve erstellt.
Bei Amplifikation eines spezifischen PCR-Produktes zeigt sich in der Schmelzkurve nur ein peak
(Ruijter et al., 2014). Vorteile der qRT-PCR sind neben der vergleichenden Quantifizierung und
Schnelligkeit, die Moglichkeit, mehrere Proben gleichzeitig zu messen und so eine hohe

Automatisierung zu erreichen (Supplitt et al., 2021).

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Genexpressionsanalyse RNAseq und gRT-PCR verwendet.
Sowohl fiir RNAseq als auch fir die gRT-PCR werden biologische Nukleinsdure-Proben bendtigt, aus
denen (ber die Sequenzierungsmethoden die Daten fiir eine bioinformatische Auswertung
gewonnen werden. Flr die bioinformatische Analyse kann das Programm Ingenuity® Pathway
Analysis (IPA®) genutzt werden, da es Untersuchungen tber Funktions- und Regulationsbeziehungen
von Genen ermoglicht. IPA nutzt zur funktionellen Zuordnung der differentiell exprimierten
Gentranskripte (DEGs) und zur Visualisierung von bekannten und vorhergesagten Interaktionen
zwischen den DEGs eine groRe Literaturdatenbank (Kramer et al., 2014).

1.4 Untersuchung von Stoffwechselanpassungen unter korperlicher Aktivitat
anhand von Mausmodellen

Da die Hypophyse als kleines, nah am Gehirn gelegenes Organ schwer zu erreichen ist und invasive
Probenentnahmen beim lebenden Menschen nur schwer moglich sind, werden fiir die
Grundlagenforschung Proben aus Tiermodellen genutzt. Spezielle Mausmodelle, die unter
Vermeidung der Inzucht Gber viele Generationen auf spezifische Merkmale selektiert wurden, eignen
sich aufgrund ihrer komplexen Genetik fir die biomedizinsche Grundlagenforschung. Wegen der
genetischen Variabilitdt von Tier zu Tier in den Auszuchtlinien, sind Generalisierung und Ubertragung
der Erkenntnisse aus Experimenten auf andere Populationen, bspw. den Menschen, besser moglich
als bei Inzuchtstammen (Tuttle et al., 2018, Zuberi und Lutz, 2016).
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Die Forschergruppe um T. Garland erstellte eine Mauslinie, die auf hohe freiwillige Laufleistung im
Laufrad langzeitselektiert wurde. In aktuellen Studien der letzten flunf Jahre untersuchten sie dieses
Modell unter anderem auf muskelspezifische Anpassungen (Castro und Garland, 2018, Kay et al.,
2018, Kelly et al., 2017) und Adaptionen in Fettgewebe und Nahrungsaufnahme (Cadney et al., 2021,
Hiramatsu und Garland, 2018), den Einfluss von endogenen Substanzen wie Kortikosteron (Singleton
und Garland, 2019) und exogenen Substanzen wie Koffein (Claghorn et al., 2017) auf die Laufleistung
sowie Zusammenhadnge zwischen belohnungsassoziierten Verdanderungen im Gehirn und hoher
Laufleistung (Schmill et al., 2021, Hillis et al., 2020, Zhang et al., 2018). Kortiksteron wird unter
anderem als Antwort auf ACTH, welches in der Hypophyse synthetisiert wird, sekretiert (siehe
1.2.2.3). Méuse, die auf hohe freiwillige Laufleistung selektiert wurden, hatten zweifach héhere
Kortikosteron-Serumspiegel als nicht-selektierte Kontrollmduse. Nach einer zusatzlichen
Kortikosteronzufuhr tiber das Trinkwasser besalRen sie eine hohere Laufgeschwindigkeit, -distanz und
-dauer im Laufrad als Kontrollmduse. Dennoch fiihrte die zusatzliche Kortikosteronzufuhr zu
verringerten Leber- und Muskelmassen sowie vermehrter subkutaner Fettmasse (Singleton und
Garland, 2019). Ob ein Zusammenhang zwischen hohen Kortikosteron-Serumspiegeln und erhohter
Aktivitat der Hypophyse in diesem Mausmodell besteht, ist bislang unklar.

Auch das Forschungsinstitut fir Nutztierbiologie in Dummerstorf (FBN Dummerstorf) verfiigt tiber
ein genetisch heterogenes, auf hohe Laufleistung selektiertes Mausmodell, welches zur
Hypothesenuntersuchung einer Stoffwechselanpassung unter Ausdauerleistung genutzt werden
kann. Dies ist die Dummerstorfer hoch-Laufbandlinie DUhLB.

1.4.1 Dummerstorfer Langzeitselektionslinie fiir hohe Laufbandleistung DUhLB

Im Gegensatz zu dem Modell von T. Garland ist die Dummerstorfer Linie DUhLB auf eine hohe
Laufleistung auf einem computergesteuerten Laufband selektiert worden (Brenmoehl et al., 2013,
Falkenberg et al., 2000). Als Basis flir die Etablierung der DUhLB-Linie diente die in den siebziger
Jahren aus jeweils vier In- und Auszuchtlinien Uber drei Generationen systematisch generierte
Kontrolllinie Fzt:DU, die auch als Dummerstorfer Kontrolllinie (DUK) bezeichnet wird. Bis heute wird
die urspriingliche genetische Vielfalt durch zufalliges, nicht selektiertes Paaren der Mause, bei
gleichzeitiger Vermeidung von Inzucht, aufrechterhalten (Abbildung 2). Dietl et al. bestatigten die
,einzigartige genetische Struktur” (Dietl et al., 2004) in jeder Generation. Die auf hohe Laufleistung
selektierte DUhLB-Linie wurde seit den friihen achtziger Jahren in Dummerstorf aus dem DUK-Stamm
in einer divergenten Selektion generiert (Abbildung 2). Selektiert wurden dabei Mannchen nach der
Anpaarung anhand eines einmaligen, spontanen, submaximalen Laufs. Dafiir liefen die ca. 70 Tage
alten mannlichen Mause nach einem bestimmten Geschwindigkeitsschema (Start: 12 m/min, Ende:
38 m/min) auf einem Laufband (10% Steigung). Anhand der Distanz des Laufes in Metern wurde die
individuelle Leistung der Mause bestimmt (Brenmoehl et al., 2013). Die Nachkommen der Vater mit
der besten Laufleistung wurden fiir die Weiterzucht verwendet (Falkenberg et al., 2000).

Es kann vermutet werden, dass durch die Dimension des Selektionsexperimentes der DUhLB-Linie
(50-100 Familien pro Generation) und durch die Minimierung des Inzuchtkoeffizienten der
genetische Hintergrund deutlich komplexer ist als bei anderen Selektionsmodellen, die in einem
dhnlichen Kontext untersucht wurden. Die Erkenntnisse im Kontext von funktionellen Anpassungen
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in der Hypophyse im Rahmen eines Ausdauertrainings beziehen sich vor allem auf Serum- und
Speichelproben sowohl von Tieren als auch von menschlichen Athleten und nicht-trainierten
Kontrollen (siehe 1.2.3). Die Genexpression auf RNA-Ebene wurde in diesem Zusammenhang bisher
nur gezielt von einzelnen Transkripten, bspw. von Rezeptoren von releasing- und inhibiting-
Hormonen, gemessen (Uribe et al., 2014, Park et al., 2005). Transkriptomweite Analysen zur
Hypophyse mittels Sequenzierungs-basierter Methoden wurden zwar durchgefiihrt, bezogen sich
aber nicht auf den Kontext des Ausdauertrainings (Fu et al., 2019, St-Amand et al., 2011).

DUK Zufalliges Paaren DUK
aus vier In- und Auszuchtlinien . 4
tematisch iert g kY
systematisch generie '_F- ! | .1-

5

Divergente Selektion
anhand der paternalen
Laufleistungim
Submaximallauf: Beste
Leistung >
Nachkommen fiir

» Anpaarung verwendet

-
\.J’( .i"
N

'
DUhLB
,Marathonmaus"”

Abbildung 2: Generierung der DUhLB- und DUK-Linien. Die DUK-Linie wurde aus vier In- und Auszuchtlinien systematisch
generiert und die Linie Uber zufilliges Paaren der Mause aufrechterhalten. Die DUhLB-Linie wurde aus der DUK-Linie Gber
eine Selektion nach paternaler Laufleistung in einem Submaximaltest auf dem Laufband generiert. Nur die Nachkommen
der mannlichen Mause, welche die beste Leistung zeigten, wurden fiir die weitere Zucht verwendet. DUhLB =
Dummerstorfer Mauslinie mit hoher Laufbandleistung, DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie

Da sich Selektion nicht nur auf das eigentliche Zuchtmerkmal auswirkt, sondern multidimensionale
physiologische und korperliche Adaptionen bewirkt, entwickelten sich nach (iber 135 Generationen
Tiere, welche, im Vergleich zur Ausgangslinie, neue und eigene Merkmale aufweisen (Brenmoehl et
al., 2017, Falkenberg et al., 2000), die im nachsten Abschnitt ndher beleuchtet werden.

1.4.2 Bekannte Anpassungen im Stoffwechsel von DUhLB-Mausen

Bisherige Untersuchungsergebnisse (Tabelle 2) deuten darauf hin, dass die auf hohe
Laufbandleistung selektierten DUhLB-Ma&use Uber Generationen hocheffiziente Mechanismen der
Stoffwechselanpassung entwickelt haben, die dazu fiihrten, dass sie im Vergleich zu Kontrollen eine
bis zu finffach erhohte Laufausdauer aufweisen (Brenmoehl et al.,, 2013). Die energetisch-
metabolischen Anpassungen der DUhLB-Mause durch die Selektion erlauben es ihnen, wahrend
eines Ausdauertrainings ihre im Ruhezustand angelegten Ressourcen zu mobilisieren.
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Tabelle 2: Bekannte Anpassungen im Stoffwechsel der DUhLB-Linie durch Selektion und kérperliche Aktivitat

DUALB in Ruhe im Vergleich Durch freiwillige, kérperliche Aktivitat in
zur DUK in Ruhe DUhLB induziert, im Vergleich zur nicht-
trainierten DUhLB
Subkutanfett Lipogenese T Mobilisation peripherer Fettdepots T
Akkumulation peripherer Oxidation von Fettsiuren T
Fettdepots T PGCla T (MRNA, P)
PGCla T (MRNA) Tfam T (P)
Mitochondriale Biogenese T Mitochondriale Biogenese T
Browning T Browning T
ucpr1 T (P) ucpr1 T (P)
Tbx1 T (mRNA)
PPARc. T (MRNA)
Irisin T
Leber Lipidsynthese T TAG 4
Glykolyse J Cholesterol 4
Glykogensynthese )
Glukoneogenese T
Pentosephosphatweg T
PPARS T (mRNA)
Sirt1 T
Muskel PGCla T (MRNA)
Irisin T (nur bei Submaximallauf auf dem
Laufband)
Serum TAG T TAG |
Cholesterol T Irisin T (nur bei Submaximallauf auf dem
Irisin T Laufband)
Progesteron T
Ostrogen ¥
Testosteron 4

Darstellung der bisherigen Erkenntnisse (Stand 2020) Uber Stoffwechseladaptionen, Stoffwechselprodukte und am
Stoffwechsel-beteiligter Molekiile der Mause der DUhLB-Linie im Vergleich zur Kontrolllinie DUK in Ruhe und der
Erkenntnisse lber korperlich aktive Mause der DUhLB-Linie im Vergleich zu nicht-aktiven DUhLB-Mausen. Koérperliche
Aktivitat bezieht sich hierbei auf das Laufen im Laufrad; einzelne Ausnahmen sind gekennzeichnet. Der Stoffwechsel nicht-
korperlich aktiver DUhLB-Mause ist durch den Energieaufbau gepragt. Freiwillige korperliche Aktivitat im Laufrad fiihrt zu
Energiemobilisation. DUhLB = Dummerstorfer Mauslinie mit hoher Laufbandleistung, DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie,
MRNA = mRNA-Expression, P = Proteinexpression, PGCla = Peroxisome-Proliferator-aktivierter Rezeptor-Gamma-
Koaktivator 1-alpha, PPAR = Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor, Sirt1l = Sirtuin 1, TAG = Triazylglyzeride, Tbx1 = T-
box 1, Tfam = Mitochondrialer Transkriptionsfaktor A, UCP1 = Thermogenin, T= gesteigert, d = vermindert

In Ruhe ist der Energiestoffwechsel durch Lipogenese und Akkumulation von peripheren Fettdepots
sowie einer erhohten Lipidsynthese in der Leber, die mit hohen TAG- und Cholesterolspiegeln im
Serum korreliert, gekennzeichnet (Brenmoehl et al.,, 2013). Am Leberfettstoffwechsel sind auch
mikroRNAs (miRNA) aktiv beteiligt (Ohde et al., 2016a). Eine verringerte Glykolyse, eine gesteigerte
Glukoneogenese und eine gesteigerte Glykogensynthese sorgen fiir einen aktiven Aufbau von
Glykogenspeichern in der Leber (Brenmoehl et al., 2013). Der vor allem bei erhdhter Steroid- und
Lipidsynthese aktivierte Pentosephosphatweg ist ebenfalls durch einen hohen Durchlauf im
Ruhezustand gekennzeichnet (Brenmoehl et al., 2013). Eine wichtige Rolle in der Regulation des
Kohlenhydrat-, FS- und Cholesterolmetabolismus in der Leber der DUhLB-Mause scheint das Sterol
regulatorische Element-bindende Protein 1 (SREBP1) zu spielen, denn RNA-Analysen konnten groRe
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Transkript-Mengen von SREBP1-regulierten Genen bestdtigen (Ohde et al., 2016b). Des Weiteren
konnten signifikant erhohte Transkriptlevel vom Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor (PPAR)
0, der als Mediator fiir erhohte Lipidsynthese und einen hohen Glukosefluss durch den
Pentosephosphatweg gilt, in Leberextrakten der DUhLB-Mause im Ruhezustand gemessen werden
(Brenmoehl et al, 2013). PPARs sind als Transkriptionsfaktoren in weite Teile des
Energiemetabolismus involviert (Christofides et al., 2021). Die Expression der Deazetylase Sirtuin 1
(Sirt1), welche ebenfalls an der Energiegewinnung beteiligt ist, war in Leberextrakten der DUhLB-
Maus im Vergleich zu Kontrollen deutlich erhéht (Brenmoehl et al., 2013). Diese beiden Molekile
stehen in engem Kontakt miteinander. Wahrscheinlich vermittelt PPARS seine lipogenetischen
Effekte Uber Sirtl (Brenmoehl et al., 2013).

Wahrend freiwilliger korperlicher Aktivitat im Laufrad, welches permanent tber drei Wochen zur
Verfligung stand, sind DUhLB-Mause in der Lage, effizient von der Akkumulation zur Mobilisation von
Korperfett zu wechseln. Periphere Fettdepots, vor allem die perinephrischen und subkutanen
Depots, werden durch die koérperliche Aktivitat reduziert (Brenmoehl et al., 2020, Brenmoehl et al.,
2015). Zudem konnten hepatische Cholesterolwerte sowie hepatische- und Serum-TAG-Werte als
verringert gemessen werden (Brenmoehl et al., 2020, Brenmoehl et al., 2015). Die gesteigerte
Lipolyse wahrend korperlicher Aktivitat geht mit einer gesteigerten Oxidation von FS einher. Hohe
Spiegel von an der Oxidation beteiligten Enzymen im Subkutanfett der DUhLB-Linie fiihrten zur
Untersuchung der Regulatoren der mitochondrialen Biogenese. Peroxisom-Proliferator-aktivierter
Rezeptor-Gamma-Koaktivator 1-alpha (PGCla), der die mitochondriale Biogenese hauptsachlich
induziert, konnte auf mRNA- und Proteinebene durch korperliches Training im Subkutanfett der
DUhILB-Linie als erhoht exprimiert indentifziert werden (Brenmoehl et al., 2015). Auch Sirt1, welches
einerseits durch Detazetylierung Transkriptionsfaktoren aktiviert und andererseits selbst als
Transkriptionsfaktor fungiert und somit in mitochondrialer Proliferation und Energiegewinnung
resultiert, war in Folge korperlicher Aktivitdt in DUhLB-Tieren als erh6ht exprimiert nachzuweisen
(Brenmoehl und Hoeflich, 2013). Der mitochondriale Transkriptionsfaktor A (Tfam), der bereits in
Ruhe im Vergleich zur Kontrolllinie erhéht war, wies nach freiwilliger korperlicher Aktivitat eine hohe
mitochondriale und nukledre Proteinexpression auf (Brenmoehl et al., 2015). Daraus konnte
geschlussfolgert werden, dass bei korperlich aktiven DUhLB-Ma&usen eine erhéhte mitochondriale
Biogenese stattfindet. Weitere Untersuchungen des Fettgewebes in DUhLB-Mausen zeigten
phanotypisch ein deutlich dunkleres Subkutanfett als das von Kontrolltieren, was auch histologisch
bestatigt werden konnte (Brenmoehl et al., 2017). Es ist bekannt, dass aus weiRen Adipozyten
sogenannte brite Adipozyten konvertieren konnen, die Eigenschaften von braunen Adipozyten
besitzen (Cannon und Nedergaard, 2004). Eine Induktion der Expression des exogenen Myaokins Irisin
oder von lIrisin-Prakursoren, wie fibronectin Type Ill domain-containing 5 (FNDC5), kann browning
von weiBen Adipozyten in Nagern und Menschen auslésen und induziert die Thermogenese lber
eine gesteigerte Expression von UCP1. Auch hier spielt PGCla als Marker fiir die erhohte
mitochondriale Biogenese und die Induktion des Fettzell-brownings liber eine erhéhte Expression
von FNDC5 eine Rolle (Bostrom et al., 2012). Irisin induziert ebenso die Expression des Mediators
PPARc, der eine Erhéhung der Level von UCP1 vermittelt. Die mRNA-Expression von T-box 1 (Thx1)
als Marker fiir brite Adipozyten, der auch mit UCP1 interagiert (Markan et al., 2020), ist in Ruhe
erhoht, wird durch korperliche Aktivitat aber nicht verandert (Brenmoehl et al., 2017). Nach akuter
physischer Aktivitdt in Form eines Submaximallaufs auf dem Laufband konnten hohe Spiegel des
Myokins Irisin in Muskelextrakten und im Serum von DUhLB-Mausen detektiert werden (Brenmoehl
et al., 2014). FNDC5, von dem Irisin abgespalten wird, war nachweisbar (Brenmoehl et al., 2017).
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Freiwillige korperliche Aktivitat auf dem Laufrad hatte keinen Einfluss auf Irisin- oder FNDC5-Level,
wahrend die Level von UCP1 und PPARc im Subkutanfett der DUhLB-Mause erhdht waren und ein
deutliches browning detektiert werden konnte (Brenmoehl et al., 2020, Brenmoehl et al., 2017). Die
Kombination aus erhohten Leveln von Myokinen und genregulatorischen Anpassungen, die in
verschiedenen Organen (Leber, Fettgewebe und Muskel) aufgezeigt werden konnten, deutet auf ein
Zusammenspiel der Organe zur Regulation des Stoffwechsels hin.

Bisherige Untersuchungen im DUhLB-Modell konzentrierten sich hauptsachlich auf die Analyse von
Regulatoren in Fett- und Lebermetabolismus. Der Stoffwechsel eines Organismus wird aber noch
durch den Einfluss weiterer Organe und deren Kommunikation (iber Botenstoffe untereinander
bestimmt (siehe 1.1.3). Wie in 1.2 beschrieben, nimmt auch die Hypophyse als tbergeordnetes,
neuroendokrines Organ Einfluss auf den Stoffwechsel, sowohl in Ruhe als auch wahrend kérperlicher
Aktivitdt. Katabole, neuroendokrine Achsen wie die ACTH-, GH- oder OXT-Achse vermitteln unter
korperlicher Aktivitat lipolytische Signale. Ohde et al. untersuchten bereits Serumspiegel der
Steroidhormone, die unter anderem als Antwort auf Hypophysenhormone sekretiert werden, und
zeigten erhdhte Progesteron- sowie verringerte Testosteron- und Ostrogenspiegel in DUhLB-Mausen
im Vergleich zu Kontrollen. Kortikosteronspiegel differierten nicht zwischen Mausen beider
Mauslinien (Ohde et al.,, 2016b). Diese bisherigen Erkenntnisse zu Steroidhormonen sowie die
unterschiedliche Expression von Regulatoren und Myokinen, in Kombination mit den bisher
bekannten metabolischen Anpassungen an eine hohe Laufleistung und die phéanotypischen
Besonderheiten von Mausen der DUhLB-Linie, lassen Zusammenhdnge und Interaktionen mit
weiteren Organen wie bspw. der Hypophyse vermuten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden deshalb
Anpassungen auf transkriptioneller Ebene in der Hypophyse der DUhLB-M&use ermittelt. AuBerdem
wurde untersucht, welche Regulationen ein korperliches Training auf Transkriptomebene in der
Hypophyse bewirkt.
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2 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden Expressionsunterschiede betrachtet, die ein Laufbandtraining auf
transkriptioneller Ebene in der Hypophyse von Mausen bewirkt. Es wurde untersucht, ob eine
Langzeitselektion nach hoher Laufleistung zu dhnlichen Expressionsunterschieden im Transkriptom
flhrte wie ein dreiwdchiges Laufbandtraining bei nicht-selektierten Kontrollen.

Dafiir wurden RNA-Proben der Hypophyse der langzeitselektierten Mauslinie DUhLB sowie von
Kontrolltieren entnommen. Ein Teil der Mause beider Linien wurde einem Trainingsexperiment
unterzogen, wahrend ein anderer Teil nicht trainiert wurde. Um die Expressionsunterschiede zu
quantifizieren, wurden die RNA-Proben der Hypophyse bereits im Vorfeld dieser Arbeit fir eine NGS-
Analyse verwendet. Die NGS-Expressionsdaten wurden mittels qRT-PCR fiir ausgewdhlte Gene
technisch validiert. AnschlieRend erfolgte eine bioinformatische Analyse mittels der Software
Ingenuity  Pathway Analysis®, um die transkriptionellen Expressionsunterschiede in
Geninteraktionsnetzwerken zu visualisieren und bezliglich der oben genannten Zielsetzung zu
interpretieren.

Folgende Fragen wurden dabei untersucht:
Zum Transkriptomprofil der Hypophyse trainierter und untrainierter DUhLB- und Kontrollmé&use

- Wie viele Transkripte sind in der Hypophyse der Méause, im Vergleich von DUhLB und DUK
bzw. trainiert und untrainiert, differentiell exprimiert?

- Wie ist die Verteilung an hoher- und niedriger exprimierten Transkripten in den oben
genannten Vergleichen?

Zur Validierung der NGS-Expressionsdaten mittels gRT-PCR

- Wie viele Primer konnten mittels LightCycler erfolgreich getestet und somit fir die
Validierung der NGS-Expressionsdaten genutzt werden?

- Welche Expressionsdaten der ausgewahlten DEGs konnten mittels qRT-PCR erfolgreich
validiert werden?

- Besteht eine positive Korrelation zwischen den Expressionsdaten aus den Messungen mit
NGS und gRT-PCR?

Zur bioinformatischen Analyse mittels IPA® bezogen auf die Untersuchung von langzeitselektierten
DUhLB-Mausen versus DUK-Mausen ohne Training und nicht-selektierten DUK-Kontrollen mit versus
ohne Laufbandtraining

- Welche Zahl an Transkripten kann sowohl in untrainierten DUhLB-Mausen als auch in
trainierten DUK-Mausen, jeweils im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen, als differentiell
exprimiert identifiziert werden?

- Konnen diese DEGs funktionellen Gengruppen zugeordnet werden?

- In wie weit partizipieren die ermittelten DEGs an Hypophysen-spezifischen
Geninteraktionsnetzwerken?

- Gibt es DEGs, die zu lipolytisch wirkenden Hypophysenachsen zugeordnet werden kdnnen?
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3 Material und Methoden

Die fiir die Untersuchung der Fragestellung (siehe Kapitel 2) genutzten Methoden sowie die
notwendigen Materialien werden nachfolgend vorgestellt.

3.1 Material

3.1.1 Primer zur Messung der Genexpression in der gRT-PCR

Fir die Validierung der NGS-Expressiondaten mittels gRT-PCR wurden 43 Gene und fiinf
Haushaltsgene, anhand der in Kapitel 3.2.6 beschriebenen Kriterien, ausgewahlt. Fiir diese Gene
wurden Primer ausgewahlt und generiert (Tabelle 3; fiir Generierung und Auswahl der Primer siehe
3.2.6.1). Alle 48 Primer wurden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland bezogen.

Tabelle 3: Primer zur Messung der Genexpression in der qRT-PCR

Genname Primername | Sequenz
ATPase 13 A5 ATP13A5_F TCTGGTAGCTGACCACCACT
ATP13A5_R CAGGAGTTACTGTCTTCCAGCA
CaM Kinase-dhnliches Vesikel- CAMKV_F GGTTATCGCTTCCTGCCTGT
assoziiertes Protein CAMKV_R GGCCCGGAAGATTTCACAGA
Ka|iziumkaImoduIin-abhéngige CAMK2A_F ACATCCACAACCTGTGGTCCC
Proteinkinase 2A CAMK2A_R ACCCATCAGTGCATCCAGGTA
Chromobox 3 Pseudogen 7 CBX3-ps7_F GTTGAAGAGGCAGAGCCTGA
CBX3-ps7_R GCATCTGTGAACCCCTTCCA
Cadherin 22 CDH22_F TACGTGGGCAAGATCCACTC
CDH22_R GTTTTCTGCTCCCGGTCCA
Chitinase CHIA1_F GGAATTGGTGCCCCTACCTC
CHIA1_R GTCATAGCCAAGCCACTCGT
Claudin 19 CLDN19_F CCATGGCCAACTCGGGCCTCCA®
CLDN19_R TTACACACCCAGGGGGCCCT®
Kollagen Typ 3 Kette Al COL3A1_F AAGGCTGCAAGATGGATGCT
COL3A1_R GGAGGGCCATAGCTGAACTG
Zelluldres Retinsdure-bindendes CRABP1_F GATGTGGTCTGGACCCGAG
Protein 1 CRABP1_R AGCTGGCCACCTTTACTCC
double homeobox B-like 1 DUXBL1_F GCATCTCTGAGTCTCAAATTATGACTTG®
DUXBL1_R GCGTTCTGCTCCTTCTAGCTTCT®
Ostrogenrezeptor 1 ESR1_F CCAATTCTGACAATCGACGC!
ESR1_R TCTTATCGATGGTGCATTGGTT!
Fibronektin 1 FN1_F AGCCAGGAACCGAGTACACC
FN1_R ACTTCACCCTGCAAAGCAACC
lonotroper GABA-A Rezeptor GABRA3_F CTCTCTGCTTCGGGGAAGTG
Untereinheit A3 GABRA3_R CTTGGCTAGTGGTTCCAGGG
Glutamatdekarboxylase 1 GAD1_F CCAGCACGTACTCCTGTGAC
GAD1_R GAAGATGCCATCAGCTCGGT
Glyzeraldehyd-3-Phosphat GM4804_F GTCTGCTCTTCACGTGGCAA
Dehydrogenase Pseudogen GMA4804_R CTCGCCTTGTCTGTGCCATT
G protein-gekoppelter Rezeptor 149 GPR149_F TGCAGTTCAGGCACATCTGA
GPR149_R TTCAAAGTGTCTTTTCTTGATGACA
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Glutamat metabotropischer Rezeptor 4 | GRM4_F TCGGCTTCACCATGTACACC
GRM4_R ACTGAAGCGCTCAGACTCAC
Histon Cluster 1 H2A Familienmitglied L | HISTIH2AL F | GTGCTGGAGTACCTAACGGC
HIST1IH2AL_R TGTTGAGCTCCTCGTCGTTG
Histon Cluster 2 H2B Familienmitglied F | HIST2H2BB_F | AAGCGCTCGACCATCACTTC
HIST2H2BB_R ACGTCTCTGCTGCACTTCAC
Hypoxanthin-Guanin- HPRT1_F TCCTCCTCAGACCGCTTTT
Phosphoribosy|transferase HPRT1_R CCTGGTTCATCATCGCTAATC
Haupthistokompatibilitatskomplex | H2-Q7_F CGGGAGCGGGTTGTAAAGTC
H2-Q7_R GGACACAGCGGTGTGGAAAT
insulin-like growth factor 2 IGF2_F AGTTCTGCTGCTGCTTATTG*
IGF2_R CTACCTGGCTAGTCATTGG!
insulin receptor-related protein INSRR_F AGTGTCACCATGTGGTTCGT
INSRR_R CTGCAATTTCCCCTGCCATC
potassium inwardly-rectifying channel | KCNJ13_F CAATGCAAGAAGGCACTGGG
subfamily J member 13 KCNJ13_R GGTCAGTCCTGTGTGGACTC
Leptinrezeptor LEPR_F TGAGCAGGCGTGCCATC?
LEPR_R GTACCCGTCAGTTTCACATGATATATTG?
Myosin-bindendes Protein C1 MYBPC1_F GAGATCCGCAAGCCTAGTCC
MYBPC1_R GAAGGACAGCCCACCTTTCA
Podozin NPHS2_F CTCAGAAAGCTGGGGCTGC
NPHS2_R GGACCTGCTACTTCTCCCGT
Prodynorphin PDYN_F CGACAGGGGGAGACTCTCAT
PDYN_R GGTGGCCGATCCAAGATTCA
Phosphoglyzeratkinase 1 Version 1 PGK1vl_F CAGTCTAGAGCTCCTGGAAGGT
PGK1vl_R TGTGGAAAACAGCAGGTTAGC
Phosphoglyzeratkinase 1 Version 2 PGK1v2_F CAGTCTAGAGCTCCTGGAAGGT
PGK1v2_R AGGAGCACAGGAACCAAAGG
Proteinphosphatase 1 regulatorische PPP1R17_F TAGTAGCAGGGCAGTCCGAT
Untereinheit 17 PPP1R17_R TGAGGGTCTTCAGAGGAGAGG
saures Ribosomales 60S-Protein P2 RPLP2_F GACGATGATCGGCTCAACAAG
RPLP2_R ACCCTGAGCGATGACATCCT
Ribosomales Protein 19 RPL19_F CAATGCCAACTCCCGTCAGC
RPL19_R TCTTGGATTCCCGGTATCTC
Ribosomales Protein 26 RPL26_F GAACCGCAAACGGCATTTCA
RPL26_R TAGTGTCCGCGAACAACCTG
Ribosomales Protein s2-Pseudogen 13 RPS2-ps13_F GTGCTCCAAGGAGGTTGCT
RPS2-ps13_R GGGCTTGCCAATCTTGTTCC
Ribosomales Protein s26-Pseudogen 1 RPS26-ps1_F CTGTGCCATCCATAGCAAGGT
RPS26-ps1_R TCTGTCCTTACAAAACGGCCTC
Serpin Familie A Mitglied 1 SERPINA1B_F | GCAGCAGCTACAGTCTTTGAA
SERPINA1B_R GGAAGGATGACATCGTAGGGT
solute carrier family 6 member 13 SLC6A13_F AGACCTCAGGCAGAAACTTCAC
SLC6A13_R CGTTCCAGGGTACCATCTTCC
solute carrier family 7 member 11 SLC7A11_F CTCCGAGGAGCAAGAGGAGTA
SLC7A11_R GATCACTGTTCGGTCGTGACT
solute carrier family 13 member 3 SLC13A3_F TCCCACAGTGTGATGTGGTG
SLC13A3_R TCACCGCTTTAGCCTGATCC
solute carrier family 13 member 4 SLC13A4_F CTAAGCCTTGGGCCGAGAAA
SLC13A4 R AGAGAGAGCAGCTGTAGGCT
solute carrier family 22 member 8 SLC22A8 F TCCTGGTGGGTACCAGAGTC’
SLC22A8 R AACCAGGCCAGAGAGAGACA’
schlafen family member 8 SLFN8_F TCCTGTCTGAAGACCCGGATA
SLFN8_R TGCGTAGATGGTCAAGTCTGG
Sphingosinkinase 1 SPHK1_F ATCCCTTGGAGTCGGTGTCA
SPHK1_R CAGATCCAATCTGTCCCACGG
Synaptotagmin 2 SYT2_F TTCAACGAGTCCTTCAGCTTC?
SYT2_R CCCAGTTTGTCGTAGTCTAGC?
Osteoprotegrin TNFRSF11B_F | AGGGCATACTTCCTGTTGCC
TNFRSF11B_R TGTTCATTGTGGTCCTCGGG
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Vitronektin VTN_F CCTAAATCCTCGGACGGACG
VTN_R GGGTCCCTTGATCAGTGGTG
Whnt Familienmitglied 6 WNT6_F GAGACGATGTGGACTTCGGG
WNT6_R AGCCCATGGCACTTACACTC

Gene (Auswahlkriterien siehe 3.2.6) sowie Primersequenzen (Generierung und Auswahl der Primersequenzen in 3.2.6.1),
die fir die Validerung der NGS-Expressionsdaten mit qRT-PCR genutzt wurden. ! (Avtanski et al., 2014), 2 (Bryzgalova et al.,
2006), 3 (Dorval et al., 2014), 4 (Jahangiri et al., 2018), > (Khairallah et al., 2014), ¢ (Wu et al., 2010), 7 (Wu et al., 2009). F =

NGS =
Kettenreaktion, R = reverseprimer

forwardprimer,

3.1.2 Kits

next generation sequencing,

gRT-PCR = quantitative Reverse Transkription-Polymerase-

Folgende Kits wurden verwendet (geordnet nach Auftreten im Text).

Tabelle 4: Verwendete Kits

Kit

Hersteller

TRIzol-Reagenz

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

DNase | (Baseline-Zero DNase)

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Zymo® RNA Clean & Concentrator

Zymo Research, Irvine, USA

Agilent RNA 6000 Nano Kit

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

TruSeq Stranded mRNA
Preparation Kit

Sample

Illumina, Berlin, Deutschland

Agilent DNA 1000 Chip Kit

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

KAPA gPCR Library Quantification Kit

KAPA-Biosystems, Roche, Wilmington, USA

GoScript™ Reverse Transcription Kit

Promega Corporation, Madison, USA

3.1.3 Gerate

Folgende Gerate wurden verwendet (geordnet nach Auftreten im Text).

Tabelle 5: Verwendete Gerate

Gerat

Hersteller

Makrolonkafige Typ Il

EBECO, Castrop-Rauxel, Deutschland

Computer-gestiitztes Laufband

TSE Systems GmbH, Bad Homburg, Deutschland

NanoDrop™ ND 1000 Mikrovolumen-
Spektralphotometer

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

ThermoCycler

Conquer Scientific, San Diego, USA

HiSeq2500

Illumina, Berlin, Deutschland

Lightcycler® 480

Roche, Indianapolis, USA

BioMark HD Fluidigm®-System

Fluidigm®, San Francisco, USA
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3.1.4 Software

Folgende Software und Datenbanken wurden verwendet (geordnet nach Auftreten im Text).

Tabelle 6: Verwendete Software

Anwendung

Software/Datenbank

Programme, zur Bearbeitung und
Auswertung der Daten aus dem
NGS

FastQC (Version 0.11.5)

Hisat2 (Version 2.1.0)

HTSeq (Version 0.8.0)

edgeR (Version 3.20.1)

Primergenerierung: Primer-BLAST

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Primergenerierung: Recherche der
Zugangsnummern der Gene fir

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=

http://www.ensembl.org/index.html

PrimerBLAST
LightCycler®
Fluidigm® gRT-PCR

LightCycler®480 (Software Version 1.5)

Fluidigm Real-Time PCR Analysis, San Francisco, USA
Data Analysis Gene Expression, San Francisco, USA
Ingenuity® Pathway Analysis (IPA®), Qiagen, USA

Bioinformatische
Netzwerkanalysen
Literaturrecherche fir
Hypophysen-Achsen
Korrelationsberechnungen Microsoft Excel 2018 (Version 16.16.24)
und Abbildungen GraphPad Prism (Version 8.4.2)

NGS = next generation sequencing, qRT-PCR = quantitative Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov

3.2 Methoden

3.2.1 Studiendesign

Fiir die Untersuchung der Fragestellungen der vorliegenden Arbeit wurde das in Abbildung 3
dargestellte Studiendesign entworfen. Im Rahmen eines Tierexperimentes wurden Gewebeproben
der Hypophyse von langzeitselektierten DUhLB-Mausen und Kontrollen gewonnen. Aus den
Gewebeproben wurde die RNA isoliert, in DNA umgeschrieben und anschlieBend mittels NGS
sequenziert. Der eigene Arbeitsanteil bestand in der Validierung der NGS-Expressionsdaten mittels
gRT-PCR sowie einer bioinformatischen Analyse der Genexpressionsdaten. Letztere diente der
im Rahmen der unter Kapitel 2

Einordnung und Interpretation der Genexpressionsdaten

dargestellten Zielsetzungen der Arbeit.
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4 B

Eigene Arbeit
sequenzierung Validierung der Bioinformatische
von RNA-Proben
) ) NGS- Analyse der NGS-
Tierexperiment aus der . :
Hypophyse Expressionsdaten Expressionsdaten
P mittels qRT-PCR mittels IPA®
mittels NGS

- /

Abbildung 3: Studiendesign der vorliegenden Arbeit. Das Tierexperiment und die Sequenzierung der RNA-Proben der
Hypophyse mittels NGS erfolgten in Vorarbeiten am FBN Dummerstorf. AnschlieBend wurden eine Validierung der NGS-
Expressionsdaten sowie eine bioinformatische Analyse derer mittels IPA® durchgefiihrt. FBN = Forschungsinstitut fiir
Nutztierbiologie, IPA® = Ingenuity® Pathway Analysis, NGS = next generation sequencing, qRT-PCR = quantitative Reverse
Transkription-Polymerase-Kettenreaktion, RNA = Ribonukleinsdure

3.2.2 Tiere

Alle in-vivo-Experimente wurden nach nationalen und internationalen Richtlinien durchgefiihrt und
vom internen institutionellen Prifungsausschuss genehmigt. Es wurde entsprechend ein
Tierversuchsantrag gestellt und behoérdlich genehmigt (LALLF 7221.3-1-014/17). Die Anforderungen
entsprachen dem deutschen Tierschutzgesetz und der Tierschutz-Versuchstier Verordnung.

3.2.2.1 Tierhaltung

Die Tiere wurden unter kontrollierten Bedingungen im spezifisch pathogen-freier Aufzucht in
Makrolonkéafigen Typ Il (EBECO, Castrop-Rauxel, Deutschland) in einem 12-Stunden-Tag-Nacht-
Rhythmus gehalten (Raumtemperatur = 22,5 °C; stindlicher Luftwechsel). Ab dem 21. Lebenstag
waren die Bocke in Einzelkdfigen untergebracht. Die Kafigbesatzdichte entsprach den gesetzlichen
Vorgaben der europdischen Versuchstierverordnung (Richtlinie 2010/63/EU). Frisches
Leitungswasser und Futter nach fester Zusammensetzung standen ad libitum zur Verfigung
(autoklaviertes  Ssniff® M-Z  Futter; Ssniff-Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland).
Hygienemanagement und Gesundheitskontrollen erfolgten nach den Richtlinien von FELASA (Mahler
Convenor et al., 2014).

3.2.2.2 Trainingsexperiment

Das Experiment wurde von April bis Juni 2017 mit mannlichen Mausen der DUhLB- und DUK-Linie
(insgesamt 32 Mause) durchgefihrt. Um Stoffwechselveranderungen bei korperlicher Aktivitat zu
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identifizieren, wurden die Halfte der mannlichen Mause beider Linien im Alter von 49 bis 70 Tagen
einem moderaten Trainingsprogramm ausgesetzt. Hierfiir sollten die Mause (n=8 pro Linie) drei
Wochen lang (fiinf Mal pro Woche) taglich 30 Minuten auf einem computergestiitzten Laufband (TSE
Systems GmbH, Bad Homburg, Deutschland) laufen. Das Trainingsprogramm ist in Tabelle 7
dargestellt. Da Mause der DUhLB-Linie in den vergangenen getesteten Generationen einen
Submaximallauf flr durchschnittlich 133 Minuten absolvierten, entspricht ein 30-mintiges Training
22,56% des Submaximallaufes. Um die Trainingsdauer fir die laufschwachere DUK-Linie anzupassen,
wurden 22,56% der Submaximallaufleistung der vorherigen Generationen berechnet. Dies entsprach
einer Laufzeit von 14,89 Minuten. Die Anfangsgeschwindigkeit betrug 0,2 m/s fur 160 s, wurde dann
gesteigert auf 0,25 m/s fir 1600 s (DUhLB) bzw. 700 s (DUK) am ersten Tag, mit anschlieBenden
wochentlichen Steigerungen auf 0,33 m/s und 0,42 m/s bis zu einer Endgeschwindigkeit von 0,5 m/s
(DUKLB) bzw. 0,42 m/s (DUK). Als Kontrolle dienten méannliche Tiere (n=8) beider Linien, die nicht
trainiert und ausschlieBlich in Einzelkafigen gehalten wurden.

Tabelle 7: Ablauf des Trainingsexperiments.

LT | 49 50|51 52|53|54|55|56 57|58 59|60|61|62|63 64 | 65 66|67|68|69|7O

T Pause Training Pause Training Pause Training

DUhALB- und DUK-Mé&use wurden im Alter von 49 bis 70 LT einem dreiwdchigen Training unterzogen. An Trainingstagen
erfolgte ein 30-minitiges Laufbandtraining mit steigenden Geschwindigkeiten. Die Dauer des Trainings wurde fiir DUK-
Mause entsprechend ihrer Laufkapazitat auf 14,89 Minuten angepasst. - = bis, DUhLB = Dummerstorfer Mauslinie mit hoher
Laufbandleistung, DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, LT = Lebenstag, T = Training

3.2.2.3 Probengewinnung

Im Alter von 70 Tagen wurden die Tiere aller vier Gruppen, jeweils Mause beider Linien ohne und mit
Training, durch Dekapitation per Scherenschnitt exekutiert. Fliir die Analysen wurden Blut- und
Gewebeproben von Leber, Subkutanfett, Muskel sowie die Hypophyse entnommen. Die
Gewebeproben wurden gewogen und unmittelbar in flissigem Stickstoff gefroren sowie
anschlieRend bei -70 °C gelagert. Fir die vorliegende Arbeit sind nur die Proben der Hypophyse
relevant. Die Proben und Daten zu den anderen Organen bzw. zum Blut sind Gegenstand anderer
aktueller Arbeiten der Forschungsgruppe von Privatdozent (PD) Dr. H6flich am FBN Dummerstorf.

3.2.3 RNA-Isolation

Aus den eingefrorenen Hypophysen wurde die RNA isoliert (vier Gruppen, je acht Tiere) und
anschlieRend fiir die weitere Verarbeitung aufgereinigt.

Fiir die RNA-Isolation wurde die RNA mittels der Single-Step-Methode nach Chomczynski und Sacchi
aus den Zellen der Gewebeproben extrahiert (Chomczynski und Sacchi, 1987). Das Gewebe der
Hypophyse wurde mit einem Reaktionsgemisch aus Phenol und Guanidin-Thiocyanat (TRIlzol-
Reagenz; Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) zur Zelllyse versetzt. Das verwendete Protokoll ist in der
Supplementéaren Abbildung 1 aufgefiihrt. Im Gegensatz zu anderen Verfahren, liefert die Single-Step-
Methode eine hohe Ausbeute sowie ein geringes MaR an Degradation der RNA, da durch die Zugabe
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von Guanidin Ribonukleasen inhibiert werden. Es ist ein geeignetes Prinzip fiir die Extraktion von RNA
flr Genexpressionsanalysen, da viele Proben parallel isoliert werden kénnen und das Verfahren
ebenfalls fiir kleine Gewebemengen geeignet ist (Chomczynski und Sacchi, 1987).

Im Anschluss an die Isolation erfolgte ein DNase-Verdau mittels DNase | (Baseline-Zero DNase;
Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland), bei dem Spuren von DNA entfernt wurden. Die RNA-
Aufreinigung wurde mittels Saulenkits (Zymo® RNA Clean & Concentrator; Zymo Research, Irvine,
USA) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Das Protokoll ist in der Supplementdren Abbildung 2
aufgefiihrt. Die Spin-Séule besitzt eine semipermeable Membran, an welche die RNA mithilfe eines
Puffers zunachst gebunden wurde. Durch Waschschritte wurden Verunreinigungen entfernt. Das
Losen der RNA von der Saule erfolgte anschlieBRend durch Elution mit Wasser. Zur Langzeitlagerung
wurde die RNA bei -70 °C eingefroren.

Die anschlieBende Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der isolierten RNA wurde mithilfe des
NanoDrop™ ND 1000 Mikrovolumen-Spektralphotometers (Peglab, Erlangen, Deutschland)
durchgefihrt. Mittels einer Xenon-Blitzlichtlampe erfolgte die photometrische
Konzentrationsbestimmung von 1-2 pl Probe bei 260 nm. Die Konzentrationen der RNA-Proben
befanden sich dabei im Bereich von 70 ng/ul bis 700 ng/ul. Das Verhéltnis von 260 nm zu 280 nm
(260/280 Ratio) kann bei der Einschatzung der Reinheit der Proben helfen. Fiir RNA sollte diese bei 2
liegen (Glasel, 1995). Proben, die diesen Wert deutlich unterschritten, wurden wiederholt mit dem
RNA-Saulenkit (Zymo® RNA Clean & Concentrator, Zymo Research, Irvine, USA) aufgereinigt.

Die Integritat der RNA wurde anschlieBend tiber den Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Waldbronn, Deutschland) mit dem Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland) gepriift. Alle Proben, die eine RNA-Integritat (RNA integrity number, RIN) >8 (Schroeder
et al., 2006) aufwiesen, wurden fiir die weitere Probenvorbereitung fir die NGS-Analyse genutzt.

3.2.4 Umschreiben der RNA in cDNA und Generierung der cDNA-library

AnschlieBend erfolgte die Vorbereitung der Proben fiir die NGS-Analyse (siehe 3.2.5). Zur
Vorbereitung der Proben fiir die Sequenzierung musste zunachst die aufgereinigte und fragmentierte
RNA in cDNA umgeschrieben werden. AnschlieRend wurde eine cDNA-library erstellt. Daflir wurden
an die beiden Enden der cDNA-Molekiile der einzelnen Proben spezifische Adapter angehangt. Zur
Vervielfaltigung wurde anschlieBend eine PCR durchgefiihrt. Die entstandene cDNA-l/ibrary wurde
dann fiir NGS genutzt. Das Umschreiben in cDNA sowie das Erstellen der cDNA-library erfolgte nach
dem lllumina Low Sample Protokoll flr das TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation Kit (lllumina,
Berlin, Deutschland) nach Herstellerangaben. Fir Inkubations- und Amplifikationsschritte wurde ein
ThermoCycler (Conquer Scientific, San Diego, USA) verwendet. Eine schematische Darstellung des
workflows ist in Abbildung 4 gegeben.

Die Qualitatskontrolle der cDNA-libraries erfolgte mit dem Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer
und dem Agilent DNA 1000 Chip Kit (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland). Diese Methode
eignet sich gut flr die Bestimmung der GrolRe von DNA-Fragmenten (Davies et al., 2016).
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Abbildung 4: Probenvorbereitung fiir RNAseq. Schematische Darstellung des workflows, unterteilt in flnf
Durchfiihrungsschritte. Ausgangsprodukt war die isolierte und aufgereinigte RNA aus den Gewebeproben der Hypophyse
der DUhLB- und DUK-Mause aus dem Tierexperiment. Endprodukt war die cDNA-library fir die Durchfiihrung von NGS.
cDNA = komplementdre Desoxyribonukleinsdure, DUhLB = Dummerstorfer Mauslinie mit hoher Laufleistung, DUK =
Dummerstorfer Kontrolllinie, RNA = Ribonukleinsdure, RNAseq = RNA-Sequenzierung

3.2.5 Sequenzierung mittels next generation sequencing

Zur Quantifizierung der cDNA-library Konzentration (siehe 3.2.4) wurde der KAPA gPCR library
Quantification Kit (KAPA-Biosystems, Roche, Wilmington, USA) nach Herstellerangaben genutzt.

Die normalisierte, gepoolte cDNA-library wurde auf einer Durchflusszelle (cBot-System) klonal
geclustert und auf einem HiSeq2500 (lllumina, Berlin, Deutschland) fir 2x101 bp in der
Sequenzierungsanlage im FBN Dummerstorf, Deutschland im High-Output-Modus sequenziert. Das
Genom der Bakteriophagen PhiX wurde den Proben als interne Kontrolle zugesetzt.

Die Qualitatskontrolle der Sequenzierungsdaten (reads, fastg-formatiert) erfolgte (iber das
Programm FastQC (Version 0.11.5). Dabei wurden reads mit geringer Qualitat, deren Q-Score <30 war
oder deren Leseldange weniger als 30 bp betrug, aussortiert. Gleichzeitig wurden die Adapter-
dhnlichen Sequenzen entfernt. Die qualitativ hochwertigen end-gepaarten reads wurden dann mit
Hisat2 Version (2.1.0) (Pertea et al., 2016) gegen das Ensembl-Referenzgenom der Maus (GRCm38)
gemappt. Die Anzahl der reads, die einem Gen eindeutig zugeordnet werden konnten, wurden aus
den Hisat2-Kartierungsergebnissen mit HTSeq (Version 0.8.0) extrahiert (Anders et al., 2015). Die
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daraus resultierenden Daten bildeten die Grundlage zur Berechnung differentiell exprimierter
Gentranskripte mit dem R-Paket edgeR (Version 3.20.1) (Robinson et al., 2010). Transkripte mit
wenigen reads (counts per million, com) wurden herausgefiltert, um nur Transkripte mit >0,5 cpm in
mindestens vier libraries zu erhalten.

Die so gebildeten Datentabellen wurden entsprechend der Zielsetzung der vorliegenden Arbeit
ausgewertet. Die Datentabellen umfassten fiir jedes analysierte Tier (n=32, vier Gruppen mit je acht
Tieren, siehe 3.2.2.2) ein Transkriptomprofil. Uber eine zweidimensionale Darstellung des biological
coefficient of variation (BCV) wurde Uberpriift, ob deutliche Ausreier in den Transkriptomprofilen
der einzelnen Tiere auftraten. Es wurden Mittelwerte gebildet und paarweise Vergleiche erstellt.
Abbildung 5 stellt die Benennung der Vergleiche der Gruppen des Trainingsexperiments dar. Zum
einen wurden Vergleiche erstellt, in denen jeweils die Daten der gelaufenen mit den Daten der nicht-
gelaufenen Tiere einer Linie verglichen wurden: DUhLB_Laufband vs ohne Belastung (DUhLB_LB vs
oB) und DUK_Laufband vs ohne Belastung (DUK_LB vs oB). Erganzend dazu wurden Vergleiche
erstellt, welche jeweils die Daten der gelaufenen bzw. nicht-gelaufenen Tiere der beiden Linien
betrachteten: DUhLB vs DUK_ohne Belastung (DUhLB vs DUK oB) und DUhLB vs DUK_Laufband
(DUNLB vs DUK_LB). Im Sinne der Zielsetzung (siehe Kapitel 2) lag der Fokus der vorliegenden Arbeit
auf den Vergleichen DUhLB vs DUK_o0B, der die Assoziation zu hoher Ausdauerlaufleistung darstellte,
und DUK_LB vs oB, der die Assoziation zum Training darstellte.

Flr jedes gefilterte DEG wurde ein mean cpm-Wert (mcpm) aus den Daten bestimmt. Dieser gibt
einen Mittelwert der com-Werte aus den 16 Proben an, die in die Berechnungen des jeweiligen
Vergleichs eingehen. AuRerdem wurde fiir jedes gemessene Transkript und jeden der vier Vergleiche
der logarithmierte fold change (log2FC), der p-Wert (p-value) sowie die false discovery rate (FDR)
berechnet. Unter dem FC versteht man das Verhéltnis der Expressionswerte aus zwei Gruppen.
Dieser Wert wurde in der vorliegenden Arbeit zur Betrachtung der Expressionsunterschiede in der
Hypophyse der DUhLB- und Kontrollmduse genutzt. Werte log2FC>0 gaben dabei eine erhodhte
Expression an, Werte log2FC<0 eine verminderte Expression. Der p-Wert nimmt Werte zwischen 0
und 1 an. Er gibt an, wie wahrscheinlich es ist, dass ein Ergebnis zufallig entstanden ist. Je kleiner der
p-Wert ist, desto kleiner ist die Wahrscheinlichkeit fir zufallig entstandene Ergebnisse. Die p-Wert-
Berechnung erfolgte mit dem R-Paket edgeR anhand von linearen Modellen. Aus dem p-Wert wird
die FDR (g-value) abgeleitet (Benjamini und Hochberg, 1995). Diese liefert statistisch einen
genaueren Hinweis auf die zuféllig entstandenen Ergebnisse und wurde daher in der vorliegenden
Arbeit zur Betrachtung der signifikanten Expressionsunterschiede in der Hypophyse eingesetzt. In
allen Analysen wurde die FDR als Signifikanzniveau auf 0,05 festgelegt.

Die auf Basis dieses Filterkriteriums identifizierten DEGs fanden bereits Eingang in die Publikation
Walz et al. (2021). In dieser wurde Uberprift, ob die Gene in Regionen kodiert werden, fir die in der
Literatur beschrieben wurde, dass sie mit Trainingserfolg assoziiert sind (Massett et al., 2009).
AuBerdem wurden die DEGs KEGG-Signalwegen (via https://pathview.uncc.edu) zugeordnet. In der
hier vorliegenden Arbeit lag der Schwerpunkt auf der Betrachtung der Geninteraktionen zwischen
den DEGs, die mit der IPA®-Software ermittelt wurden (siehe 3.2.7), und der Betrachtung der
Hypophysenachsen-assoziierten Hormone und Hormonrezeptoren (siehe 3.2.8). Zudem fand die
Translation zur Situation beim Menschen Einzug in die vorliegende Arbeit.
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DURhLB DUK
n=16 n=16
) LB b) oB c)LB d) oB

n=8 n=8 n=8 n=8
Gruppe | Linie Training | Vergleich
a)vs b) DUhALB vs DUhLB LB vs 0B DUhLB_LB vs 0B
c)vsd) DUK vs DUK LB vs 0B DUK_LB vs oB
a) vs c) DUhALB vs DUK oBvsoB | DUhLB vs DUK_oB
b) vs d) DUhLB vs DUK LB vs LB DUNLB vs DUK_LB

Abbildung 5: Benennung der Vergleiche der Mausgruppen. Tiere der Mauslinien DUhLB und DUK wurden entweder einem
dreiwdchigen Training unterzogen (LB) oder nicht trainiert (oB) und wurden somit vier Gruppen a) - d) zugeordnet. Aus den
individuellen NGS-Expressionswerten jeder Gruppe wurden fir jedes Gentranskript Mittelwerte gebildet und paarweise
Vergleiche zur Auswertung berechnet. Die Benennung der Vergleiche erfolgte nach Linie und Training. DUhLB =
Dummerstorfer Mauslinie mit hoher Laufbandleistung, DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, LB = Laufband, n = Anzahl, oB =
ohne Belastung, vs = versus

3.2.6 Validierung der NGS-Expressionsdaten mittels qRT-PCR

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Validierung mittels gRT-PCR im BioMark HD System von
Fluidigm®. Diese Technologie erlaubt es, bis zu 48 Gentranskripte in bis zu 48 Proben gleichzeitig zu
quantifizieren. Das diente der stichprobenartigen Priifung der NGS-Daten und erfolgte mit Hilfe von
Haushaltsgenen, die anhand des m-values ausgewahlt wurden (siehe 3.2.6.5). Bei der Auswahl der
DEGs zur Validierung wurde vor allem auf eine breite funktionelle Varianz der Transkripte, das heift,
die Transkripte sollten zu unterschiedlichen funktionellen Gruppen gehoéren, und auf starke
Expressionsunterschiede geachtet. Zudem sollten die DEGs relevant fiir die Funktion der Hypophyse
sein und wenn moglich sollten Expressionsunterschiede im Zusammenhang mit hoher
Ausdauerleistung oder sportlicher Aktivitat bekannt sein. Weiterhin erfolgte eine Zusammenstellung
einzelner DEGs aus den Top 10 der am starksten exprimierten Transkripte der zwei Vergleiche DUhLB
vs DUK_oB und DUK_LB vs 0B.

3.2.6.1 Generierung und Auswahl der Primer

Flr die 43 ausgewdhlten DEGs und fuinf Haushaltsgene wurden im Internet Primer generiert, die fir
die Validierung der NGS-Daten mit der qRT-PCR genutzt wurden.
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Um geeignete Primer-Sequenzen anhand der bekannten Gen-Sequenz zu ermitteln, kdnnen
verschiedene Internetprogramme genutzt werden. Auf die Sequenz-Eigenschaften kann dabei, bspw.
Uber Einstellung des Guanin/Cytosin-(GC)-Gehalts oder der Linge der Primer, Einfluss genommen
werden. Fir die anschlieRende Methode ist es notwendig, die Linge des Amplifikationsproduktes zu
definieren. Die Generierung der Primerpaare flir diese Arbeit erfolgte mithilfe des
Internetprogramms Primer-BLAST. Das Einlesen der cDNA-Sequenz der Gene erfolgte Uber die
Zugangsnummer (accession number) des jeweiligen Gens fiir Primer-BLAST. Diese wurden (iber die
Internetplattformen des national center for biotechnology information (NCBI) und Ensembl® mithilfe
des Gensymbols aus den NGS-Ergebnistabellen recherchiert. Bei der Generierung der Primerpaare
via Primer-BLAST wurden die Standardeinstellungen des Programms weitgehend beibehalten. Die
Produktlange wurde (iber die Einstellung ,PCR product size” auf 120-200 Basen festgesetzt. Das
Temperaturoptimum der Primer lag bei 60 °C mit einer zuldssigen Differenz von +/-3 °C. Der
Organismus wurde Uber die Einstellung ,,Organism® auf mus musculus (Hausmaus) festgelegt.

AnschlieBend erfolgte die Auswahl der Primer aus den von Primer-BLAST generierten Primerpaaren.
Die Auswahl erfolgte unter folgenden Kriterien: Produktldange (optimal: 120-180 Basen), GC-Gehalt
(optimal: > 60%), Temperatur (optimal: gleiche Temperatur der beiden Primer im Primerpaar),
abwechslungsreiche Basenabfolge. Fir einige Gene wurden auBerdem weitere Primerpaare, deren
Sequenzen aus Publikationen stammten, ausgewahlt. Dies geschah im Rahmen einer Primertestung
(siehe 3.2.6.4), da die zunachst ausgewahlten Primer nicht funktionstlichtig waren.

Alle Primer (Tabelle 3) wurden lber die Firma Sigma Aldrich® (Miinchen, Deutschland) bestellt. Die
lyophilisierten Primer wurden in 1x TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5-8,0) gel6st, um eine
Konzentration von 100 uM zu erhalten. Die Lagerung der gelésten Primer erfolgte bei -20 °C.

3.2.6.2 Umschreiben der RNA in cDNA

Um die Expression von Transkripten zu quantifizieren, wird Einzelstrang-RNA mittels Reverser
Transkriptase und einem Nukleotidmix in cDNA umgeschrieben. Die Reverse Transkriptase gehort zur
Gruppe der RNA-abhangigen DNA-Polymerasen. Sie benétigt Primer, um den RNA-Strang
abzuschreiben. Dafir wurden random-Primer, die relativ kurz sind und sich zufdllig an die RNA
anlagern, und Oligo(dT)-Primer, welche aus mehreren Thymin-Basen bestehen und die mit dem Poly-
A-Schwanz der RNA interagieren, genutzt. Es wurde das GoScript™ Reverse Transkription Kit
(Promega  Corporation, Madison, USA) zur Einzelstrang-cDNA-Synthese  verwendet.
Zwischenprodukte wurden im gesamten Experimentierverlauf bei -20 °C gelagert.

Es wurde mit den zur Transkriptom-Sequenzierung genutzten RNA-Proben (siehe 3.2.3) gearbeitet.
Ausgeschlossen wurde eine Probe, da hier das RNA-Material nicht mehr ausreichend vorhanden war.
Dabei lagen die Proben in unterschiedlichen Konzentrationen (ng/ul) vor
(Konzentrationsbestimmung mittels NanoDrop, Zusammenfassung der RNA-Konzentrationen in der
Supplementéren Tabelle 1). Es wurden einzelne Volumina der RNA-Proben entsprechend ihrer
Konzentration entnommen und mit Nuklease-freiem Wasser bis zu einem Volumen von 4 pl
aufgefillt (RNA-Ansatz).
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Als nachstes wurde ein Primer-Mix-Ansatz aus Olidgo(dT)- und random-Primern (je 0,5 ug/ul) fur alle
Proben erstellt. 1 pl des Primer-Mix (zusammen 0,5 pg) wurde anschliefend jeweils zu den RNA-
Ansatzen hinzugegeben. Darauffolgend wurde das Gemisch (V=5 pl) fur finf Minuten bei 70 °C im
ThermoCycler erhitzt und unmittelbar danach fiinf Minuten auf Eis gelagert, bevor es fir zehn
Sekunden zentrifugiert wurde.

AnschlieBend wurden jeweils 15 pl des Mastermix-Ansatzes (Tabelle 8) zu jedem RNA-Ansatz
gegeben. Folgend wurden die Proben zur cDNA-Synthese im ThermoCycler mit Deckelheizung nach
folgendem Temperaturprofil inkubiert (5 min bei 25 °C, 60 min bei 42 °C, 15 min bei 72 °C). Bei einem
Gesamtvolumen von 20 pl pro Probenansatz entsprachen die cDNA-Konzentrationen 12,5 ng/ul, 25
ng/ul, bzw. 50 ng/ul (RNA-Aquivalent). Eine Zusammenfassung der cDNA-Konzentrationen (RNA-
Aquivalent) ist in der Supplementéren Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 8: Mastermix-Ansatz zur cDNA-Synthese

Komponenten Volumen fiir 1x Ansatz (ul)
GoScript™ 5x reaction buffer 4

MgCl2 (2,5 mM) 2

PCR Nucleotid Mix (0,5 mM je dNTP) 1

Recombinant RNasin® ribonuclease inhibitor 20 U 0,5

GoScript™ Reverse Transkriptase 1

Nuklease-freies Wasser 6,5

Komponenten und deren eingesetztes Volumen fiir einen 1x Ansatz. Pro RNA-Ansatz wurde 1x Mastermix-Ansatz pipettiert.
pl = Mikroliter, cDNA = komplementdre Desoxyribonukleinsdaure, dNTP = Nukleosidtriphosphat, MgCl2 = Magnesiumchlorid,
mM = Millimol

Zur weiteren Analyse wurde ein cDNA-Pool (c=25 ng/ul) aus den Probenansitzen der
Konzentrationen 25 ng/ul und 50 ng/ul angefertigt. Aufgrund von zu geringer cDNA-Menge in den
Proben mit ¢=12,5 ng/ul wurden diese Probenansitze nicht fir das Anlegen des cDNA-Pools
verwendet.

3.2.6.3 Anlegen der Verdiinnungsreihe

Der cDNA-Pool mit der Ausgangskonzentration von 25 ng/ul (siehe 3.2.6.2) wurde genutzt, um eine
Verdinnungsreihe zu erstellen. Mit dieser lassen sich die Effizienz und Spezifitdt der Primer in einer
Primertestung abschatzen. Hierbei wurden je Primertest Konzentrationen zwischen 25 und 0,0025
ng/ul sowie eine Negativkontrolle ausgewahlt.

Des Weiteren wurde fiir jedes Primerpaar ein Primermix, bestehend aus den zuvor geldsten
jeweiligen forward- und reverseprimern (siehe 3.2.6.1), in einer Konzentration von 20 uM angefertigt.

3.2.6.4 LightCycler® qRT-PCR - Testen der Primerpaare

Zur Primertestung mittels qRT-PCR wurde der LightCycler® 480 (Roche, Indianapolis, USA) genutzt.
Dabei wurde pro Primertest der jeweilige Primermix (siehe 3.2.6.3), in Kombination mit einem PCR-
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Mastermix (2x SYBR™ green) sowie dem cDNA-Pool, in zweifacher Wiederholung mit verschiedenen
Verdinnungsstufen (siehe 3.2.6.3) zur Testung auf einer 96-LightCycler-Well-Platte amplifiziert (PCR-
Ansatz zur Primertestung, Tabelle 9). Das verwendete Temperaturprofil ist in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 9: PCR-Ansatz zur Primertestung

Komponenten Volumen fiir 1x Ansatz (ul)
cDNA 25 ng/ul (und weitere) 1

Wasser ad 4,5 pl 3,5

Primermix 20 uM 0,5

2x SYBR™ green Mastermix 5

Komponenten und deren eingesetztes Volumen fiir einen 1x PCR-Ansatz zur Primertestung. Pro Primerpaar wurde ein PCR-
Ansatz hergestellt. pl = Mikroliter, uM = Mikromol, cDNA = komplementare Desoxyribonukleinsdure, ng = Nanogramm, PCR
= Polymerase-Kettenreaktion

Tabelle 10: LightCycler qRT-PCR Temperaturprofil

Programm Temperatur (°C) Zeit Zykluszahl
Prainkubation 95 5 Minuten 1
95 15 Sekunden
Amplifikation 60 10 Sekunden 45
72 10 Sekunden
95 10 Sekunden
Schmelzkurve 60 1 Minute 1
95 0
Kihlung 40 30 Sekunden 1

Temperaturen, deren Dauer und die Zyklusanzahl wahrend der PCR zur Primertestung. C = Celsius, gRT-PCR = quantitative
Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion

Zur Auswertung erfolgte die Darstellung der Amplifikations- und Standardkurve mit der Software
LightCycler®480 (Version 1.5). Die Amplifikationskurve dient der Darstellung des Fluoreszenzsignals
in Abhangigkeit vom Zyklus der PCR. Das mit der Zykluszahl steigende Fluoreszenzsignal ist hierbei
direkt proportional zur steigenden Kopienzahl der DNA wahrend der Amplifikation, da der Farbstoff
in die doppelstrangige DNA eingebaut wird. Der entscheidende, in der Kurve ablesbare Wert, ist der
cycle threshold (Ct). An diesem Punkt steigt das Fluoreszenzsignal erstmals signifikant Gber die
Hintergrundfluoreszenz (Heid et al., 1996). Dafiir ist ungefdhr eine Menge von 10® (Wittwer et al.,
1997) bis 10 (LightCycler Manual) der Ausgangskonzentration des templates nétig. Je gréRer die
Ausgangskonzentration des templates, welches abgeschrieben werden soll und damit der DNA, desto
eher wird der Ct erreicht (Smith und Osborn, 2009). Die Standardkurve wird zur absoluten
Quantifizierung aus den Amplifikationskurven der einzelnen Verdiinnungsschritte entwickelt. Es wird
der Ct in Abhéngigkeit vom log der Konzentration (logc) der Verdiinnungsstufen der DNA aufgetragen
(Abbildung 6). Anhand der Standardkurve soll die inverse Proportionalitat zwischen beiden GroRen,
einhergehend mit einer regelmaRigen Amplifikation aufgezeigt werden. Aus der Grafik konnen
Achsenabschnitt und Anstieg bestimmt werden. Aus dem Anstieg a, der als Mal fiir die Kinetik der
PCR dient, wird die Effizienz E berechnet (E=10"Y/A"t¢ 2) dje unter optimalen Bedingungen E=2
betragen sollte, da pro PCR-Zyklus theoretisch eine Verdopplung der Amplifikate stattfindet. Fir eine
Effizienz E=2 betrdgt der Anstieg a=-3,3. Zudem wird der Standardfehler der Regression betrachtet,
welcher anzeigt, wie gut die einzelnen Punkte der Standardreihe auf der Regressionsgeraden liegen.
Primerpaare, fiir die keine Amplifikation nachgewiesen werden konnte, bzw. die PCR-Effizienz <1,7
oder >2,2 oder der Fehler >0,2 war, wurden nicht fir die Validierung mittels qRT-PCR verwendet
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(LightCycler® 480 Instrument, Operator‘s Manual, Software Version 1.5, Version 3.0, February 2008,
Roche, Indianapolis, USA).

A

Ct

Achsen-
abschnitt

S

»
>

logc

Abbildung 6: Standardkurve. Exemplarische Darstellung der Abhangigkeit des Ct (y-Achse) vom logc der Proben (x-Achse).
Der lineare Verlauf der Standardkurve kann als inverse Proportionalitdt zwischen Ct und logc interpretiert werden, was auf
eine regelmaRige Amplifikation von DNA-Molekiilen in der PCR hindeutet. Aus der Grafik kénnen Achsenabschnitt und
Anstieg a = Ay/Ax bestimmt werden. Ct = cycle threshold, DNA = Desoxyribonukleinsdure, logc = Logarithmus der
Konzentration, PCR = Polymerase-Kettenreaktion

3.2.6.5 ¢gRT-PCR im BioMark HD System

Die Durchfiihrung der gRT-PCR zur Validierung der NGS-Daten erfolgte nach dem BioMark HD User
Guide Protokoll flir die qRT-PCR mittels des BioMark HD Systems (Fluidigm®, San Francisco, USA).

Mittels der integrierten stromungstechnischen Schaltung (integrated fluidic circuit, IFC) auf einem
Micro-Array-Chip kénnen im BioMark HD System mehrere Proben mit mehreren assays in einer
kombinierten qRT-PCR interagieren. Auf dem Chip existieren verschiedene Kammern und Kanile.
Durch die Variation der Einstellung der Einzelkomponenten auf dem Chip, ist es moglich, dass jeder
Probenansatz mit jedem assay-Ansatz (enthdlt Primer) interagiert. Es koénnen verschiedene
Plattenformate verwendet werden. Hier wurde das 48x48 Format genutzt. In vier Arbeitsschritten
laufen Praamplifikation, priming und Laden der Platte sowie die eigentliche PCR ab.

Die Amplifikation erfolgte in der 48x48-Dynamic-Array-IFC-Platte mit dem EvaGreen® Farbstoff.
Neben 48 Primerpaaren in assay-Ansatzen erfolgte der Einsatz von 31 cDNA-Proben sowie zwei
Standard-Verdiinnungsreihen je sieben Stufen und drei Wasser-Proben.

Far die Praamplifikationsreaktion (specific target amplification, STA-Reaktion), in welcher die Ziel-
cDNA vervielfaltigt wird, wurden die Proben (siehe 3.2.6.2) auf 25 ng/pl verdiinnt. Aus einem Pool
aller Proben wurde zudem die Standard-Verdinnungsreihe erstellt, die sieben Konzentrationen
zwischen 25 ng/ul und 0,025 ng/ul umfasste. Der Primermix fur die STA-Reaktion bestand aus allen
Primerpaaren, die aus der 100 pM-Lésung (siehe 3.2.6.1) auf eine Konzentration von 500 nM
verdiinnt worden waren. Der Reaktionsansatz fiir die STA-Reaktion ist in Tabelle 11 abgebildet.
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Tabelle 11: Mastermix fiir die STA-Reaktion

Komponenten Volumen (pl) pro Reaktion
2x TagMan PreAmp Mastermix 2,5

500 nM Primermix 0,5

Wasser 1

cDNA (25ng/ul bzw. andere Konzentration bei

Verdiinnungsreihe)
Komponenten und deren eingesetztes Volumen fiir eine STA-Reaktion. Fiir alle 31 cDNA-Proben sowie die zwei Standard-

1

Verdiinnungsreihen wurde jeweils eine STA-Reaktion durchgefiihrt. pl = Mikroliter, ¢cDNA = komplementare
Desoxyribonukleinsdure, ng = Nanogramm, nM = Nanomol, STA = specific target amplification

Die STA-Reaktion erfolgte im ThermoCycler nach dem folgenden Temperaturprofil:

95°C 10 min

95°C 15s

60°C 4 min } 14 Zyklen
4°C halten

Im nachsten Schritt wurden mithilfe der Exonuklease nicht-inkorporierte Primer entfernt. Der Ansatz
erfolgte wie in Tabelle 12 beschrieben. Pro STA-bearbeitetem 5 pl-Probenansatz wurden 2 pl
pipettiert.

Tabelle 12: Ansatz fiir die Exonuklease-Reaktion

Komponenten Volumen (pl) pro 5 pl-STA-bearbeitetem Ansatz
Wasser 1,4
Exonuklease | Reaktionspuffer 0,2
Exonuklease | (20 units/ul) 0,4

Komponenten und deren eingesetztes Volumen pro STA-bearbeitetem Ansatz (siehe Tabelle 11). pl = Mikroliter, STA =
specific target amplification

Die Exonuklease-Reaktion erfolgte im ThermoCycler nach dem folgenden Schema:

37°C 30 min
80°C 15 min
4°C halten

AnschlieBend erfolgte die finale, flinffach-Verdiinnung der DNA mit 18 ul TE-Puffer.

Fiir das Priming der 48x48-IFC-Platte wurde das Kontrolllinien-Fluid in den Akkumulator appliziert
und der Chip im IFC controller MX® im Prime-Modus (113x) vorbereitet.

Nachfolgend wurde der Mastermix fiir die assay-Ansatze der Primer hergestellt (Tabelle 13). Pro
Ansatz wurden 4,5 ul des Mastermix aus Ladungs-Reagenz und DNA-suspension Puffer sowie 0,5 pl
des Primermix (25 uM aus 100 uM-Stocks (siehe 3.2.6.1) mit DNA-suspension Puffer (TE mit 0,1 mM
EDTA)) zusammenpipettiert.

Zur Vorbereitung der Probenansatze fiir die qRT-PCR (Tabelle 14) wurden jeweils 2,75 ul des
Mastermix aus Farbstoff und Ladungsreagenz sowie 2,25 ul der STA- und Exonuklease- behandelten
cDNA-Proben pipettiert.
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Tabelle 13: Assay-Ansatz fiir qRT-PCR

Komponenten Volumen (ul) pro 1x Ansatz
2x assay loading reagent 2,5
1x DNA-suspension Puffer 2,0
Primermix (25 uM pro forward und reverse) 0,5

Komponenten und deren eingesetztes Volumen pro 1x-Ansatz fir jeweils 48 Primerpaare. pul = Mikroliter, uM = Mikromol,
DNA = Desoxyribonukleinsdure, gRT-PCR = quantitative Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreatkion

Tabelle 14: Probenansatz fiir gRT-PCR

Komponenten Volumen (pl) pro 1x Ansatz

2x SsoFast EvaGreen® Supermix with low ROX 2,5

20x DNA-binding dye sample loading reagent 0,25

cDNA-Probe 2,25
Komponenten und deren eingesetzes Volumen pro 1x-Ansatz fiir die STA- (Tabelle 11) und Exonuklease- (Tabelle 12)
behandelten Proben sowie drei Wasserproben. pl = Mikroliter, c¢cDNA = komplementire DNA, DNA =

Desoxyribonukleinsdure, qRT-PCR = quantitative Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreatkion

Im Anschluss konnten auf die geprimte Platte die assay- und Probenansatze aufgetragen werden. Pro
Inlet der Platte wurden dabei 5 pl Primer (Tabelle 13) bzw. Probe (Tabelle 14) pipettiert.
AbschlieBend erfolgte das Laden der Platte im kontroller im Load-Mix-Modus (113x).

Nachfolgend fand die Amplifikation im BioMark HD System statt. Das Temperaturprofil ist in Tabelle
15 aufgefihrt.

Tabelle 15: qRT-PCR Temperaturprofil

Programm Temperatur (°C) Zeit (s) Zykluszahl
Hot Start 95 60 1
- 96 5
Amplifikation 60 50 30
60 3
Schmelzkurve 60-95 1°C/3s 1

Temperaturen, deren Dauer und Zyklusanzahl wahrend der PCR zur Validierung der NGS-Expressionsdaten. C = Celsius, qRT-
PCR = quantitative Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreatkion, s = Sekunden

Die Berechnung der Ct-Werte erfolgte mithilfe des Programms Fluidigm Real-Time PCR Analysis.
Diese wurden anschlielend exportiert. Fiir die Normalisierung und Berechnung der relativen
Expression wurden die Daten in das Programm Data Analysis Gene Expression (DAG Expression,
Ballester et al., 2013) importiert. Dabei wurde fiir jedes Amplifikat die Expression der Einzelproben
relativ zur Standardreihe berechnet (25 ng/pl entsprach dabei einer relativen Expression von 1) und
mithilfe der analysierten Haushaltsgene (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1),
Saures Ribosomales 60S-Protein P2 (RPLP2), Phosphoglyzeratkinase 1 (PGK1v1)) normalisiert. Die
Auswahl der Haushaltsgene erfolgte anhand des gene-stability measure (m-value). Dieser ist ein MaR
fiir die durchschnittliche, paarweise Varianz eines Haushaltsgens mit den anderen Haushaltsgenen
(Vandesompele et al., 2002). Der geringste m-value gibt dabei das Gen mit der stabilsten Expression
an (Ballester et al., 2013, Vandesompele et al., 2002). Ausreifer wurden mit der ROUT-Methode
identifiziert (Q= 0,1%) und entfernt. Um die in der gRT-PCR ermittelten Genexpressionswerte mit
denen aus dem NGS zu vergleichen, wurden die Proben entsprechend der vier Gruppen aus dem
Trainingsexperiment geordnet und aus den individuellen Daten jeder Gruppe Mittelwerte gebildet,
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paarweise Vergleiche entsprechend den Vergleichen auf Basis der NGS-Daten (siehe 3.2.5) erstellt
und log2FC fiir jedes Gen berechnet.

Zur Berechnung der Signifikanz der Expressionsunterschiede wurden zweiseitige, ungepaarte t-Tests
mit nachfolgender Korrektur nach Bonferroni durchgefiihrt (Bland und Altman, 1995). Die
Expressionsunterschiede galten als signifikant, wenn der p-Wert <0,05 war. Das Erstellen einer
Regressionsgeraden zur Korrelation der Expression zwischen den beiden Messverfahren (NGS und
gRT-PCR) sowie die Berechnung des BestimmtheitsmaRes R? erfolgte mittels GraphPad Prism
(Version 8.4.2). Aus dem BestimmtheitsmaR R wurde der Pearson’sche Korrelationskoeffizient tiber
VR? ermittelt.

3.2.7 Funktionelle Analyse von Genfunktionen und -interaktionen mit Ingenuity® Pathway
Analysis

Die Funktionelle Analyse von Genfunktionen und -interaktionen der DEGs in der Hypophyse anhand
der Daten aus dem NGS (siehe 3.2.5) erfolgte mittels IPA® (Qiagen, USA). IPA® ermdglicht den Aufbau
von Geninteraktionsnetzwerken zur Darstellung biologischer Systeme (Krdmer et al.,, 2014). Eine
Genehmigung der Verwendung der Darstellungen von IPA® im Rahmen von Veroffentlichungen liegt
vor (siehe Supplementare Abbildung 3). Die bioinformatische Interpretation der DEGs in der
vorliegenden Arbeit erfolgte mithilfe der core-Analyse von IPA® im November 2018. Die core-Analyse
identifiziert die fir einen Datensatz relevanten pathways, Geninteraktionsnetzwerke, upstream
Regulatoren und biologischen Funktionen. Wahrend in den pathway-Analysen den Signalwegen DEGs
zugeordnet werden, werden diese in den Netzwerken nochmal unter Berlicksichtigung anderer
funktioneller und regulatorischer Informationen unabhéngig vom Signalweg geordnet und damit
weitere Geninteraktionen aufgezeigt. In der upstream Regulatoren-Analyse werden Vorhersagen zu
upstream-Regulatoren von DEGs gemacht.

Zur core-Analyse wurden die Ergebnisse der Analyse auf differentielle Expression (siehe 3.2.5) auf
signifikante Genexpressionsunterschiede auf Transkriptomebene in der Hypophyse gefiltert und
zunachst mithilfe der comparison-Funktion, welche die Vergleiche (siehe 3.2.5, Abbildung 5)
hinsichtlich der Anzahl an DEGs gegeniiberstellt, analysiert. AnschlieRend erfolgte die Durchfiihrung
von Geninteraktionsnetzwerk-Analysen. Flr die Erstellung der Geninteraktionsnetzwerke wurde die
Standardeinstellung des Programms genutzt. Die Netzwerke wurden anhand eines IPA®-scores, der
einer p-value-Berechnung mittels des einseitigen, exakten Fisher’s Tests folgt und ein Mal fir die
Anzahl der mit dem Netzwerk assoziierten Molekiile darstellt, absteigend geordnet. Die Maximalzahl
der pro Netzwerk dargestellten Molekile wurde auf 35 limitiert. Zudem wurden den Netzwerken
jeweils drei Top Krankheiten und Funktionen zugeordnet. Es wurde eine Auswahl an
Geninteraktionsnetzwerken fiir die Dateninterpretation getroffen. Kriterien flir die Auswahl waren
neben hoher Signifikanz (IPA®-score >20) und starker differentieller Expression der DEGs (deutliche
Farbung in den Abbildungen) auch funktionelle Zusammenhdnge (DEGs mit neuronaler,
metabolischer oder trainingsassoziierter Funktion) und eine Expressionsdanderung von DEGs, die
einer funktionellen Gruppe zugeordnet werden kénnen.

Der Fokus der IPA®-Analysen lag auf der Analyse der Daten der Vergleiche DUhLB vs DUK_oB und
DUK_LB vs oB. Diese zeigen die Expressionsunterschiede in der Hypophyse von selektierten DUhLB-
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Mausen im Vergleich zu Kontrollen sowie in trainierten Kontrollmausen im Vergleich zu untrainierten
Kontrollmdusen. Diese Vergleiche wurden ausgewahlt, um die NGS-Daten entsprechend der
Zielsetzung der vorliegenden Arbeit auszuwerten (siehe Kapitel 2). Zur vergleichenden Betrachtung
wurde die overlay-Funktion von IPA® genutzt. Mithilfe dieser Funktion koénnen
Geninteraktionsnetzwerke von Vergleichen mit unterschiedlichen Expressionsdaten (iberlappend
visualisiert werden. Ein mit IPA® ermitteltes Geninteraktionsnetzwerk des einen Vergleichs diente als
Basis, um die Expressionsunterschiede in dem anderen Vergleich im gleichen Stoffwechselweg zu
beleuchten.

3.2.8 Genauswahl zur funktionellen Interpretation

Es wurden exemplarisch Gene aus den Geninteraktionsnetzwerk-Analysen zur funktionellen
Interpretation der Expressionsdaten und Einordnung derer in den biologischen Kontext ausgewahilt.
Diese exemplarisch ausgewdhlten Gene werden als Schlisselgene bezeichnet, da sie mogliche
Anpassungen an hohes Ausdauerleistungsvermoégen bzw. Training in der Hypophyse der DUhLB- und
Kontrollm&use aufzeigen konnten. Es wurden moglichst DEGs ausgewahlt, die in den beiden
Vergleichen DUhLB vs DUK_oB und DUK_LB vs oB hoher (bzw. niedriger) exprimiert waren und fir
welche die Daten nahelegen, dass die Selektion oder das Laufbandtraining eine Hochregulation (bzw.
Herunterregulation) der Expression in der Hypophyse bewirken. Zudem wurde auf eine signifikante
(FDR<0,05) und starke (log2FC>1 oder <-1) differentielle Expression der Gene geachtet. Die
ausgewahlten DEGs wurden in Microsoft Excel 2018 (Version 16.16.24) zusammengefasst und die
Expressionsunterschiede (log2FC) grafisch in Balkendiagrammen visualisiert.

Uber Literaturrecherche mittels PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) wurden anschlieRend
weitere Gene gesucht, die mit den Hormonachsen der Hypophyse, welche unter kérperlicher
Aktivitat lipolytisch wirken (ACTH, GH, OXT, siehe 1.2.3), assoziiert sind. Diesbezlglich wurde unter
den Schlagwoértern ,pituitary AND endurance AND (acth OR growth hormone OR oxytocin)” nach
Genen gesucht, die in den Aktivierungs- und Sekretionsprozess der Hormone in der Hypophyse
involviert sind. AbschlieRend erfolgte die Zusammenstellung der Gene in Microsoft Excel 2018. Zu
den jeweiligen Genen wurden die NGS-Expressionswerte auf Transkriptomebene in der Hypophyse
von DUALB- und Kontrollm&usen herausgesucht und die mcpm-Werte (siehe 3.2.5) berechnet.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden die Unterschiede betrachtet, die ein Laufbandtraining auf das
Transkriptom der Hypophyse von Mausen bewirkt. Im Speziellen wurde analysiert, ob eine
Langzeitselektion nach hoher Laufleistung zu dhnlichen Expressionsunterschieden im Transkriptom
fahrt, wie ein dreiwdchiges Laufbandtraining bei nicht-selektierten Kontrollen. Hierzu wurde eine
RNA-Sequenzierung mittels NGS durchgefiihrt und die Expression von Transkripten vergleichend
betrachtet. Die Daten wurden mittels gRT-PCR validiert und anschlieBend die Funktionen und
Interaktionen von DEGs ausgewertet. Die daraus resultierenden Ergebnisse werden im Folgenden
vorgestellt.

4.1 Qualitatskontrolle der NGS-Daten

Die Sequenzierung mittels NGS wurde von Herrn Dr. Nares Trakooljul und Mitarbeitern durchgefiihrt
(siehe 3.2.5). Es wurden RNA-Proben der Hypophyse von 32 Mausen genutzt. Zur Kontrolle der RNA-
Integritdt wurden nur Proben mit einer RIN>8 verwendet (siehe 3.2.3). Mittels NGS konnten in
DUhLB-Mausen 246 Millionen reads und in DUK-Mausen 314 Millionen reads erzeugt werden. Pro
run wurden dabei zwischen acht und 22 Millionen reads gelesen. Etwa 96% der reads konnten
erfolgreich gegen das Mausreferenzgenom (GRCm38) gemappt werden. Es wurden allerdings nur die
gemappten reads ausgewadhlt, die mit exonischen Regionen ({bereinstimmten, was ca. 88%
ausmachte. Die Qualitdtskontrolle der Sequenzierungsdaten erfolgte tiber das Programm FastQC®,
welches reads mit einem Q-Score <30 oder einer Leselange weniger als 30 bp aussortierte.
AulRerdem wurden Transkripte mit wenigen reads, die com>0,5 in mindestens vier libraries nicht
erreichten, herausgefiltert. Die anschlieRende Dimensionsreduktionsdarstellung des gesamten NGS-
Datensatzes (Abbildung 7) Uber das R-Paket edgeR zeigte eine homogene Verteilung der
Transkriptomdatensatze aller 32 Tiere. Deutliche Ausreiler konnten nicht gefunden werden. Somit
konnten die Transkriptomdatensatze aller Tiere in die weitere Auswertung der NGS-Daten
einbezogen werden. Die Punktwolken in Abbildung 7 zeigten aber deutliche Unterschiede zwischen
den Transkriptomprofilen der Hypophysen der Mause der beiden Linien. Dahingegen ergab das
Training jeweils keinen auffalligen Unterschied.
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Abbildung 7: Dimensionsreduktion des gesamten NGS-Datensatzes der Hypophyse. Zweidimensionale Darstellung des
BCV. Ein Punkt, bestehend aus einer Buchstaben-Zahlen-Kombination, entspricht einem Transkriptomdatensatz der
Hypophyse eines Tieres. Die Datensdtze der Tiere einer Gruppe aus dem Trainingsexperiment sind jeweils in den gleichen
Farben gekennzeichnet (blau: DUhLB_LB, griin: DUhLB_oB, rot: DUK_LB, schwarz: DUK_oB). Aufgrund der homogenen
Verteilung der Datenpunkte konnten die Transkriptomdatensdtze von 32 Tieren in die weitere Auswertung einbezogen
werden. Die Punktwolken zeigten aber deutliche Unterschiede zwischen den Transkriptomdatensdtzen der Mause der
beiden Linien, wahrend das Training jeweils keinen auffilligen Unterschied ergab. BCV = biological coefficient of variation,
DUhLB = Dummerstorfer Mauslinie mit hoher Laufbandleistung, DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, LB = Laufband, NGS =
next generation sequencing, oB = ohne Belastung

4.2 Genexpressionsunterschiede im Transkriptomprofil der Hypophyse trainierter
und untrainierter DUhLB- und Kontrollmause

4.2.1 Anzahl der differentiell exprimierten Gentranskripte

Mittels Sequenzierung lGber NGS konnte die Expression von 17.429 verschiedenen Genen in der
Hypophyse bestimmt werden. Alle 32 Transkriptomdatensatze der Hypophyse der Mause aus den
vier Experimentiergruppen (n = acht Mause pro Gruppe) wurden in den NGS-Analysen vergleichend
betrachtet (siehe 3.2.5). Es wurden zum einen die Daten zu gelaufenen bzw. nicht-gelaufenen
Mausen beider Linien vergleichend betrachtet (Linienvergleiche, DUhLB vs DUK_LB bzw. oB), zum
anderen wurde analysiert, wie sich die Transkriptexpression in der Hypophyse von Mausen der
jeweiligen Linie durch ein dreiwdchiges Training im Vergleich zu nicht-trainierten Tieren
unterscheidet (Trainingsvergleiche, DUhLB_LB vs oB bzw. DUK_LB vs oB). Durch die Festsetzung des
Signifikanzniveaus der FDR auf 0,05 limitierten sich die anschlieRenden Analysen auf die DEGs, deren
Expressionsunterschiede als signifikant angesehen werden konnten (Tabelle 16, linke Spalte). Die
Anzahlen der erhoht bzw. erniedrigt exprimierten DEGs waren dabei nahezu ausgeglichen.

Die meisten Unterschiede in der Expression auf Transkriptomebene konnten fiir den Linienvergleich
der Méause aus DUhLB vs DUK aufgezeigt werden. Bei den untrainierten Tieren (DUhLB vs DUK_oB)
konnten 1732 DEGs gefunden werden. Nach dem dreiwdchigen Training (DUhLB vs DUK_LB) wurden
3828 DEGs ermittelt, die héchste Anzahl in allen vier Vergleichen. Wahrend ohne Training (DUhLB vs
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DUK_oB) die Anzahl an erhoht und erniedrigt exprimierten DEGs ausgeglichen war, war nach
Belastung (DUhLB vs DUK_LB) ein groRerer Anteil an DEGs niedriger exprimiert (2211 von 3828 DEGs,
entspricht 58%). Die Unterschiede im Transkriptom der Mause der DUhLB-Linie nach dem Training
(DUhLB_LB vs oB) waren die geringsten, da hier nur 50 DEGs bestimmt wurden. Von diesen 50 DEGs
zeigten 38 DEGs im Vergleich DUhLB_LB vs oB eine erhohte Expression (75%). Bei Mausen der
Kontrolllinie DUK (DUK_LB vs oB) lag die Anzahl der Expressionsunterschiede nach dem Training um
das zehnfache hoher als bei Madusen der selektierten DUhLB-Linie (637 zu 50 DEGs). Das Verhéltnis
von erhéht zu erniedrigt exprimierten DEGs war dabei im Vergleich DUK_LB vs oB ungefahr 2:1 (428
zu 209 DEGs).

Des Weiteren wurden die Expressionsdaten nicht nur unter Einschrankung der Signifikanz, sondern
auch unter Einbeziehung des FC betrachtet, welcher bei einem log2FC>1/<-1
Expressionsunterschiede um den Faktor 2 angibt (Tabelle 16, rechte Spalte). Unter der gewahlten
Stringenz (log2FC>1/<-1 und FDR<0,05) konnten im Vergleich der Tiere beider Linien ohne Training
(DUNLB vs DUK_oB) 598 DEGs gefunden werden, nach dem Training (DUhLB vs DUK_LB) waren es
677 DEGs. Die Anzahl der erhdéht und erniedrigt exprimierten DEGs war ausgeglichen (DUhLB vs
DUK_0B: 316 zu 282 und LB: 322 zu 355). Bei Mausen der DUhLB-Linie (DUhLB_LB vs oB) konnten die
wenigsten Unterschiede gemessen werden (20 DEGs), wdhrend bei Mdausen der Kontrolllinie
(DUK_LB vs oB) deutlich mehr Expressionsunterschiede aufgezeigt wurden (127 DEGs). Die
zusatzliche Einschriankung des FC zeigte somit dhnliche Anteilsverteilungen der Anzahl der DEGs wie
eine alleinige Einschrankung der FDR.

Tabelle 16: Anzahl DEGs in der Hypophyse im Vergleich der vier Mausgruppen

Vergleich Anzahl DEGs (FDR<0,05) Anzahl DEGs (FDR<0,05; log2FC>1/<-1)
DUhLBvs DUK _oB | 1732 890 842 598 316 282

DUNLB vs DUK _ LB 3828 1617 2211 677 322 355
DULB _ LB vs oB 50 38 12 20 14 6
DUK_LBvsoB 637 428 209 127 79 48

Anzahl der DEGs in der Hypophyse von DUhLB- und DUK-Mausen, dargestellt fiir die vier Vergleiche. Abgebildet wurden
dabei die Anzahl der DEGs mit FDR<0,05 sowie mit FDR<0,05 und log2FC>1/<-1. Schwarze Zahlen zeigen die Gesamtanzahl
an DEGs, rote Zahlen entsprechen erhdht exprimierten (log2FC>0), griine erniedrigt exprimierten (log2FC<0) DEGs.
Fettgedruckt sind die beiden Vergleiche mit deren Daten eine Beschaftigung in der funktionellen Analyse mittels IPA® (siehe
4.4) erfolgte. DEG = differentiell exprimiertes Gentranskript, DUhLB = Dummerstorfer Mauslinie mit hoher
Laufbandleistung, DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, FC = fold change, FDR = false discovery rate, IPA® = Ingenuity®
Pathway Analysis, LB = Laufband, oB = ohne Belastung

4.2.2 Genexpressionsunterschiede, die in untrainierten DUhLB-Madusen und trainierten
Kontrollmdusen quantifiziert werden konnten

Gegenstand der Analysen in dieser Arbeit waren im Sinne der Zielsetzung (siehe Kapitel 2) die
Expressionsunterschiede zweier Vergleiche: DUhLB vs DUK oB, welcher die genregulatorischen
Anpassungen in der Hypophyse infolge der Selektion auf hohe Laufleistung in DUhLB-M&usen und
somit Assoziationen zu hohem Ausdauerleistungsvermogen darstellt sowie DUK_LB vs oB, welcher
Expressionsunterschiede im Transkriptom von Mausen der Kontrolllinie in Assoziation zu einem
dreiwdchigen Training aufzeigt.
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Mithilfe der comparison-Funktion von IPA® konnte ein Venn-Diagramm erstellt werden (Abbildung
8), welches die DEGs abbildet, die sowohl in der Hypophyse untrainierter DUhLB-M&use im Vergleich
zu untrainierten DUK-Mausen (DUhLB vs DUK_oB) als auch in der Hypophyse trainierter DUK-M&use
im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen (DUK LB vs oB), quantifiziert werden konnten. In
Assoziation zu hohem Ausdauerleistungsvermogen (DUhLB vs DUK oB) konnten 1732 DEGs
bestimmt werden und damit fast die dreifache Menge der DEGs aus den Daten zu den gelaufenen im
Vergleich zu nicht-gelaufenen DUK-Ma&use, die mit dem Training assoziiert waren (DUK_LB vs 0B, 633
DEGs). In der Hypophyse untrainierter DUhLB-Mause konnten demnach deutlich mehr
Expressionsunterschiede gemessen werden, als in der Hypophyse trainierter DUK-Kontrollmause.
120 DEGs konnten uberlappend sowohl in untrainierten DUhLB-Mausen als auch in trainierten DUK-
Mausen, jeweils im Vergleich zu untrainierten DUK-Ma&usen, quantifiziert werden. Die DEGs werden
symbolisiert durch die Schnittmenge der Kreise in Abbildung 8. Dies machte ca. 7% der gemessenen
Expressionsunterschiede in der Hypophyse von untrainierten DUhLB-Mdausen im Vergleich zu
untrainierten DUK-Mausen aus. Von den 120 DEGs waren 48 Gene sowohl in untrainierten DUhLB-
Mausen im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen als auch in trainierten DUK-Mausen im Vergleich
zu untrainierten DUK-Mausen hoher exprimiert. 65 Gene waren in beiden Vergleichen niedriger
exprimiert. Die Schnittmenge wurde zu detaillierten Betrachtungen in der Analyse von
Geninteraktionsnetzwerken genutzt (siehe 4.4), da sie selektionsspezifische Anpassungen in der
Hypophyse der Mause der DUhLB-Linie widerspiegeln kdnnte, die fiir das bessere Verstandis des
Energiestoffwechsels der DUhLB-Ma&use von Bedeutung sind.

DUhALB vs DUK oB

1612

517
DUK LB vs oB

Abbildung 8: Genexpressionsunterschiede, die DUhLB-Mause ohne Training charakterisieren und die in der Hypophyse
von Kontrollmdusen mit Training assoziiert werden konnten. Venndiagramm (adaptiert von Abbildung aus IPA®), welches
die zwei Vergleiche DUhLB vs DUK_oB und DUK_LB vs oB hinsichtlich der jeweiligen DEGs in der Hypophyse vergleicht. Die
beiden Kreise stehen dabei jeweils fiir einen Vergleich. DEGs: DUhLB vs DUK_oB: 1732 DEGs, DUK_LB vs oB: 637 DEGs. Es
konnten 120 Gene gefunden werden, die sowohl in untrainierten DUhLB-Ma&usen als auch in trainierten DUK-Md&usen im
Vergleich zu untrainierten DUK-Md&usen differentiell exprimiert waren. Damit kdnnen diese Gene sowohl mit einem hohem
Ausdauertrainingsvermaogen als auch mit Training assoziiert werden. Die Gene werden symbolisiert durch die Schnittmenge
der Kreise. Das Signifikanzniveau lag bei FDR = 0,05. DUhLB = Dummerstorfer Mauslinie mit hoher Laufbandleistung, DEG =
differentiell exprimiertes Gentranskript, DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, FDR = false discovery rate, IPA® = Ingenuity®
Pathway Analysis, LB = Laufband, oB = ohne Belastung
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Die mengenmaRig haufigsten Expressionsunterschiede innerhalb der 120 Gene lagen bei DEGs, die
funktionell Strukturproteinen zugeordnet werden konnen (Anzahl: 18; entspricht 15%), gefolgt von
Transportern (13; 11%), davon hauptsdchlich solute carrier (SLC)-Transporter (11; 9%), und
Regulatoren (13; 11%). AulRerdem waren Enzyme, Rezeptoren, Signaltransduktionsproteine, am
Stoffwechsel beteiligte Proteine und Transkriptionsfaktoren differentiell exprimiert (nach
Reihenfolge 11, 11, 7, 7, 6; 9%, 9%, 6%, 6%, 5%). Weitere funktionelle Gruppen konnten mit Anteilen
von jeweils <5% gefunden werden. Expressionsunterschiede von Genen, die funktionell zu lipolytisch-
wirkenden Hypophysen-Achsen zugeordnet werden kénnen, werden in Kapitel 4.4.3 vorgestellt.

Eine genauere Beschaftigung erfolgte mit den Genexpressionsdaten zu SLC-kodierenden Genen, da
diese eine groRe funktionelle Gruppe innerhalb der 120 Gene darstellen, die sowohl mit hohem
Ausdauerleistungsvermoégen als auch mit Training assoziiert werden konnten. Die
Genexpressionsunterschiede flr ausgewahlte SLC-kodierende Gene sind in Tabelle 17 dargestellt.
Von den dargestellten Genen konnten 14 Gene mit hohem Ausdauerleistungsvermogen assoziiert
weden. Wahrend 13 Gene niedrigere RNA-Level in der Hypophyse untrainierter DUhLB-Mause im
Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen zeigten, war lediglich SLC2A3 in der Hypophyse dieser Mause
hoher exprimiert. Bei SLC27A1, SLC27A4 und SLC32A1 konnten keine differentielle Expression in der
Hypophyse von DUhLB-Mausen im Vergleich zu Kontrollmausen gemessen werden. In der Hypophyse
trainierter im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen konnten fiir elf Gene niedrigere RNA-Level
quantifiziert werden. Auch in diesem Vergleich war auerdem ein Gen (SLCO2A1) héher exprimiert.
Mit dem Ausdauertraining konnten demnach weniger Genexpressionsunterschiede fir SLC-
kodierende Gene als mit hohem Ausdauerleistungsvermogen assoziiert werden.
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Tabelle 17: Genexpressionsunterschiede fiir ausgewdhlte SLC-kodierende Gene in der Hypophyse

Gen Funktion DUhLB vs DUK_oB DUK_LB vs oB

log2FC | mcpm | FDR log2FC | mcpm | FDR
SLC2A3 Glukoseaufnahme 0,4 17,3 <0,05 0,2 15,8 0,39
SLC5A5 Natrium/lodid-Cotransporter -2,2 2,8 <0,05 |-1,9 2,9 <0,05
SLC6A1 GABA-Aufnahme in Prisynapse -3,3 7,5 <0,05 -0,2 12,9 0,91
SLC6A12 ?;tr:'s‘g;‘f Chlorid-Betain/GABA- | 44 |27 | <005 |36 [29 | <005
SLC6A13 Natrium/Chlorid-GABA-Transporter | -4,4 9,2 <0,05 -3,1 9,9 <0,05
SLC6A20A | Kalzium/Aminosdure-Transporter -6,1 12,4 <0,05 -3,7 13,2 <0,05
SLC7A11 | Cystein/Glutamat-transporter -2,8 6,8 <0,05 |-2,4 7,1 <0,05
SLC13A3 gfﬁ:‘cr:r/fonx'\‘;’;'tgﬂ”a”5'°°” Mt 120 |121 |<005 |-1,9 |12,2 |<0,05
SLC13A4 S”j};';”;‘é e Thoareetmt 139|135 <005 |31 [142 [ <005
SLC16A1 Ketonkorpertransporter -0,2 22,8 <0,05 <0,1 24,1 0,99
SLC16A7 Ketonkorpertransporter -0,2 13,0 0,26 -0,2 13,0 0,30
SLC22A6 glrfaar';'f)icgfe”';’rgﬁz; frdogene |59 |53  |<005 |-34 |57 |<0,05
SLC22A8 Organische Anionen-Tauscher -3,7 12,2 <0,05 |-2,9 12,9 <0,05
SLC24A2 %25&1 rallum-Natrium- 06 |[568 |<005 |-04 |587 |<0,05
SLC27A1 Fettsauretransporter 0,1 154,4 0,67 <0,1 148,8 | 0,85
SLC27A4 Fettsduretransporter -0,2 46,2 0,28 0,2 52,3 0,41
SLC32A1 GABA-Aufnahme in Vesikel -0,3 0,8 0,76 1,7 2,0 <0,05
SLCO2A1 | Prostaglandin-transporter -0,8 10,2 <0,05 -0,6 10,7 <0,05

Genexpressionsunterschiede (log2FC) fir ausgewahlte SLC-kodierende Gene von langzeitselektierten DUhLB-Mausen
(DUhLB vs DUK_oB) und trainierten Kontrollmausen (DUK_LB vs oB) im Vergleich zu untrainierten Kontrollmausen
(niedriger/hoher exprimiert log2FC<0/>0) sowie die Funktion des jeweiligen Gens. Funktionen wurden (ber
http://slc.bioparadigms.org  (23.04.2021), https://www.genenames.org/data/genegroup/#!/group/752  (23.04.2021)
recherchiert. AuRerdem sind mcpm-Werte des jeweiligen Gens dargestellt, die einen Mittelwert der com aus den 16 Proben
angeben, die in die Berechnungen des jeweiligen Vergleichs eingingen (siehe 3.2.5). Das Signifikanzniveau der
Genexpressionsunterschiede liegt bei FDR=0,05; nicht-signifikante Expressionsunterschiede sind kursiv dargestellt. 14 Gene
waren mit hohem Ausdauerleistungsvermogen assoziiert. 13 dieser Gene zeigten niedrigere RNA-Level in der Hypophyse
untrainierter DUhLB-Mause im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen. Nur fir ein Gen konnten hdhere RNA-Level in
Assoziation mit hohem Ausdauerleistungsvermogen quantifiziert werden. In der Hypophyse von trainierten im Vergleich zu
untrainierten DUK-Mausen wurden fiir elf Gene niedrigere RNA-Level und fiir ein Gen héhere RNA-Level gemessen. Diese
Expressionsunterschiede konnten demnach mit dem Ausdauertraining in Zusammenhang gebracht werden. Cpm = count
per million, DUhLB = Dummerstorfer Mauslinie mit hoher Laufbandleistung, DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, FC = fold
change, FDR = false discovery rate, GABA = Gammaaminobuttersaure, LB = Laufband, mcpm = mean count per million, oB =
ohne Belastung, SLC = solute carrier, RNA = Ribonukleinsaure
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4.3 Validierung der NGS-Expressionsdaten mittels qRT-PCR

Um die NGS-Expressionsdaten stichprobenartig zu Uberpriifen, wurde eine Validierung einzelner
DEGs durchgefiihrt (siehe 3.2.6). Fiir die Validierung wurde die Biomark HD Fluidigm® Technologie
verwendet. Die Normalisierung der Expressionswerte aus der qRT-PCR-Messung erfolgte mithilfe von
drei Haushaltsgenen (HPRT, RPLP2, PGK1v1) im Programm DAG Expression (siehe 3.2.6.5).

4.3.1 Funktionalitdt der Primerpaare

Nach der Auswahl der zu validierenden DEGs wurden online Uber das Programm Primer-BLAST
Primersequenzen generiert (siehe 3.2.6.1) und auf ihre Funktionalitat geprift (siehe 3.2.6.4).

Flr alle Primerpaare wurde iber den LightCycler® die Testung anhand einer Verdiinnungsreihe einer
cDNA-Poolprobe (25-0,025 ng/ul, sieben Werte in Doppelbestimmung sowie Kontrolle ohne
template) durchgefiihrt. Mithilfe der LightCycler®480 Software wurde die Standardkurve fiir die
jeweiligen Primerpaare erstellt.

Exemplarisch wird hier die erfolgreiche Testung des Primerpaars fir DUXBL1 im PCR-System
beschrieben. In der graphischen Darstellung (Abbildung 9) sind die Ct-Werte in Abhangigkeit zum
logc aufgetragen; sie steigen mit fallenden Konzentrationen des cDNA templates. Aus der inversen
Proportionalitat zwischen Ct und logc kann die PCR-Effizienz pro Zyklus abgeleitet werden. Hier lag
die Effizienz bei 1,945 und der Achsenabschnitt bei 30,36. Zudem wurde der Standardfehler der
Regression betrachtet, welcher anzeigt, wie gut die einzelnen Punkte der Standardreihe auf der
Regressionsgeraden liegen. Dieser Wert sollte kleiner 0,2 sein.

Am Ende der Primertestung wurden 43 Primerpaare zusammen mit finf Primerpaaren fir
Haushaltsgene fir die Analyse mittels qRT-PCR ausgewahlt (Tabelle 3).
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Abbildung 9: Standardkurve zur Primertestung des Primerpaars DUXBL1. Fiir jedes Primerpaar wurde im Vorfeld der
Validierung der NGS-Daten eine Primertestung mittels LightCycler® durchgefiihrt, um die Funktionalitdt der Primer zu
bestimmen. Hier abgebildet ist die Standardkurve fiir das Primerpaar DUXBL1 mit einem Anstieg = -3,461 und einem
Achsenabschnitt = 30,36. Daraus lieR sich eine PCR-Effizienz von 1,945 und ein Standardfehler der Regression von 0,0317
berechnen. Jeder Punkt in der Abbildung entspricht einem Wertepaar fiir eine Konzentration (logarithmiert) und dem
zugehdrigen crossing point. Pro Konzentrationsstufe wurden zwei Wiederholungen durchgefiihrt. 14 Wertepaare konnten
in die Erstellung der Standardkurve fiir DUXBL1 einbezogen werden. Die Wertepaare sind in der Supplementéren Tabelle 2
aufgefiihrt. Die Abbildung wurde adaptiert nach einer Abbildung aus dem LightCycler®480 Software Report. DUXBL1 =
Doppel Homodobox B-dhnlich 1, NGS = next generation sequencing, PCR = Polymerasekettenreaktion

4.3.2 Vergleich der Expressionsdaten aus den NGS- und gRT-PCR-Messungen

Die Validierung der NGS-Expressionswerte der Hypophyse von trainierten und untrainierten DULB-
und Kontrollmé&usen erfolgte im BioMark HD System fiir 31 Proben aus dem Trainingsversuch und die
schon zur Primertestung verwendete Standardreihe der Poolprobe (siehe 3.2.6.5). Von den 48
Primerpaaren wurden 45 fiir die relative Quantifizierung der Expression bericksichtigt (94%), davon
funf flr Haushaltsgene. Aufgrund unzureichender Amplifikationen in der qRT-PCR war die Messung
der Expression von drei Genen (Kaliziumkalmodulin-abhangige Proteinkinase 2A (CAMK2A), Claudin
19 (CLDN19), zellulares retinsaurebindendes Protein 1 (CRABP1)) nicht maoglich.

Die Berechnung der Ct-Werte erfolgte mittels der Software Fluidigm Real-Time PCR Analysis. Die
Amplifikation der DNA-templates in der letzten Verdiinnungsstufe gelang infolge der sehr geringen
cDNA-Menge nur unzureichend und konnte daher fiir die meisten Auswertungen nicht einbezogen
werden. Insgesamt wurden ausreichend Verdinnungen gemessen, so dass die letzte Stufe zu
vernachladssigen war. Die gewahlten Primerkombinationen fir die Amplifikation der DNA-templates
der Haushaltsgene zeigten niedrige Ct-Werte und daher eine exponentielle Amplifikation in frihen
Zyklen.

Fir die Normalisierung und Berechnung der relativen Expression wurde das Programm DAG
Expression genutzt. Anhand des m-values erfolgte die Auswahl der Haushaltsgene fir die
Normalisierung der Daten. Da HPRT1 (m-value=0,201), RPLP2 (m-value=0,192) und PGK1lvl (m-
value=0,192) die geringsten m-values aufwiesen, wurden sie zur Normalisierung ausgewahlt. Uber
die Datenpunkte der Standardreihe wurde eine Regressionsgerade erstellt, anhand derer die relative
Expression der Transkripte in den Einzelproben iber deren Ct-Wert ermittelt werden konnte.
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Um die Korrelation zwischen den Expressionsdaten der Hypophyse aus der qRT-PCR-Messung und
der Sequenzierung mittels NGS zu vergleichen, wurden die log2FC der DEGs dargestellt (Tabelle 18).
Aus den log2FC-Werten der beiden Methoden wurde eine Regressionsgerade zur Kontrolle der
Korrelation generiert (Abbildung 10). Die Wertepaare ordneten sich entlang der Regressionsgerade
an, wobei die Streuung im Vergleich DUhLB vs DUK_oB breiter war. Aus den Regressionsgeraden lie
sich der Pearson’sche Korrelationskoeffizient r fur intervallskalierte Merkmale berechnen. Dieser
betrug r=0,65 (DUhLB vs DUK_0B) bzw. r=0,88 (DUK_LB vs oB).

Tabelle 18: Vergleich der mit NGS- und qRT-PCR-bestimmten Genexpressionsunterschiede

DEGs DUhLB vs DUK_oB DUK_LB vs oB
log2FC p-value log2FC p-value
NGS -3,9113 0,0001 -3,1778 0,0009
ATPI3AS gRT-PCR -2,9306 0,0347 -1,2123 0,1322
CAMKY NGS -0,3516 0,7039 3,5047 0,0004
gRT-PCR -0,7898 0,1158 3,1554 0,1651
NGS -7,6786 <0,0001 -1,6696 0,1384
CBX3-ps7
gRT-PCR 0,0230 0,3499 -0,2173 0,0189
CDH22 NGS 1,3760 0,0002 1,5801 <0,0001
gRT-PCR 1,2902 0,0003 1,3731 0,0252
CHIAL NGS 1,3348 <0,0001 0,7457 0,0014
gRT-PCR 1,2079 <0,0001 0,5491 0,0882
COL3A1 NGS -0,7074 <0,0001 -0,5564 0,0001
gRT-PCR -0,4558 0,0095 -0,4378 0,0320
DUXBLL NGS 5,3268 <0,0001 -0,5418 0,5775
gRT-PCR 0,7131 0,0004 -0,1525 0,2433
ESR1 NGS -0,3170 0,0016 -0,4542 <0,0001
gRT-PCR 0,1047 0,4144 -0,7033 0,1184
EN1 NGS -3,1938 <0,0001 -2,6146 <0,0001
gRT-PCR -1,9814 0,0539 -1,3829 0,1079
GABRA3 NGS 1,4487 0,0003 1,2768 0,0013
gRT-PCR 1,5803 <0,0001 1,6308 0,0727
GADL NGS -0,0437 0,9467 3,0597 <0,0001
gRT-PCR -0,5389 0,0686 1,5704 0,1637
NGS -4,4279 <0,0001 -3,0507 0,0001
GAT/SLC6AL3 gRT-PCR -1,9759 0,0536 -0,4912 0,0824
GMA4804 NGS 4,6371 <0,0001 -0,9499 0,2697
gRT-PCR 2,4996 <0,0001 -0,1858 0,3656
GPR149 NGS -1,1831 <0,0001 -1,0034 <0,0001
gRT-PCR -0,9751 0,0431 -1,2412 0,0180
GRM4 NGS -0,0063 0,9936 3,1810 <0,0001
gRT-PCR 0,0368 0,4429 0,8879 0,1135
H2-Q7 NGS -3,2046 <0,0001 -0,7685 0,0686
gRT-PCR -0,8287 0,0004 -0,3137 0,0970
NGS -7,0335 <0,0001 0,7375 0,0957
HISTIH2AL gRT-PCR -0,3045 0,0153 -0,1271 0,1945
NGS -6,8862 <0,0001 0,1943 0,6080
HIST2H28B gRT-PCR -2,3956 <0,0001 -0,0200 0,4800
IGE2 NGS -4,2768 <0,0001 -3,2172 0,0002
gRT-PCR -1,9991 0,0960 -1,6388 0,1381
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INSRR NGS -2,3049 0,0004 -2,2598 0,0005
gRT-PCR -1,8934 0,0449 -1,9571 0,0543
CCNIL3 NGS -5,4263 <0,0001 -3,9596 0,0005
qRT-PCR -0,3577 0,1073 -0,3635 0,1209
LEPR NGS -1,3298 <0,0001 -0,9968 0,0008
gRT-PCR -1,1106 0,0372 -0,7722 0,0994
MYBPCL NGS 1,6894 0,0019 2,0187 0,0002
qRT-PCR -0,0575 0,4360 0,1505 0,3470
NPHS2 NGS -2,2989 0,0036 -3,3906 <0,0001
gRT-PCR -1,2147 0,1124 -2,1570 0,1103
SDYN NGS 2,2252 <0,0001 0,8178 0,0014
qRT-PCR 2,2942 0,0004 0,5201 0,0155
oPPIRY NGS 2,2716 <0,0001 2,1606 <0,0001
qRT-PCR 2,2930 0,0010 2,1149 0,0013
RPLI6 NGS 1,4190 <0,0001 1,3129 <0,0001
qRT-PCR -0,0241 0,2911 -0,0057 0,4598
RPS26-psl NGS 6,2187 <0,0001 0,4344 0,3936
gRT-PCR -0,1235 0,0048 0,0174 0,4092
RPS2-ps13 NGS 6,5767 <0,0001 0,3761 0,2430
gRT-PCR 0,6105 0,0011 -0,0729 0,4310
NGS -3,3727 <0,0001 -2,5122 0,0003
SERPINAL qRT-PCR -2,9142 0,0603 -2,2072 0,0946
SLC13A3 NGS -1,9930 0,0013 -1,9446 0,0016
qRT-PCR -1,6433 0,0949 -1,4154 0,1314
SLC13A4 NGS -3,8806 <0,0001 -3,0815 0,0001
qRT-PCR -2,0278 0,0552 -1,7479 0,0825
SLC22AS NGS -3,7228 <0,0001 -2,8533 0,0001
gRT-PCR -1,5480 0,0489 -0,4844 0,0800
SLCTALL NGS -2,8264 <0,0001 -2,4026 0,0002
qRT-PCR -2,9056 0,0556 -1,8890 0,1040
SLENS NGS 4,1365 <0,0001 -0,8439 0,2152
qRT-PCR 0,3309 0,0935 -0,1411 0,3619
SPHKL NGS -3,6944 <0,0001 -2,5391 0,0013
qRT-PCR -2,7216 0,0572 -1,9377 0,0998
T2 NGS -1,8744 0,0782 4,1391 0,0002
qRT-PCR -1,2712 0,0154 3,9336 0,1528
NGS -1,7033 <0,0001 -1,3219 <0,0001
TNFRSF11B gRT-PCR -0,6450 0,0132 -0,4697 0,0359
VTN NGS -1,8826 <0,0001 -1,2744 0,0004
qRT-PCR -1,6723 0,0334 -1,1398 0,0833
WNTE NGS -2,8909 0,0001 -2,4108 0,0005
qRT-PCR -2,2728 0,0547 -1,9607 0,0811

Die technische Validierung der NGS-Daten aus der Hypophyse von trainierten und untrainierten DUhLB- und DUK-Ma&usen
erfolgte mittels qRT-PCR. Hier abgebildet sind die gemessenen Expressionsunterschiede (log2FC) der 40 evaluierten Gene
aus den NGS- (32 Mause) und qRT-PCR-Daten (31 Mduse) sowie dazugehorige p-values der beiden untersuchten Vergleiche
(DUNLB vs DUK_oB und DUK_LB vs oB). Der Expressionsunterschied ist anhand des log2FC dargestellt: erh6ht/erniedrigt
exprimiert log2FC>0/<0. 40 DEGs konnten in die Auswertung der Validierung einbezogen werden. Als erfolgreich validiert
galten DEGs, die einen log2FC in den NGS- und gRT-PCR-Daten in die gleiche Richtung (hoher/niedriger) differentiell
exprimiert hatten. Die Wertepaare mit einem p-value <0,05 sind fett gedruckt. DEG = differentiell exprimiertes
Gentranskript, DUhLB = Dummerstorfer Mauslinie mit hoher Laufbandleistung, DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, FC =
fold change, LB = Laufband, NGS = next generation sequencing, oB = ohne Belastung, qRT-PCR = quantitative Reverse
Transkription-Polymerase-Kettenreaktion. Gennamen siehe Abkiirzungsverzeichnis
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Abbildung 10: Korrelation zur Validierung der NGS-Daten. Die technische Validierung der NGS-Daten aus der Hypophyse
von trainierten und untrainierten DUhLB- und DUK-Mausen erfolgte mittels qRT-PCR. Hier abgebildet sind die linearen
Regressionsgeraden, welche die Korrelation aus den in Tabelle 18 aufgefiihrten log2FC aus NGS und gRT-PCR darstellt.
Jeder Punkt entspricht dem Wertepaar fir ein evaluiertes Gentranskript. Fir die Ermittlung des Pearson’schen
Korrelationskoeffizienten r und der Gleichung der linearen Regressionsgeraden y wurden die Daten zu 40 Genen
verwendet. DUhLB = Dummerstorfer Mauslinie mit hoher Laufbandleistung, DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, FC = fold
change, LB = Laufband, NGS = next generation sequencing, oB = ohne Belastung, gRT-PCR = quantitative Reverse
Transkription-Polymerase-Kettenreaktion, r = Pearson’scher Korrelationskoeffizient, y = Gleichung der linearen
Regressionsgerade

4.4 Funktionelle Analyse der Genexpressionsunterschiede in der Hypophyse von
untrainierten DUhLB- und trainierten Kontrollmausen

Fir die funktionelle Analyse der differentiell exprimierten Gene wurde das Programm [PA®
verwendet, um die NGS-Daten der Hypophyse von langzeitselektierten DUhLB-Mausen und
trainierten Kontrollmausen durch aktuelle Literatur in einen wissenschaftlichen Kontext zu bringen.
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Es wurden Genexpressionsunterschiede mit einem Signifikanzwert von FDR<0,05 fiir die Analyse
genutzt. Auf einen zuséatzlichen Filter Uber den log2FC wurde verzichtet, um auch geringe
Unterschiede der Expression zwischen den Gruppen nicht zu verlieren. Im Folgenden wird zwischen
schwach (log2FC <1/>-1), stark (log2FC>1/<-1) und sehr stark (log2FC>2/<-2) exprimierten Genen in
der Hypophyse der DUALB- und Kontrollmause unterschieden. Die NGS-Daten wurden in IPA® mit der
core-Analyse ausgewertet, um anhand der Genexpressionsunterschiede in der Hypophyse den
Energiestoffwechsel der DUhLB-Mause besser zu verstehen.

4.4.1 Geninteraktionsnetzwerk-Analyse

Es erfolgten Analysen von Geninteraktionsnetzwerken mittels IPA®. Die Analyse basiert auf der
direkten und indirekten regulatorischen Assoziation von Molekiilen, um diese, auf der Grundlage von
wissenschaftlichen Veroffentlichungen, in einen Kontext zu stellen. Die DEGs in der Hypophyse von
untrainierten DUALB- im Vergleich mit untrainierten DUK-Mausen (DUhLB vs DUK_oB) wurden in 25
Geninteraktionsnetzwerken verkniipft. Fir die DEGs der Hypophyse der trainierten DUK-Ma&use im
Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen (DUK_LB vs oB) ergaben sich 20 Geninteraktionsnetzwerke.
Hohe IPA®-scores in den Top 5-Geninteraktionsnetzwerken der beiden Vergleiche beschreiben einen
signifikanten p-value fiir das jeweilige Netzwerk (siehe 3.2.7, DUhLB vs DUK_oB: IPA®-score 47 bis 35
und DUK_LB vs oB: IPA®-score 49 bis 37). AnschlieRend wurde die Analyse ber die overlay-Funktion
von IPA®, die eine Uberlappende Darstellung von Geninteraktionsnetzwerken zweier Vergleiche
ermoglicht,  durchgefiihrt.  Hierfir wurde eine exemplarische Auswahl von vier
Geninteraktionsnetzwerken anhand der in 3.2.7 beschriebenen Kriterien erstellt und Schlisselgene in
den vier Darstellungen anhand der in 3.2.8 beschriebenen Kriterien ausgewahlt.

Ein durch IPA® erstelltes Geninteraktionsnetzwerk, welches DEGs des Vergleichs von untrainierten
DUhLB-Mausen zu untrainierten Kontrollm&usen zeigt (DUhLB vs DUK_oB), war das ALDH-assoziierte
Geninteraktionsnetzwerk der Hypophyse (Abbildung 11a). In diesem Geninteraktionsnetzwerk sind
Molekiile rund um die Gruppe der Aldehyddehydrogenasen (ALDH) dargestellt. Die meisten zur
funktionellen Gruppe der ALDH zugehdrigen Gene waren in der Hypophyse untrainierter DUhLB-
Mause im Vergleich zu untrainierten Kontrollm&usen niedriger exprimiert, am niedrigsten ALDH3A1.
Lediglich ALDH3A2- und ALDH3B2-RNA-Level waren in der Hypophyse untrainierter DUhLB-Ma&use im
Vergleich zu untrainierten Kontrollmdusen héher. Im Geninteraktionsnetzwerk waren zudem drei
Untereinheiten des ionotropen GABA-A Rezeptors (GABR) als differentiell exprimiert dargestellt,
wobei die DEGs der Untereinheiten A3 (GABRA3) und G3 (GABRG3) die starksten
Expressionsunterschiede aufwiesen. Durch die overlay-Funktion mit den NGS-Daten trainierter
Kontrollmause im Vergleich zu untrainierten Kontrollmausen (DUK_LB vs oB) konnten in diesem
Geninteraktionsnetzwerk ebenfalls drei Molekile als differentiell exprimiert dargestellt werden
(Abbildung 11a, bunte Kreise um die Knotenpunkte; siehe zudem Supplementare Abbildung 4).
GABRA3 zeigte sowohl in Assoziation zu hohem Ausdauerleistungsvermégen (DUhLB vs DUK_oB) als
auch in Assoziation zum Training (DUK_LB vs oB) stark erhohte RNA-Level (log2FC>1), weshalb es als
Schliisselgen ausgewahlt wurde (Abbilung 11b). Der solute carrier Transporter SLC24A2 war sowohl
in der Hypophyse untrainierter DUhLB-Ma&use als auch in der Hypophyse trainierter DUK-Ma&use,
jeweils im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen, niedriger exprimiert und konnte deshalb auch als
Schliisselgen fur hohes Ausdauerleistungsvermogen und Training ausgewahlt werden (Abbildung
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11b), wahrend das dritte Molekil, das Shisa Familienmitglied 7 (SHISA7) in untrainierten DUALB-
Mausen hoéher und in trainierten DUK-Mausen im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen niedriger
exprimiert war. Obwohl GABRG3 in der Hypophyse trainierter DUK-Mause im Vergleich zu
untrainierten DUK-Mausen keinen Expressionsunterschied zeigte, wurde GABRG3 aufgrund des
starken Expressionsunterschieds (log2FC>1) in der Hypophyse untrainierter DUhLB-Mause im
Vergleich zu untrainierten DUK-M&usen und seinem funktionellen Zusammenhang mit GABRA3 als
Schliisselgen flr hohes Ausdauerleistungsvermogen ausgewahlt (Abbildung 11b).

Das Geninteraktionsnetzwerk zur ESR1 Regulation in der Hypophyse (Abbildung 12a), welches
Beziehungen zwischen DEGs untrainierter DUhLB-Mause im Vergleich zu untrainierten
Kontrollmausen (DULB vs DUK_oB) abbildet, bestand aus 34 Genen. ESR1 nahm dabei eine zentrale
Stellung in der Regulation und Bindung Uber 20 verschiedener Gene ein. DEGs, welche funktionell der
gleichen Gruppe zugeordnet werden konnten, wie bspw. Dyneine (DNAH) oder Histone (HIST),
zeigten ebenfalls Vernetzungen. Im Geninteraktionsnetzwerk waren vier Gene sehr stark
(log2FC>2/<-2) differentiell exprimiert und somit mit hohem Ausdauerleistungsvermaogen assoziiert:
Anoktamin 2 (ANO2), DNAH10, SLC13A4 und potassium inwardly-rectifying channel subfamily J
member 13 (KCNJ13). Wurden die NGS-Daten aus der Hypophyse von trainierten Kontrollmausen im
Vergleich zu untrainierten Kontrollmausen (DUK_LB vs oB) in der overlay-Funktion betrachtet, waren
die RNA-Level von zwei Genen sehr stark vermindert (log2FC<-2, Abbildung 12a, bunte Kreise um die
Knotenpunkte; siehe zudem Supplementdre Abbildung 5): SLC13A4 und KCNJ13. ESR1-Transkripte
aus der Hypophyse von untrainierten DUhLB-Mé&usen und trainierten DUK-Mausen, jeweils im
Vergleich zu untrainierten DUK-Ma&usen, zeigten ebenfalls niedrigere Level (Abbildung 12a). ESR1,
SLC13A4 und KCNJ13 konnten somit als Schliisselgene fiir hohes Ausdauerleistungsvermogen und
Training ausgewahlt werden (Abbildung 12b). Zusatzlich wurde ANO2 als Schlisselgen fir hohes
Ausdauerleistungsvermogen ausgewahlt. Aulerdem ist POU1F1 in Abbildung 12b als weiteres
Schliisselgen fiir hohes Ausdauerleistungsvermogen und Training aufgefiihrt, da es funktionell in den
Zusammenhang mit ESR1 gebracht werden kann. Auch die Transkripte von Transmembran 4 L6
Familienmitglied 1 (TM4SF1) und bone morphogenetic protein (BMP) waren sowohl in untrainierten
DUhLB-Mausen als auch in trainierten DUK-Mausen im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen
hoher bzw. niedriger, aber weniger deutlich, differentiell exprimiert.

Im Wachstumsfaktor-assoziierten Geninteraktionsnetzwerk der Hypophyse (Abbildung 13a), welches
DEGs in der Hypophyse untrainierter DUhLB-Mause im Vergleich zu untrainierten DUK-Ma&usen
(DUhLB vs DUK oB, genetischer Vergleich) abbildet, konnten 33 Gene in einem
Geninteraktionsnetzwerk dargestellt werden. Wachstums-assoziierte Gene wie Early growth
response protein 1 und 2 (EGR1 und EGR2) waren in der Hypophyse untrainierter DUhLB-Mause im
Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen niedriger exprimiert. Auch Stoffwechsel-assoziierte Gene,
wie CD36, IGF2 oder low density Lipoprotein (LDL), waren in diesem Vergleich niedriger exprimiert. In
der overlay-Funktion mit den NGS-Daten trainierter Kontrollmause im Vergleich zu den Daten
untrainierter Kontrollmause (DUK_LB vs oB) waren zu diesem Netzwerk sechs Gene als differentiell
exprimiert dargestellt. Davon waren finf in der Hypophyse von trainierten DUK-Mausen niedriger
exprimiert als in der Hypophyse von untrainierten DUK-M&usen (Abbildung 13a, bunte Kreise um die
Knotenpunkte; siehe auch Supplementdre Abbildung 6). Die Transkriptlevel fir IGF2 und
Sphingosinkinase 1 (SPHK1) sowie H2-Q6 (Haupthistokompatibilitdtskomplex IlI) und tripartite motif
containing 5 (TRIM5) zeigten in der Hypophyse trainierter im Vergleich zu untrainierten DUK-
Mausen, ebenso wie in den untrainierten DUhLB-Ma&usen im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen,
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niedrigere Werte und konnten somit mit Training und hohem Ausdauerleistungsvermogen assoziiert
werden. Die Expression von TRIM5 war hingegen in trainierten DUK-Mdausen hoéher als in
untrainierten DUK-Mausen und in untrainierten DUhLB-Mausen niedriger als in untrainierten DUK-
Mausen. Transforming growth factor beta receptor 2 (TGFBR2) wies sowohl in untrainierten DUhLB-
Mausen als auch in trainierten DUK-Mausen, jeweils im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen,
einen schwachen (log2FC>-1) Expressionsunterschied auf. Ausgewahlte Schllisselgene fiir hohes
Ausdauerleistungsvermogen und Training sind in Abbildung 13b aufgezeigt. Die Wahl fiel auf EGR1,
EGR2 (beide  flir  Ausdauerleistungsvermogen), IGF2 und  SPHK1 (beide  fir
Ausdauerleistungsvermogen und Training).

Im Geninteraktionsnetzwerk zur NFkB-Regulation in der Hypophyse (Abbildung 14a) untrainierter
DUhLB-Mause im Vergleich zu untrainierten Kontrollen (DUhLB vs DUK_oB) wurden 26 Gene
dargestellt, wobei die zentrale Position der NFkB-Komplex einnahm. In diesem
Geninteraktionsnetzwerk wurden auch drei SLC6-Transporter abgebildet (SLC6A1, SLC6A12,
SLC6A13), deren RNA-Level in der Hypophyse von untrainierten DUhLB-Mausen im Vergleich zu
untrainierten DUK-Mausen sehr stark (log2FC<-2) niedriger waren. Die Uiberlappende Darstellung der
Genexpression trainierter Kontrollmause im Vergleich zu untrainierten Kontrollm&usen (DUK_LB vs
oB) in der overlay-Funktion zeigte sieben DEGs (Abbildung 14a, bunte Kreise um die Knotenpunkte;
siehe auch Supplementére Abbildung 7). Die SLC6-Transporter waren, mit Ausnahme von SLC6A1,
sowohl in untrainierten DUhLB-Mausen als auch in trainierten DUK-Mausen im Vergleich zu
untrainierten DUK-Mausen niedriger exprimiert. Die Transporter wurden daher als Schlisselgene fir
hohes Ausdauerleistungsvermégen (alle) und Training (nur SLC6A12 und SLC6A13) ausgewadhlt
(Abbildung 14b). Auch das insulin receptor-related protein (INSRR) und das secreted frizzled-related
protein 1 (SFRP1) -letzteres wurde auch als Schlisselgen fir hohes Ausdauerleistungsvermogen und
Training ausgewahlt- zeigten in der Hypophyse trainierter DUK-Md&use im Vergleich zu untrainierten
DUK-Mausen eine starke (log2FC<-1) Expressionsverminderung. Zudem waren Cadherin 22 (CDH22)
und Tetraspanin 33 (TSPAN33) sowohl in untrainierten DUhLB-Mausen als auch in trainierten DUK-
Mausen, jeweils im Vergleich zu untrainierten DUK-M&usen, hoher exprimiert.
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eine mehr als doppelt so hohe Expression dieses Gens als untrainierte DUK-Md&use. GABRG3-Level waren hingegen nur in
untrainierten DUhLB-Mausen im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen erhoht. SLC24A2-Level waren in untrainierten
DUhLB- und trainierten DUK-Mausen niedriger exprimiert als in untrainierten DUK-Md&usen. DUhLB = Dummerstorfer
Mauslinie mit hoher Laufbandleistung, DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, FC = fold change, FDR = false discovery rate,
IPA® = Ingenuity® Pathway Analysis, LB = Laufband, oB = ohne Belastung, RNA = Ribonukleinsdure
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Abbildung 12: Geninteraktionsnetzwerk zur ESR1-Regulation in der prung ——» aktiviert

verfligbar
Hypophyse. Geninteraktionsnetzwerk (Abbildung aus IPA®) mit ' inhibiert
yPoRtY . . ( 8 ) ) O Funktion —t+  aktiviertund inhibiert
Darstellung des Expressionsunterschieds (log2FC) von ESR1 sowie bindet

assoziierter Gene. Gene sind als Knotenpunkte dargestellt:

Griun/rot/grau niedrige/hGhere/keine Expression in untrainierten DUhLB- im Vergleich zu untrainierten DUK-Md&usen
(DUhLB vs DUK_oB). Kreise um einen Knotenpunkt (griin/rot) zeigen einen Expressionsunterschied (niedriger/héher) im
Vergleich trainierter zu untrainierten DUK-Mausen (DUK_LB vs oB). b) Balkendiagramm zur Darstellung der
Expressionsunterschiede (log2FC) ausgewdhlter Schlisselgene aus a) (*: FDR<0,05) aus beiden Vergleichen. Mit Ausnahme
von ANO2 waren niedrige RNA-Level aller identifizierten Schlisselmolekiile mit hohem Ausdauerleistungsvermégen und
Ausdauertraining assoziiert. Sowohl in der Hypophyse von untrainierten DUhLB- als auch in trainierten DUK-Mausen waren
die RNA-Level von ESR1, POU1F1, KCNJ13 und SLC13A4 niedriger als in untrainierten DUK-Md&usen. ANO2-Level waren in
untrainierten DUhLB-Md&usen im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen erhoht. DUhLB = Dummerstorfer Mauslinie mit
hoher Laufbandleistung, DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, FC = fold change, FDR = false discovery rate, IPA® = Ingenuity®
Pathway Analysis, LB = Laufband, oB = ohne Belastung, RNA = Ribonukleinsaure
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Abbildung 13: Wachstumsfaktor-assoziiertes Geninteraktionsnetzwerk

der Hypophyse. Geninteraktionsnetzwerk (Abbildung aus IPA®) mit Komplex/Gruppe

OBeob

Darstellung des Expressionsunterschieds (log2FC) von Wachstums- \"y;';i[;fungen ======|ndirekte Interaktion
. — » aktiviert
faktoren und assoziierten Genen. Gene sind als Knotenpunkte dar- verfiigbar
. Lo . i P i . . — inhibiert
gestellt: ~ Griin/rot/grau  niedrige/hchere/keine  Expression  in Funktion — +»  aktiviertund inhibiert
untrainierten DUhLB- im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen (DUhLB bindet

vs DUK_oB). Kreise um einen Knotenpunkt (griin/rot) zeigen einen Expressionsunterschied (niedriger/hdher) im Vergleich
trainierter zu untrainierten DUK-M3&usen (DUK_LB vs oB). b) Balkendiagramm zur Darstellung der Expressionsunterschiede
(log2FC) ausgewahlter Schliisselgene aus a) (*: FDR<0,05) aus beiden Vergleichen. Niedrige RNA-Level von EGR1 und EGR2
waren mit hohem Ausdauerleistungsvermdgen assoziiert, da in der Hypophyse von untrainierten DUhLB-Md&usen eine um
mehr als zweifach niedrigere Expression quantifiziert wurde als in untrainierten DUK-Mausen. Niedrige RNA-Level von IGF2
und SPHK1 waren sowohl mit hohem Ausdauerleistungsvermoégen als auch mit Training assoziiert. Untrainierte DUhLB-Tiere
und trainierte DUK-Tiere zeigten eine deutlich niedrigere Expression dieser Gene als untrainierte DUK-Mause. DUhLB =
Dummerstorfer Mauslinie mit hoher Laufbandleistung, DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, FC = fold change, FDR = false
discovery rate, IPA® = Ingenuity® Pathway Analysis, LB = Laufband, 0B = ohne Belastung, RNA = Ribonukleinsdure
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Abbildung 14: Geinteraktionsnetzwerk zur NFkB-Regulation in der @ Komplex/Gruppe .
Hypophyse. Geninteraktionsnetzwerk (Abbildung aus IPA®) mit Weitere Direkte Interaktion
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bindet

untrainierten DUhLB- im Vergleich zu untrainierten DUK-Ma&usen
(DUhLB vs DUK_oB). Kreise um einen Knotenpunkt (griin/rot) zeigen einen Expressionsunterschied (niedriger/héher) im
Vergleich trainierter zu untrainierten DUK-Mdusen (DUK_LB vs oB). b) Balkendiagramm zur Darstellung der
Expressionsunterschiede (log2FC) ausgewahlter Schliisselgene aus a) (*: FDR<0,05) aus beiden Vergleichen. Bis auf SLC6A1
waren niedrige RNA-Level in der Hypophyse aller identifizierten Schllisselgene mit hohem Ausdauerleistungsvermoégen und
Ausdauertraining assoziiert. So zeigten untrainierte DUhLB-Mause und trainierte DUK-Mause eine knapp zweifach
niedrigere (SFRP1) bis mehr als sechsfach niedrigere (SLC6A12, SLC6A13) Expression dieser Gene als untrainierte DUK-
Méause. AuBerdem waren niedrige SLC6A1-RNA-Level mit hohem Ausdauerleistungsvermdgen assoziiert, da in der
Hypophyse untrainierter DUhLB-M4&use eine gut sechsfach niedrigere Expression des Gens als in untrainierten DUK-Mausen
gemessen werden konnte. DUhLB = Dummerstorfer Mauslinie mit hoher Laufbandleistung, DUK = Dummerstorfer
Kontrolllinie, FC = fold change, FDR = false discovery rate, IPA® = Ingenuity® Pathway Analysis, LB = Laufband, oB = ohne
Belastung, RNA = Ribonukleinsaure
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4.4.2 Upstream-Regulatoren-Analyse

In der upstream-Analyse von IPA® werden potentielle upstream-Regulatoren vorhergesagt. Die
Regulatoren sowie die in Beziehung stehenden Molekiile und Prozesse werden als regulator effects,
dhnlich den Geninteraktionsnetzwerken, im Kontext visualisiert und ermoglichen eine andere
Betrachtungsweise auf die Funktion der Gene.

Ein regulator effect zum Fettstoffsauremetabolismus in der Hypophyse wurde fiir den Vergleich der
nicht-trainierten DUhLB-Ma&use zu nicht-trainierten DUK-Md&usen mittels IPA® untersucht (DULB vs
DUK_oB, Abbildung 15a, oben). Da Fettsduren beim Ausdauersport eine wichtige Rolle zur
Versorgung der Muskeln spielen (siehe 1.1.2), wurde dieser regulator effect fir das bessere
Verstandnis des Energiestoffwechsels der DUhLB-Mause als wichtig erachtet. Die
Fettsdauretransporter SLC27A1 und SLC27A4 waren in der Hypophyse von untrainierten DUhILB-
Mausen und trainierten DUK-Mausen im Vergleich zu untrainierten DUK-Ma&usen nicht differentiell
exprimiert (siehe Tabelle 17). Im regulator effect zum Fettstoffwechsel (Abbildung 15a) zeigten sich
somit acht andere DEGs (amyloid precursor protein (APP), CC-Chemokin Ligand (CCL2), CD36, EGR1,
FABP4, Apoptose Antigen 1 (Fas-Rezeptor, FAS), Fibronektin 1 (FN1) und IGF2), welche funktionell
mit dem Fettstoffwechsel assoziiert waren. Wahrend flir CCL2 und FAS eine hohere Expression in der
Hypophyse von untrainierten DUhLB-Mausen im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen
nachgewiesen wurde, waren die Gbrigen Molekiile in diesem Vergleich niedriger exprimiert. Allen
diesen Molekilen konnte als upstream Regulator die Familie der Proteinkinasen C (PKC(s))
zugeordnet werden. Anhand der Wechselbeziehungen und der vorliegenden Expressionsdaten
wurde fir die PKC(s) eine niedrigere Expression in untrainierten DUhLB-Mausen im Vergleich zu
untrainierten DUK-M&usen abgeleitet. Die gleiche upstream-Analyse zeigte fir trainierte im Vergleich
zu untrainierten Kontrollmausen (DUK_LB vs oB, Abbildung 15a, unten), eine niedrigere Expression
von PKC(s), FN1 und IGF2, so dass hier aus den Interaktionen der Molekiile eine verminderte
Expression der (ibrigen abgebildeten DEGs postuliert wurde. Da die RNA-Level fiir IGF2 sowohl in
untrainierten DUhLB-Ma&usen als auch in trainierten DUK-Mausen, jeweils im Vergleich zu
untrainierten DUK-Mausen, niedriger waren, konnte die Funktion als Schlisselgen fir hohes
Ausdauerleistungsvermogen und Training anhand dieser Abbildung erhartet werden. Zudem konnten
CD36, FABP4 und FAS als weitere Schlisselgene fir hohes Ausdauerleistungsvermogen bestimmt
werden (Abbildung 15b), da die RNA-Level dieser Gene in untrainierten DUhLB-Mausen im Vergleich
zu untrainierten DUK-Ma&usen niedriger waren.
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Grin/rot/grau/blau niedrige/hdhere/keine/prognostizierte niedrigere Expression in untrainierten DUhLB- im Vergleich zu
untrainierten DUK-M3&usen (DUhLB vs DUK_oB) bzw. trainierten im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen (DUK_LB vs oB).
Die Pfeile stellen die Interaktion zwischen den Genen dar: blau: inhibiert das nachgeschaltete Molekil (Transkription,
Genexpression oder Protein-DNA-Bindung), grau: kein Effekt prognostiziert, gelb: Unvereinbarkeit zwischen Zustand des
Regulators und dem des nachgeschalteten Molekiils. b) Balkendiagramm zur Darstellung der Expressionsunterschiede
(log2FC) ausgewabhlter Schliisselgene aus a) (*: FDR<0,05) aus beiden Vergleichen. Niedrige RNA-Level von CD36 und FABP4
und erhohte RNA-Level von FAS in der Hypophyse waren mit einem hohem Ausdauerleistungsvermoégen assoziiert. So
zeigten untrainierte DUhLB-Md&use im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen eine zweifach niedrigere (FABP4) bis knapp
sechsfach niedrigere (CD36) bzw. fast doppelt so hohe Expression (FAS). Bzw. = beziehungsweise, DUhLB = Dummerstorfer
Mauslinie mit hoher Laufbandleistung, DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, FC = fold change, FDR = false discovery rate,
IPA® = Ingenuity® Pathway Analysis, LB = Laufband, oB = ohne Belastung, RNA = Ribonukleinsdure
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4.4.3 Funktionelle Zuordnung von Genen zu lipolytisch-wirkenden Hypophysenachsen

Basierend auf wissenschaftlichen Erkenntnissen wurden die Expressionsanalysen genutzt, um DEGs
der Hormonachsen der Hypophyse, welche unter korperlicher Aktivitat lipolytisch wirken (GH, ACTH,
OXT), zu betrachten. Damit sollten weitere differentiell exprimierte Schliisselmolekile in der
Hypophyse aufgedeckt und analysiert werden. Uber Literaturrecherche via PubMed (siehe 3.2.8)
wurden Rezeptoren ausgemacht, die mit der Steuerung der Bildung und Sekretion der
Hypophysenhormone assoziiert sind: GHRHR, GHSR, SSTR2, LEPR (alle GH-Achse), CRHR1, AVPR1B
(beide ACTH-Achse), OXTR, CD38 (beide OXT-Achse). AuRerdem wurde das Vorlduferpeptid POMC,
welches durch PCSK1 in ACTH gespalten wird, sowie das mit diesem Vorgang assoziierte
Inhibitorprotein CREB3L1 und das Inhibitorprotein der Konvertase PCSK1n (alle ACTH-Achse) mittels
der Literaturrecherche ausgemacht. Zudem konnte TRPM2, welches in die Signaltransduktion der
OXT-Achse in der Hypophyse eingebunden ist, als mogliches Schllisselmolekil identifiziert werden.
Die jeweiligen Literaturangaben sind in den Einleitungskapiteln 1.2.2.1, 1.2.2.3 und 1.2.2.6 zu finden.

Anhand der Genexpressionsunterschiede (Tabelle 19) fiel auf, dass im Zusammenhang mit hohem
Ausdauerleistungsvermogen mehr Expressionsunterschiede quantifiziert werden konnten als im
Zusammbhang mit dem Training. Wahrend in der Hypophyse von untrainierten DUhLB-M&usen im
Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen sechs DEGs (AVPR1B, CREB3L1, CRHR1, GHSR, LEPR, SSTR2)
gemessen werden konnten, waren es in der Hypophyse trainierter DUK-Mause im Vergleich zu
untrainierten DUK-Ma&usen nur zwei DEGs (LEPR, PCSK1n). LEPR war dabei das einzige Gen, bei dem
Expressionsunterschiede sowohl mit hohem Ausdauerleistungsvermégen, als auch mit Training
assoziiert waren. Die differentielle Expression der meisten DEGs betrug log2FC<1/>-1 und konnte
somit als schwach eingeschéatzt werden. Das Signifikanzniveau von FDR = 0,05 konnten insgesamt nur
wenige der ausgewahlten Gene erreichen. Auch fir die Hormone GH und OXT konnten keine
Expressionsunterschiede quantifiziert werden.
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Tabelle 19: Expressionunterschiede fiir ausgewdhlte Gene, die funktionell zu lipolytisch-wirkenden Hypophysenachsen
zugeordnet werden kdnnen

. Hypophysen- DUALB vs DUK_oB DUK_LB vs oB

Gen Funktion

achse log2FC | mcpm FDR | log2FC | mcpm FDR
GH Hormon -0,4 151207,7 | 0,07 |04 200201,7 | 0,16
GHRHR | Rezeptor -0,1 277,2 0,54 |-0,2 274,3 0,43
GHSR Rezeptor GH -0,8 5,0 <0,05 | -0,7 5,2 0,08
LEPR Rezeptor -1,3 5,2 <0,05 | -1,0 5,6 <0,05
SSTR2 Rezeptor -1,4 6,4 <0,05 | -0,3 8,4 0,67
ACTH Hormon Dieses Gen konnte im RNAseq nicht gemappt werden.
AVPR1B | Rezeptor 0,6 9,8 <0,05 | -0,2 7,3 0,56
iREB3 L L”r';'gltrfr 209 |297 <005 |-01 |368 0,60
CRHR1 | Rezeptor ACTH 0,8 10,4 <0,05 | 0,4 12,5 0,15
PCSK1 Konvertase -0,2 435,9 026 |-0,3 427,7 0,14
PCSK1n L”r';'gltrfr 0,3 545,4 035 |06 619,3 <0,05
POMC Zgg'fl‘gfer 0,4 12951,7 | 061 |04 12679,5 | 0,65
CD38 Rezeptor 0,2 9,9 0,54 -0,1 89 0,61
OXT Hormon 0,5 3,5 066 | 1,5 5,5 0,11
OXTR Rezeptor OXT 0,7 4,8 023 |06 2,2 0,37
TRPM?2 ?ﬁgam- 0,3 3,4 0,58 |04 35 0,32

Genexpressionsunterschiede (log2FC) fir ausgewdhlte Gene von langzeitselektierten DUhLB-M&usen (DUhLB vs DUK_oB)
und trainierten Kontrollmdusen (DUK_LB vs oB) im Vergleich zu untrainierten Kontrollmausen (niedriger/h6her exprimiert
log2FC<0/>0). Aktivitat
Hypophysenachsen (GH, ACTH, OXT) zugeordnet werden. Die Ubrigen Hypophysenachsen (siehe Tabelle 1) wurden nicht

Die Gene konnen funktionell den unter Einfluss korperlicher lipolytisch-wirkenden
beriicksichtigt. AuRerdem sind mcpm-Werte des jeweiligen Gens dargestellt, die einen Mittelwert der cpm aus den 16
Proben angeben, die in die Berechnungen des jeweiligen Vergleichs eingingen (siehe 3.2.5). Das Signifikanzniveau der
Genexpressionsunterschiede lag bei FDR = 0,05; nicht-signifikante Expressionsunterschiede sind kursiv dargestellt. Die
Gegenliberstellung der Genexpressionsunterschiede der zwei Vergleiche zeigt, dass das hohe Ausdauerleistungsvermogen
mit mehr Expressionsunterschieden assoziiert war als das Training. So zeigten untrainierte DUhLB-Mause in der Hypophyse
sechs Gene mit niedrigeren bzw. hoheren RNA-Leveln als in untrainierten DUK-Mdausen, wahrend es in der Hypophyse
trainierter DUK-Md&use im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen nur zwei Gene waren. ACTH = Adrenokortikotropes
Hormon, cpm = count per million, DUhLB = Dummerstorfer Mauslinie mit hoher Laufbandleistung, DUK = Dummerstorfer
Kontrolllinie, FC = fold change, FDR = false discovery rate, GH = growth hormone, LB = Laufband, mcpm = mean count per
million, NGS = next generation sequencing, oB = ohne Belastung, OXT = Oxytozin, RNA = Ribonukleinsdure, RNAseq = RNA-

Sequenzierung. Gennamen siehe Abkirzungsverzeichnis

64



Diskussion

5 Diskussion

Sport ist ein wichtiger Faktor zur Pravention zahlreicher Erkrankungen. Insbesondere metabolischen
Erkrankungen wie der Adipositas kann durch sportliche Aktivitat vorgebeugt werden (Lear et al.,
2017). Der Organismus bendtigt wahrend koérperlicher Aktivitat aufgrund des gesteigerten
Leistungsumsatzes mehr Energie in Form von Nahrstoffen. Da der Stoffwechsel eines Organismus
unter der Kontrolle zahlreicher Gewebe und Organe steht, die miteinander tber Botenstoffe und
Substrate kommunizieren, ist er in der Lage auf innere und duRere Einfliisse zu reagieren. Einen
solchen duReren Einfluss stellt korperliche Aktivitdat bspw. Sport im Rahmen eines Ausdauertrainings
dar. Aktuelle Forschungen konzentrieren sich auf eine Analyse des Stoffwechsels unter
Trainingsbedingungen, um mogliche metabolische Anpassungen zu identifizieren, perspektivisch fir
Diagnostik und Therapien zu nutzen und letzendlich die Pravalenz und Mortalitdit von
Stoffwechselerkrankungen zu senken. Neben bereits bekannten trainingsinduzierten Anpassungen in
Organen wie Fettgewebe, Muskel oder Leber, welche mit erhéhter Lipolyse und Bereitstellung von
freien FS zur Versorgung der Muskeln einhergehen, werden auch bei der Hypophyse, die als
neuroendokrines Organ den Stoffwechsel beeinflussen kann, trainingsassoziierte Anpassungen
vermutet (Cadegiani und Kater, 2019). Aktuelle Forschungen beschaftigen sich damit, welche
Hormone der Hypophyse trainingsassoziiert vermehrt oder vermindert sekretiert werden und
welchen Einfluss dies auf andere am Stoffwechsel beteiligte Organe hat. Vermutlich resultiert ein
Ausdauertraining in einer Erhéhung der Sekretion lipolytisch-wirkender Hypophysenhormone, wie
ACTH, GH und OXT. Dies dient der Bereitstellung von Energietragern, wahrend es zu einer
verminderten Ausschittung der Thyroid- und Gonaden-Hormone kommt (Anderson, 2019, Popovic
etal., 2019, Jong et al., 2015).

Die Erkenntnisse zu funktionellen Anpassungen der Hypophyse an ein Ausdauertraining entstammen
Studien mit Athleten und nicht-trainierten Kontrollen sowie Tierstudien und stiitzen sich vor allem
auf Serum- und Speichelproben. Untersuchungen auf Transkriptomebene zur Analyse von
Genexpressionsunterschieden wurden bisher weniger durchgefiihrt, da hierfiir invasive Methoden
zur Probengewinnung notig sind. Die Untersuchung von Genexpressionsunterschieden kann aber
Hinweise auf Anpassungen an das Training auf molekularer Ebene liefern, die fiir das Verstandnis der
genetischen Komponente der Bewegungsphysiologie wichtig sind (Bouchard et al., 2011). In
bisherigen Studien wurde meist die gezielte RNA-Expression einzelner Gene, wie bspw. Rezeptoren
von releasing- oder inhibiting-Hormonen, die auf die Sekretion von Hypophysenhormonen wirken,
untersucht (Uribe et al.,, 2014, Park et al.,, 2005). Eine umfangreiche Analyse des gesamten
Transkriptoms der Hypophyse im Zusammenhang mit einem Ausdauertraining ist bisher nicht
bekannt. Mause der Dummerstorfer hoch-Laufband-Linie DUhLB, welche seit tGber 35 Jahren auf
hohe Laufleistung gezlichtet wurden, wurden deshalb fiir eine solch umfangreiche Analyse genutzt.
Durch die jahrelange Selektion wurde mit der DUhLB-Linie ein Mausmodell generiert, welches durch
spezifische Stoffwechselanpassungen gekennzeichnet ist. Das DUhLB-Modell ist aktuell das am
langfristigsten angelegte Mausmodell zur Ausdauerselektion weltweit (Swallow et al., 1998). Die
Untersuchung des gesamten Transkriptoms der Hypophyse von Mausen einer auf hohe
Ausdauerleistung langzeitselektierten Mauslinie mit Betrachtung der Translation zur Situation beim
Menschen stellt einen neuen Forschungsansatz dar. Die Beobachtung der Anpassungen der DUhLB-
Mause unter Trainingseinfluss stellt ebenso einen neuen Untersuchungsaspekt dar. Zuvor wurde nur
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der Einfluss von freiwilliger, moderater Bewegung untersucht (Brenmoehl et al., 2017, Brenmoehl et
al., 2015).

In der vorliegenden Arbeit wurden selektierte DUhLB- und nicht-selektierte Kontrollmaduse der
Dummerstorfer Kontrolllinie DUK einem dreiwdchigen Trainingsprogramm auf einem Laufband
unterzogen. Zur Referenz wurden zudem Mause beider Linien nicht trainiert. Im Rahmen einer
Transkriptomanalyse wurden RNA-Proben aus der Hypophyse von jeweils acht DUhLB- und
Kontrollm&usen, mit und ohne Training (vier Gruppen mit je acht M&dusen, n=32) entnommen, mittels
RNAseq sequenziert und die Expressionsdaten anschlieBend bioinformatisch ausgewertet. Zur
Analyse der Genexpressionsunterschiede wurden paarweise Vergleiche aus trainierten und
untrainierten Tieren der jeweiligen Linie (Trainingsvergleiche, DUhLB_LB vs oB und DUK_LB vs oB)
sowie Tiere beider Linien im Vergleich (Linienvergleiche, DUhLB vs DUK_ oB und DUhLB vs DUK_LB)
erstellt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Unterschiede auf transkriptioneller Ebene in der Hypophyse von
Mausen, die mit einem Laufbandtraining assoziiert waren, zu analysieren. Dabei wurde untersucht,
ob die Langzeitselektion nach hoher Laufleistung von DUhLB-Mausen zu &hnlichen
Expressionsunterschieden im Transkriptom flihrt wie das dreiwochiges Laufbandtraining in nicht-
selektierten Kontrollen. Der Fokus der funktionellen Analyse war daher auf den Vergleich der DEGs
zwischen untrainierten DUhLB- und Kontrollmausen (DUhLB vs DUK_oB) sowie fir drei Wochen
trainierten und untrainierten Kontrollmdusen (DUK LB vs o0B) gerichtet, um so
Expressionsunterschiede, die mit hohem Ausdauerleistungsvermdégen bzw. Training assoziiert waren,
zu untersuchen.

5.1 Angewandte Methodik

Tiermodelle sind zur biomedizinischen Grundlagenforschung gut geeignet, da sie auch fir schwer
zugangliche Organe, wie die Hypophyse, Untersuchungen ermoglichen, die bei Menschen sonst nur
mittels invasiver Probenentnahmen oder im Rahmen von Obduktionen bei Verstorbenen maoglich
waren. Insbesondere Mausmodelle eignen sich fiir die Grundlagenforschung gut, da die Tiere
pflegeleicht sind, geringe Kosten fiir die Versorgung verursachen und sich schnell fortpflanzen. Die
DUhLB-Mause sind aufgrund der Vermeidung von Inzucht wahrend der jahrelangen Selektion
genetisch heterogen (siehe 1.4.1). Aufgrund ihrer komplexen Genetik ist eine Ubertragbarkeit der
Erkenntnisse aus den Experimenten auf andere Populationen, wie bspw. den Menschen, besser
moglich als bei Inzuchtstaimmen. Allerdings besteht wegen der genetischen Variabilitat der
Individuuen keine Moglichkeit, die Experimente mit exakt den gleichen Grundvoraussetzungen zu
wiederholen (Tuttle et al.,, 2018, Zuberi und Lutz, 2016). AulRerdem bedingt die gréRere Rolle
einzelner Individuuen in Auszucht-Mausmodellen eine groRere Varianz in den Daten (hier RNAseq).
Das heildt, einzelne DEGs haben moglicherweise bei einzelnen Indiviuuen eine gréRere Bedeutung als
bei anderen. Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit dieser Aspekt nicht beriicksichtigt wurde, da
hier Mittelwerte zur Untersuchung der Expressionsunterschiede in der Hypophyse der Méause erstellt
wurden, stellt dies eine Schwachstelle der Studie dar. Zudem war die Anzahl der Tiere mit n=8
Mausen pro Gruppe (vier Gruppen, ingesamt 32 Mause) sehr gering. Bei der Probenentnahme wurde
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auBerdem nicht auf die zirkardiane Rhythmik der Hormone der Hypophyse geachtet, was ebenfalls
die Daten beeinflusst haben kénnte.

Zur Sequenzierung wurde die Methodik des RNAseq, ein modernes NGS-Verfahren, verwendet.
Neben dem Gebrauch in der Molekularbiologie wird RNAseq heute vor allem in der Krebsforschung
und auch Krebsdiagnostik in der Medizin angewendet (Serrati et al., 2016). In der vorliegenden Arbeit
wurde die RNAseg-Technologie genutzt, da sie einen hohen Durchlauf und somit die Analyse des
gesamten Transkriptoms und mehrerer Proben gleichzeitig ermoglicht. Im Gegensatz zur Analyse
mittels Mikroarrays, welche bspw. in den Kosten dem RNAseq Ulberlegen ist, konnen mittels RNAseq
auBerdem bislang unbekannte oder seltene Transkripte nachgewiesen werden, alternative
SpleiBisoformen identifziert und Allel-spezifische Genexpressionsanalysen durchgefiihrt werden
(Supplitt et al., 2021, van der Kloet et al., 2020, Lowe et al., 2017). Die Qualitatskontrolle der RNAseg-
Daten erfolgte iber das Programm FastQC. Daten, deren mittlerer Q-Score <30 war oder deren
Leseldnge weniger als 30 bp betrug, wurden aufgrund mangelnder Qualitdt aussortiert. Fir die
Auswertung wurde das Programm edgeR genutzt. Rajkumar et al. empfehlen dieses Programm, da es
im Vergleich zu anderen Auswertungsprogrammen die hochste Sensitivitit im Bezug auf die
Quantifizierung von DEGs aufweist (Rajkumar et al., 2015). Um Gene mit geringen reads
herauszufiltern, wurden aullerdem nur Gene verwendet, die >0,5 com aufwiesen und in mindestens
vier libraries auftauchten. Die Berechnung der mcpm-Werte im Rahmen der funktionellen
Interpretation der RNAseq-Daten zeigte jedoch, dass viele DEGs nur geringe Werte aufwiesen, was
flr eine geringe Expressionshéhe und eine hohe Wahrscheinlichkeit fur Hintergrundrauschen spricht.
Um moglichst viele zuféllig entstandene Ergebnisse herauszufiltern, wurde bei der statistischen
Bearbeitung der NGS-Daten ein cut-off der FDR bei 0,05 gesetzt.

Um die RNAseq-Daten stichprobenartig zu Uberpriifen, wurde anschlieRend eine Validierung
einzelner Genexpressionsunterschiede durchgefiihrt. Hierfir wurde die gRT-PCR im
Hochdurchsatzverfahren genutzt. Die moderne Fluidigm®-Technologie weist eine hohe Sensitivitat
auf (Rajkumar et al., 2015) und erlaubt eine Analyse mehrerer Proben gleichzeitig. Trotz lediglich
stichprobenartiger Auswahl einer kleinen Menge an Genen fir die Validierung kann davon
ausgegangen werden, dass diese repradsentativ flr die Gesamtheit des Transkriptoms ist (Leek et al.,
2012). Es wurde dabei auf eine moglichst hohe Expression (log2FC) der DEGs im RNAseq geachtet.
Um Fehlerquellen durch nicht-funktionale Primer so gering wie moglich zu halten, wurde im Vorfeld
der Validierung eine Primertestung durchgefihrt und die Effizienz der Primerkombinationen
ermittelt (siehe 4.3.1). Die Genexpressionsunterschiede aus der qRT-PCR- und RNAseg-Messung
wurden anschlieBend verglichen und eine Korrelation erstellt (siehe 4.3.2). Die Pearson’schen
Korrelationskoeffizienten betrugen r=0,65 (DUhLB vs DUK oB) und r=0,88 (DUK_LB vs oB). Nach
Kundt et al. geben Betrdge der Korrelationskoeffizienten zwischen 0,7 und 0,9 eine hohe Korrelation,
Werte zwischen 0,5 und 0,7 eine mittlere Korrelation an (Kundt et al., 2016). Die
Korrelationskoeffizienten zeigten somit, dass die technische Validierung mittels gRT-PCR in der
Summe erfolgreich war und die NGS-Daten bestatigt werden konnten. In anderen aktuellen Arbeiten,
in denen ebenfalls RNAseq-Daten durch gRT-PCR validiert wurden, konnten &hnlich hohe
Korrelationskoeffizienten nachgewiesen werden (Aboshady et al., 2019, Han et al., 2019, Horodyska
et al., 2018). Im Unterschied zu den genannten Studien, wurde in der vorliegenden Arbeit eine
Validierung einer viel gréBeren Anzahl an DEGs durchgefiihrt. Auch mit dieser hohen Anzahl wurden
hohe und mittlere Korrelationskoeffzienten erreicht, was fiir eine erfolgreiche Validierung spricht.
Expressionsunterschiede, die iber die gRT-PCR-Messung nicht bestatigt werden konnten, wiesen
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haufig sehr geringe Expressionswerte in der gRT-PCR-Messung auf. Hier sind Verzerrungen der Werte
aufgrund unzureichender Amplifikation der templates oder zu geringer Expression der Gene
wahrscheinlich. Rajkumar et al. schlugen zum Ausschluss falscher Ergebnisse aufgrund von sehr
geringen Expressionswerten vor, einen cut-off des log2FC bei <1,25 bzw. >0,8 zu setzen (Rajkumar et
al., 2015). Ein solcher cut-off konnte zu einer deutlich stringenteren Ergebnisdarstellung fihren. Da
die Expression der Gene in der qRT-PCR-Messung lediglich eine technische Validierung darstellt,
beruhte die funktionelle Auswertung der Transkriptomdaten der Hypophyse der vorliegenden Arbeit
auf den Daten aus der RNAseq. In der vorliegenden Arbeit werden Daten, die (iber RNAseq
gewonnen wurden, der Einfachheit halber als NGS-Daten bezeichnet.

5.2 Funktionelle Analyse der Genexpressionsunterschiede in der Hypophyse von
untrainierten DUhLB- und trainierten Kontrollmausen

Die Darstellung der NGS-Daten unter einem festgesetzten Signifikanzniveau von FDR = 0,05 zeigte
Unterschiede in der Anzahl der DEGs der jeweiligen paarweisen Vergleiche (siehe 4.2.1). Die hohen
Zahlen an DEGs im Vergleich untrainierter Mause beider Linien (DUhLB vs DUK 0B, 1732 DEGs),
welche die Assoziation mit hoher Ausdauerlaufleistung beschreiben, deuten auf einen hohen Anteil
an genetisch manifestierten Anpassungen in der Hypophyse der DUhLB-Mé&use infolge der
jahrelangen Selektion hin. Beim Vergleich der Anzahl der DEGs der Mause innerhalb der jeweiligen
Linie, der die Assoziation zum Training darstellt, werden die geringen trainings- und starkeren
linienspezifischen Unterschiede im RNA-Profil der Hypophyse von DUhLB-Mé&usen bestétigt.
Wahrend die Zahl der DEGs der trainierten im Vergleich zu untrainierten DUhLB-Mé&usen (DUhLB_LB
vs 0B) nur minimal ist (50 DEGs), zeigt der Vergleich der DUK-Ma&use (DUK_LB vs oB) eine wesentlich
hohere Anzahl an DEGs (637 DEGs). In DUK-Md&usen hat somit das Training einen deutlicheren
Einfluss auf die Anzahl der DEGs in der Hypophyse als in DUhLB-Ma&usen.

Im nachsten Schritt wurden die DEGs untrainierter DUhLB-Mause im Vergleich zu untrainierten DUK-
Mausen (DUhLB vs DUK_oB) und die DEGs trainierter DUK-Mause im Vergleich zu untrainierten DUK-
Mausen (DUK_LB vs oB) verglichen (siehe 4.2.2). Dabei konnten 120 Gene quantifiziert werden, die
sowohl in untrainierten DUhLB-Ma&usen als auch in trainierten DUK-Mausen, jeweils im Vergleich zu
untrainierten DUK-Mausen, differentiell exprimiert waren. Das machte nur etwa 7% der in
untrainierten DUILB- im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen gemessenen
Expressionsunterschiede aus. Die DEGs werden im Folgenden hinsichtlich der Funktion in der
Hypophyse beziglich hoher Ausdauerlaufleistung und Training diskutiert.

Die Ergebnisse der DEG-Analyse fanden bereits Eingang in die Publikation Walz et al. in der Zeitschrift
Cells (Walz et al., 2021). Auf der Grundlage der durch Massett et al. veroffentlichten genetischen
Regionen, die mit Trainingserfolg assoziiert sind (Massett et al., 2009), konnten in DUhLB- und DUK-
Mausen mehrere Schlisselgene identifiziert werden (Walz et al., 2021). AuRerdem wurde anhand der
Signalweganalyse gezeigt, dass nur in DUK-Mausen die Proteinsynthese und die Energieversorgung in
der Hypophyse im Zusammenhang mit dem Ausdauertraining hochreguliert waren (Walz et al.,
2021).
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5.2.1 Solute carrier Transporter

Ein Anteil von 11% (13 DEGs) der 120 DEGs bestand aus Genen, die fiir Transporter kodieren. Von 13
DEGs konnten elf den SLC-kodierenden Genen zugeordnet werden. Die SLC-Transporter sind eine
Gruppe von Transmembranproteinen, von denen bisher tiber 400 Gene in tber 60 Familien gelistet
wurden (Schumann et al., 2020). Sie werden ubiquitar im Korper exprimiert, liber 280 verschiedene
Gene auch im Gehirn (Hu et al., 2019). Niedrige RNA-Level der elf fiir SLC-Transporter kodierenden
Gene waren sowohl mit hohem Ausdauerleistungsvermogen als auch mit Training assoziiert. Die
Expressionsverminderung in der Hypopyse von untrainierten DUhLB-Mausen und trainierten DUK-
Mausen im Vergleich zu untrainierten DUK-M&usen bezieht sich auf ein breites Spektrum an SLC-
Transportern, die sehr unterschiedliche Molekiile transportieren, welche nicht nur einer
Substratklasse zugeordnet werden konnen. Eine solch breite Expressionsverminderung einer
Transportergruppe in Assoziation zu hoher Laufleistung bzw. Training in der Hypophyse ist bisher in
der Literatur nicht beschrieben wurden.

Eine Ausnahme ist SLC2A3, der den Glukosetransporter 3 (GLUT3) kodiert und fir die
Glukoseaufnahme im Gehirn verantwortlich ist (Hu et al., 2019). Dieser war in der Hypophyse von
untrainierten DUhLB-Mausen auf RNA-Ebene héher exprimiert als in untrainierten DUK-Mausen. In
trainierten im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen konnte kein Expressionsunterschied gemessen
werden. Glukose ist fir das Gehirn ein obligatorisches Energiesubstrat; die Versorgung dessen ist
abhangig von der Nutzbarkeit und Verfligbarkeit der Glukose (Magistretti und Allaman, 2015).
Transporter und die verstoffwechselnden Enzyme bestimmen die Nutzbarkeit, da das Gehirn selbst
nur vernachlassigbar geringe Glukosespeicher besitzt (Herbet et al., 2019). Da die Glukosetransporter
im Gehirn immer gesattigt sind, erfolgt stets eine Expressionserhohung dieser bei erhéhtem
Glukosebedarf (Herbet et al., 2019). Unter hypoxischen und hypoglykdmischen Bedingungen sowie in
Krebszellen konnte bereits eine erhéhte Expression von SLC2A3 nachgewiesen werden, da unter
diesen Umstanden erhohter Glukosebedarf besteht (Ziegler et al., 2020). Herbet et al. wiesen zudem
eine erhohte mRNA-Expression von SLC2A3 im Rattenhirn infolge des Einflusses verschiedener
externer Stressoren, wie Nahrungsentzug, Isolation oder forciertem Schwimmen, nach (Herbet et al.,
2019). Zudem wurde eine erhohte mRNA-Expression von SLC2A3 nach dreiwdchigem
Laufbandtraining im Gehirn von Mausen gemessen (Dornbos et al., 2013). In der vorliegenden Arbeit
konnten die Ergebnisse der Studien nicht bestatigt werden, da infolge des Trainings kein
Expressionsunterschied von SLC2A3 in der Hypophyse von trainierten im Vergleich zu untrainierten
DUK-Mausen quantifiziert werden konnte. Lediglich in der Hypophyse von untrainierten DULB-
Mausen im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen konnte die Expressionserhohung dieses
Glukosetransporters quantifiziert werden. Ob dies im Zusammenhang mit der hohen
Ausdauerlaufleistung steht oder dabei auch andere metabolische Einflliisse wie Hypoglykdmie oder
Hypoxie zur Expressionserhohung von SLC2A3 gefiihrt haben, sollte in Folgearbeiten anhand von
Serumproben der gleichen Tiere weiter untersucht werden.

Aktuelle klinische Forschung beschéftigt sich mit der Frage, ob abnorme Glukosespiegel im Gehirn
mit der Pathogenese von Alzheimer Erkrankung assoziiert sind. An et al. fanden heraus, dass
geringere Proteinlevel von GLUT3 mit einem hoheren Schweregrad an pathologischen Protein-
Ablagerungen, die mit der Entstehung der Erkrankung zusammen héngen, assoziiert sind (An et al.,
2018). Hochregulation von SLC2A3 auf RNA-Ebene in Assoziation zu hoher Ausdauerlaufleistung
konnte demnach einen praventiven Effekt auf die Enstehung der Alzheimer Erkrankung haben.
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In Phasen intensiver kérperlicher Aktivitat kann es dazu kommen, dass nicht ausreichend Glukose fir
den erhoéhten Energiebedarf verfiigbar ist. Um die ausreichende Versorgung des Gehirns dennoch zu
gewadhrleisten, werden bspw. Ketonkoérper als Energietrager genutzt (Puchalska und Crawford, 2017).
Die Transporter flir Ketonkdrper SLC16A1 und SLC16A7 (Schumann et al., 2020) sind sowohl in
untrainierten DUhLB-Mausen als auch in trainierten DUK-Mausen, jeweils im Vergleich zu
untrainierten DUK-Mad&usen, nicht differentiell exprimiert. Takimoto und Hamada untersuchten
Proteinlevel von SLC16A1, SLC16A7 und Ketonkdrpern in mehreren Hirnregionen nach einem
einmaligen zweistiindigen Laufbandtraining (Takimoto und Hamada, 2014). Im funktionell mit der
Hypophyse verbundenen Hypothalamus wurden zwischen finf und 24 Stunden nach dem Training
erhohte Proteinlevel von SLC16A7 gefunden, wahrend sowohl SLC16A1-Proteinlevel als auch Level
von dem Ketonkérper B-Hydroxybutyrat im Hypothalamus der Mause nicht verdndert waren.
Moglicherweise konnte der anteilige Widerspruch zwischen den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
und denen von Takimoto und Hamada in der Art des Trainings liegen. Im Rahmen eines
langerfristigen Trainings konnte sich die Hypophyse demnach an einen héheren Energiebedarf
angepasst haben und ware somit nicht mehr auf die Versorgung mit Ketonkérpern angewiesen,
weswegen keine Expressionsunterschiede in DUhLB- und DUK-Ma&usen quantifiziert werden konnten.

Eine SLC-Familie, die mit neuronalen Funktionen assoziiert ist, ist die SLC6-Familie, deren Funktion
der Transport von GABA in die Prasynapse ist (Hu et al., 2019). In untrainierten DUhLB-Mausen im
Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen konnten drei Gene, welche SLC6-Transporter kodieren,
quantifiziert werden, die auf RNA-Ebene alle niedriger exprimiert waren: SLC6A1, SLC6A12, SLC6A13.
Die beiden letzteren zeigten auch im Vergleich von trainierten zu untrainierten DUK-Mausen eine
Expressionsverminderung in der Hypophyse. Sowohl in Assoziation mit hoher Ausdauerlaufleistung
als auch mit Training konnte demnach eine reduzierte Aufnahme von GABA in die Pradsynapse
stattfinden. Dem entgegen spricht eine Expressionserhohung des SLC32A1 in trainierten im Vergleich
zZu untrainierten DUK-M&usen, welcher im Rahmen der Wiederaufnahme von GABA in die
Prasynapse, fir die Aufnahme von GABA in Vesikel verantwortlich ist (Juge et al., 2009). Die
beschriebenen  Expressionsunterschiede in der Hypophyse in Assoziation zu hoher
Ausdauerlaufleistung und Training stellen ein neues Ergebnis dar, welches in der Literatur so noch
nicht aufgezeigt worden ist. Auerdem war sowohl in untrainierten DUhLB-Ma&usen als auch in
trainierten DUK-Mad&usen, jeweils im Vergleich zu untrainierten DUK-Ma&usen, GABRA3, eine
Untereinheit des ionotropen GABR an der Postsynapse, auf RNA-Ebene héher exprimiert. Darlington
et al. konnten erhohte RNA-Level von GABRA3 im Mausgehirn infolge freiwilligen Trainings im
Laufrad nachweisen (Darlington et al., 2016). In untrainierten DUhLB-Mausen waren dariber hinaus
die RNA-Level einer weiteren Untereinheit (GABRG3) hoher als in untrainierten DUK-Md&usen. Dies
konnte auf eine verlangerte SignalUbertragung an GABAergen Synapsen hindeuten. GABA-
Rezeptoren werden im HVL von somatotropen, kortikotropen und gonadotropen Zellen exprimiert
(Anderson und Mitchell, 1986). Eine orale Supplementation von GABA wirkt auf somatotrope Zellen
stimulierend und steigert den GH-Serumspiegel (Cavagnini et al., 1980). Dies konnte auch bei GABA-
Supplementation in den Anfangswochen eines Trainingsprogramms nachgewiesen werden (Sakashita
et al., 2019). Eine verlangerte Signallbertragung an GABAergen Synapsen in der Hypophyse, sowohl
in Assoziation zu hoher Ausdauerlaufleistung als auch zu Training, kdonnte mit hoéheren GH-
Serumspiegeln einhergehen. Aullerdem fanden Sakashita et al. heraus, dass eine tagliche GABA-
Supplementation in Zusammenhang mit einem Trainingsprogramm bei mittelalten, untrainierten
Mannern zu erhohter fettfreier Masse und damit vermutlich zu trainingsinduzierter
Muskelhypertrophie fiihrt (Sakashita et al., 2019). Da die DUhLB-Mause im Vergleich zu DUK-Mausen
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nicht durch erhohte Muskelmassen charakterisiert sind (Brenmoehl et al., 2013), ist es notwendig, in
Folgeexperimenten den Einfluss von GH auf Fett- und Muskelmasse in DUhLB-Ma&usen zu
untersuchen. Die entsprechenden Proben wurden gewonnen und sind im Fokus von Untersuchungen
anderer Doktorarbeiten in der Arbeitsgruppe am FBN.

5.2.2 Transkriptionsfaktor Estrogenrezeptor 1 und dessen regulierte Gene

Das Gen ESR1, welches in untrainierten DUhLB-Ma&usen und trainierten DUK-M&usen auf RNA-Ebene
im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen niedriger exprimiert war (siehe 4.4.1), kodiert ERc,, einen
intrazelluldren Transkriptionsfaktor, der zu den Ostrogenrezeptoren gehért und in der Hypophyse
exprimiert wird (Schreihofer et al., 2000).

Ohde et al. untersuchten bereits den Serum-Ostrogenspiegel in untrainierten DUhLB-M&usen und
fanden heraus, dass dieser im Vergleich zu Kontrollen verringert ist (Ohde et al., 2016b). Schreihofer
et al. untersuchten den Einfluss von Ostrogen auf die Expression von ESR1 in der Hypophyse von
Ma&usen und fanden heraus, dass die ESR1-mRNA-Level durch Ostrogen nicht beeinflussbar waren,
wahrend Ostrogen die Proteinexpression des Rezeptors verringerte (Schreihofer et al., 2000). Die
hohe Ausdauerlaufleistung der DUhLB-M4&use ist nicht mit héheren Ostrogenspiegeln oder héherer
ESR1-RNA im Vergleich zu Kontrollen assoziiert und es fallt schwer, einen Zusammenhang zwischen
Ostrogenspiegeln und ESR1-Expression herzustellen. Es ist bekannt, dass Training Ostrogen-
Serumspiegel (Sato et al., 2016) und die RNA-Level von ESR1 im Gehirn (Darlington et al., 2016)
erhoht. Auch dies lieR sich anhand der Expressionsunterschiede der vorliegenden Arbeit nicht
bestatigen.

In der funktionellen Analyse konnte eine zentrale Position des ESR1 in den Regulationsmechanismen
in der Hypophyse aufgezeigt werden (siehe 4.4.1). ESR1 als Transkriptionsfaktor beeinflusst demnach
in der Hypophyse der untrainierten DUhLB-Mause die Transkription zahlreicher weiterer Gene.
Dyneine und Histone gehorten dabei zu den haufigsten Genen. Genaue Funktionen dieser Molekile
in der Hypophyse sind bisher nicht bekannt, was die funktionelle Interpretation der Ergebnisse
erschwert. Erganzend waren die RNA-Level des Transporters SLC13A4, ein Natrium/Anionen-
Cotransporter mit Sulfat, und des Kaliumkanals KCNJ13 in untrainierten DUhLB-M&usen und
trainierten DUK-Mausen relativ zu untrainierten DUK-Mausen niedriger und damit in Zusammenhang
mit hoher Ausdauerlaufleistung und Training zu stellen. Beide werden durch ESR1 direkt beeinflusst.
Sarvari et al. fanden bereits einen anderen Kaliumkanal sowie einige SLC-Transporter, die im
Hippocampus von Ratten durch ESR1 reguliert waren (Sarvari et al., 2015). Informationen zu einer
Assoziation der beiden Kandle KCNJ13 und SLC13A4 mit Ausdauer oder Training sind in der Literatur
bisher nicht verfligbar. Auch der durch Calcium aktivierte Chloridkanal ANO2 war in der Hypophyse
untrainierter DUhLB-Md&use im Vergleich zu untrainierten DUK-Ma&usen ESR1-abhadngig hoher
exprimiert. ANO2 ist an Prozessen der olfaktorischen und photosensorischen Signaltransduktion
beteiligt (Stephan et al.,, 2009). Eine genaue Rolle in der Hypophyse ist bisher unbekannt.
Autoantikorper gegen ANO2 konnten im Serum von Patienten, die an Multipler Sklerose (MS)
erkrankt sind, gefunden werden (Ayoglu et al., 2016). Eine immunhistochemische Untersuchung des
Gehirns zeigte zudem eine erhdhte Expression von ANO2 in der Nahe bzw. direkt in MS-typischen
Lasionen (Ayoglu et al., 2016). Dies legt die Grundlage flir weitere Forschungen an Biomarkern und
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autoimmunologischen Zielen fiir die Diagnostik und Therapie der MS. Die erhéhte Expression von
ANO?2 in der Hypophyse der DUhLB-Mause kann auf der Basis aktueller Erkenntnisse zum DUhLB-
Mausmodell nicht mit der MS in Verbindung gebracht werden. Auffillig ist aber, dass in trainierten
im Vergleich zu untrainierten DUK-Ma&usen kein Expressionsunterschied von ANO2 quantifiziert
werden konnte. Sportliche Aktivitat von MS-Patienten kann zu verbesserter Lebensqualitat,
kardiorespiratorischer Fitness, muskularer Starke, Kognition und weniger Fatigue fiihren, Evidenz fir
einen Einfluss von Sport auf die Struktur des Gehirns gibt es jedoch bisher nicht (Halabchi et al.,
2017). Weshalb ANO2-RNA-Level in der Hypophyse von untrainierten DUhLB-Mausen relativ zu
untrainierten DUK-M&usen erhoht waren, kann somit nicht abschlieRend geklart werden. Die Analyse
der Expression von ANO2 sollte deshalb Bestandteil weiterer Forschungen, insbesondere des
gesamten Gehirns der DUhLB-Mause, sein.

Ostrogene haben iiber ESR1 im Zusammenspiel mit dem POU1F1-Gen, einem hypophyséaren
Transkriptionsfaktor, Einfluss auf die Entwicklung der Hypophyse sowie die Hormonproduktion in
somatotropen und laktotropen Zellen (Birla et al., 2019). POU1F1-RNA-Level waren in untrainierten
DUhLB-Mausen und trainierten DUK-Mausen niedriger als in untrainierten DUK-Mausen. Die relativ
geringe Expression der beiden Gene ESR1 und POU1F1 wirde mit verringerten GH- und -PRL-
Serumspiegeln einhergehen. Eine Assoziation von hoher Ausdauerlaufleistung oder Training mit
niedrigen POU1F1-RNA-Leveln ist bisher in der Literatur nicht bekannt.

5.2.3 Gene, die an Wachstumsprozessen beteiligt sind und in Assoziation zu growth hormone
dargestellt werden

Im Wachstumsfaktor-assoziierten Geninteraktionsnetzwerk wurde GH mit Genen abgebildet, die
funktionell vor allem mit Wachstumsprozessen in Verbindung gebracht werden kénnen (siehe 4.4.1).
Wachstum bedeutet eine Vermehrung der Masse und/oder GroBe durch Hyperplasie oder
Hypertrophie der Zellen eines biologischen Systems. Auffallend war eine einheitliche
Expressionsverminderung von Wachstumsfaktoren wie EGR1, EGR2 oder IGF2 in untrainierten
DUhLB-Mausen im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen. Bei trainierten im Vergleich zu
untrainierten DUK-Mausen waren lediglich IGF2-RNA-Level verringert. IGF2 ist ein Effektor des GH,
das heildt, es vermittelt als zwischengeschaltetes Peptid Funktionen von GH auf seine Zielorgane
(Salmon und Daughaday, 1957). Das bevorzugt wahrend der Embryonal- und Fetalperiode ubiquitar
vorkommende IGF2 wird im adulten Organismus in Leber und zentralem Nervensystem exprimiert
und ins Serum sekretiert. IGF2 reguliert pra- und postnatal Proliferation, Wachstum, Migration,
Differenzierung und Uberleben von Zellen (Bergman et al., 2013). Tiere, die Mutationen im IGF2-Gen
hatten, wiesen kleinere KérpergroRen auf als Tiere mit nicht-mutiertem Gen. Diese Verdanderungen
im Gen konnen auch erblich weitergegeben werden, jedoch nur durch das paternale Allel, da das
IGF2-Gen einer genetischen Pragung (imprinting) unterliegt (Begemann et al., 2015). Es ist moglich,
dass auch im DUhLB-Modell die Expressionsunterschiede von IGF2 lber die paternale Selektion der
DUILB-Linie weitergegeben wurden. IGF2 hat zudem einen Einfluss auf das postnatale Wachstum
von Skelettmuskeln, so dass eine IGF2-Uberexpression in erhéhter Skelettmuskelmasse sowie
gesteigerter fettfreier Masse resultiert (Younis et al., 2018). Ein Einfluss von IGF2 auf das
Muskelwachstum von DUhLB-Mausen wird als gering eingeschéatzt, da bisherige Ergebnisse die
Ursache der hohen Laufleistung eher in den Anpassungen des Energiestoffwechsels als in der
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funktionalen Umgestaltung des Muskels sehen (Brenmoehl et al., 2015, Brenmoehl et al., 2013). Um
die Rolle des Muskels im DUhLB-Modell genauer zu untersuchen, finden derzeit Arbeiten am FBN
Dummerstorf statt.

Des Weiteren beschaftigt sich aktuelle klinische Forschung mit der Modulation des IGF-Systems im
Rahmen der Behandung neurologischer Erkrankungen. Bspw. konnte bei Untersuchungen von MS-
Patienten nachgewiesen werden, dass nach der intrathekalen Gabe des Steroids Triamcinolon-
Acetonid zur Behandlung der MS das Verhaltnis aus IGF2 und IGF-Bindungsprotein 2 und 3 im Liquor
verringert war (Hoeflich et al., 2020). Dies lasst auf eine Regulation der Bioaktivitdt von IGF2 nach
Gabe von Triamcinolon-Actetonid bei MS-Patienten und damit eine geringere enziindliche Aktivitat
schlielRen.

Da IGF2 in die GH-Achse eingebunden ist und im Rahmen von korperlicher Aktivitat erhéhte GH-
Serumspiegel gemessen werden konnten (siehe 1.2.3), suggeriert dies erhohte IGF2-Serumspiegel
infolge von Training. Dies konnte auch schon bei Frauen, die ein kombiniertes Ausdauer- und
Widerstandstraining absolvierten, nachgewiesen werden (Han und So, 2016). Ergebnisse zur
trainingsassoziierten IGF2-Expression in der Hypophyse liegen allerdings bisher in der Literatur nicht
vor, so dass die verminderte IGF2-Expression, die eher mit niedrigen GH-Spiegeln einher gehen
wirde, in Assoziation zum Ausdauertraining eine neue Erkenntnis darstellt.

SPHK1, welches mit IGF2 interagiert, war sowohl in untrainierten DUhLB-Ma&usen als auch in
trainierten DUK-Ma&usen relativ zu untrainierten DUK-Mausen auf RNA-Ebene niedriger exprimiert.
SPHK1 ist eine von zwei Isoformen der Sphingosinkinasen, die Sphingosin zu Sphingosin-1-Phosphat
(S1P) phosphorylieren. Bryan et al. beschrieben die neuronale Expression von SPHK1 und S1P und die
Funktion von S1P als Wachstumsfaktor, welcher Zellproliferation, Zelldifferenzierung und
Zelllberleben sichert (Bryan et al., 2008). Eine reduzierte mRNA-Expression und Aktivitdt von SPHK1
im Mausgehirn ist assoziiert mit der Alzheimer Erkrankung (Lee et al.,, 2018). In aktuellen
Forschungsprojekten wird nach Maoglichkeiten gesucht, die Expression von SPHK1 zu erhéhen und
daraus folgend die entziindliche Aktivitat durch Ablagerungen im Gehirn von Alzheimer-Patienten zu
verringern (Kim et al., 2019). Eine Expressionsverminderung in der Hypophyse im Zusammenhang mit
hoher Ausdauerlaufleistung und Training wurde bisher in der Literatur nicht diskutiert.

Auch die RNA-Level der Wachstumsfaktoren EGR1 und EGR2, welche zu einer Gruppe aus vier
Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren gehoren (Bouchoucha et al., 2013), waren in untrainierten DUhLB-
Mausen relativ zu untrainierten DUK-M&usen vermindert. EGR2 wird vor allem in somatotropen
Zellen exprimiert und ein KO zeigt sich in einer Hypoplasie des HVL sowie einem Funktionsverlust der
GH-produzierenden Zellen und daraus resultierenden geringeren GH-Serumspiegeln (Bouchoucha et
al., 2013). Lgtvedst et al. untersuchten den Einfluss von Stress auf die Expression verschiedener Gene
in Hihnern, unter anderem auf EGR1, und fanden auch eine verminderte Expression von EGR1 in der
Hypophyse (Lgtvedt et al., 2017). Die Expression von EGR1 steht unter dem Einfluss von GnRH aus
dem Hypothalamus und steuert selbst die Bildung und Sekretion von LH aus der Hypophyse (Burger
et al.,, 2009, Tremblay und Drouin, 1999). Wie Ohde et al. zeigten, sind die Serumlevel von
Testosteron, welches infolge einer Stimulation durch LH in Leydig-Zellen im Hoden gebildet wird, in
untrainierten DUhLB-Mausen im Vergleich zu Kontrollen vermindert (Ohde et al., 2016b). Verbindet
man dies, kénnte durch die Expressionsverminderung des EGR1 eine reduzierte Sekretion von LH
postuliert werden, was in geringeren Serum-Testosteronspiegeln resultieren wiirde. Da der Korper
unter Stress keinen Wert auf Reproduktion legt, sondern eher die katabolen Hormonspiegel erhéht
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sind (Anderson, 2019), kdnnte die mogliche Abwartsregulation der Hypophysen-Gonaden-Achse, die
nur in DUhLB-M&usen auftritt, auf eine Anpassungsmechanismus in der Hypophyse der DULB-
Mause hindeuten, der in Assoziation zu hoher Ausdauerlaufleistung entstanden ist. Auch Lgtvedt et
al. diskutierten als Ursache fiir die stressinduzierte Expressionsverminderung von EGR1 in der
Hypophyse der Hiithner den reduzierten Fokus auf die Reproduktion unter akuten Stressbedingungen
(Lgtvedt et al., 2017). Im Rahmen von Trainingsstudien konnten auBerdem erhéhte EGR1-
Proteinlevel im Mausgehirn nach Akrobatik-Training Gber mehrere Wochen (Salame et al., 2016)
sowie niedrigere EGR2-RNA-Level im Mausgehirn nach freiwilliger korperlicher Aktivitat im Laufrad
gemessen werden (Darlington et al., 2016). In der vorliegenden Arbeit konnte nur in Assoziation zu
hoher Ausdauerlaufleistung in untrainierten DUhLB- relativ zu untrainierten DUK-Mausen ein
Expressionsunterschied auf RNA-Ebene quantifiziert werden. Eine Bestdtigung von Ergebnissen
bekannter Studien war somit nicht moglich.

Im Rahmen des Geninteraktionsnetzwerkes zur NFikB-Regulation wurde mit SFRP1 ein weiteres Gen
dargestellt (siehe 4.4.1), dass mit dem Zellwachstum in Verbindung gebracht werden kann. SFRP1, als
Inhibitor des WNT-Signalwegs, hat eine hemmende Wirkung auf die Zellproliferation und wirkt
proapoptotisch (Kim et al., 2017). Eine vergleichsweise niedrige Expression, wie sie auch in der
Hypophyse von untrainierten DUhLB-Mausen und trainierten DUK-Mausen relativ zu untrainierten
DUK-Mausen vorliegt, wurde bereits in mehreren Tumorzelltypen, bspw. Mamma-, Kolon-, Prostata-
oder Nierenzellkarzinom, nachgewiesen und resultiert in erhohtem Zellwachstum (Baharudin et al.,
2020). SFRP1 wird auRerdem in Adipozyten exprimiert und ist im Fettgewebe adipéser Menschen
erhoht (Lagathu et al., 2010). Kim et al. untersuchten den Serumspiegel von SFRP1 nach einem
zwolfwochigen Training bei Patienten mit Mammakarzinom und fanden eine Verminderung dessen
(Kim et al., 2017). Sie interpretierten diese Expressionsverminderung in Zusammenhang mit
verminderter Fettmasse und Korperfettanteile als Effekt des Trainings und diskutierten SFRP1 als
Biomarker fir metabolische Gesundheit bei Tumorpatienten. Die verminderte Expression von SFRP1
in Assoziation mit Training und hoher Ausdauerlaufleistung in den Untersuchungen der vorliegenden
Arbeit konnte auch in Zusammenhang mit besserer metabolischer Gesundheit bzw. verminderter
Adipogenese stehen. Um diese Vermutung zu festigen, sollten in Folgeexperimenten SFRP1-
Serumspiegel in DUhLB- und DUK-Mausen bestimmt werden.

5.2.4 Gene, die funktionell zur growth hormone-Achse zugeordnet werden kénnen

Die bisher diskutierten Ergebnisse zu den Schlisselmolekiilen ESR1, POU1F1, IGF2 und EGR2 (siehe
5.2.2 und 5.2.3), deuten auf eine Herunterregulation der lipolytisch-wirkenden GH-Achse in
untrainierten DUhLB-Mausen und trainierten DUK-Mausen relativ zu untrainierten DUK-Mausen hin.
Dies wiirde im Widerspruch zur aktuellen Studienlage stehen, welche eher eine Erhohung der
lipolytisch-wirkenden Hypophysenachsen unter Ausdaueraktivitdt postuliert (siehe 1.2.3). Im
Folgenden wird daher die Expression von Genen, die funktionell zur GH-Achse zugeordnet werden
kénnen, diskutiert.

GH wird bei Ausdaueraktivitdt vermehrt sekretiert, um eine Versorgung mit FS zu gewahrleisten.
Dabei beeinflusst GH die Lipolyse lber eine Aktivierung der hormonsensitiven Lipase (HSL) und
Adipotriglyzeridlipase im Fettgewebe (Bergan-Roller und Sheridan, 2018). Eine erhohte
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Konzentration der HSL als mogliche Folge eines GH-Einflusses konnte im subkutanen Fettgewebe der
DUhLB-Mause relativ zu DUK-Ma&usen bereits nachgewiesen werden (Brenmoehl et al., 2015).

Zur Untersuchung der GH-Sekretion in der Hypophyse wurden die Expressionswerte der Rezeptoren
von GH-releasing und -inhibiting-Hormonen betrachtet (siehe 4.4.3). GHSR-RNA-Level waren in
untrainierten DUhLB-Mausen im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen vermindert, GHRHR war
weder in untrainierten DUhLB- noch in trainierten DUK-Mausen differentiell exprimiert. Mutationen
in den GHRHR- und GHSR-Genen kdnnen in niedrigen GH-Spiegeln resultieren (Wit et al., 2016). Die
Expressionsverminderung von GHSR kdnnte somit mit niedrigen GH-Spiegeln assoziiert sein. GHSR-
null Mause zeigten auBerdem eine geringere Ausdauerleistung als Wildtyp-GHSR-Mause (Mani et al.,
2018). Dies kann im DUhLB-Mausmodell nicht bestatigt werden, da trotz geringerer RNA-Level des
Rezeptors im Vergleich zu DUK-Mausen, DUhLB-Mé&use die hohere Ausdauerlaufleistung zeigten
(Brenmoehl et al., 2013). Des Weiteren deutet eine deutliche Expressionsverminderung des SSTR2,
einem der Hauptrezeptoren flir Somatostatin (Ben-Shlomo und Melmed, 2010), in der Hypophyse
der untrainierten DUhLB-Ma&use im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen ebenso auf geringe GH-
Serumspiegel hin. SSTR2 wird bei hohen GH-Spiegeln zur Antagonisierung aus einem intrazellularen
Kompartiment an die Zelloberfliche verlagert und kann damit einen hoheren Einfluss von
Somatostatin ermoglichen (Alshafie et al., 2020), was mit einer Inhibition der GH-Ausschittung
einhergehen koénnte. Die Expressionsverminderung in den DUhLB-Ma&usen konnte demnach eher fir
niedrige GH-Spiegel sprechen, da keine Antagonisierung durch vermehrte Expression von SSTR2 notig
ist. Bei trainierten DUK-Ma&usen konnte kein Expressionsunterschied fir SSTR2 quantifiziert werden.
Auch Zanjani et al. konnten im Rahmen eines zweiwdchigen Ausdauertrainings keinen
Expressionsunterschied von SSTR2 messen (Zanjani et al., 2019). Da auch GHRHR und GHSR in
trainierten DUK-Mausen nicht differentiell exprimiert waren, weit dies darauf hin, dass das Training
die Genexpression von Rezeptoren von releasing- und inhibiting-Hormonen von GH in der Hypophyse
nicht beeinflusst.

Der Leptinrezeptor LEPR war in der vorliegenden Arbeit das einzige Gen, von den Genen, die
funktionell zu lipolytisch-wirkenden Hypophysenachsen zugeordnet wurden, welches sowohl in
untrainierten DUhLB-Mausen als auch in trainierten DUK-Mausen relativ zu untrainierten DUK-
Mausen differentiell exprimiert war (siehe 4.4.3). In Metaanalysen und klinischen Studien konnten
verminderte Serumspiegel des Adipokins Leptin nach sportlicher Aktivitdt, sowohl nach
mehrwochigem Training als auch nach einer session, detektiert werden (Becic et al., 2018, Yu et al.,
2017, Voss et al., 2016). Die verminderten Leptinspiegel, resultierend aus koérperlicher Aktivitat,
konnten zum einen mit einer Abnahme der Fettmasse durch den Sport und daraus folgender
geringerer Leptin-Ausschittung und zum anderen durch eine hohere Leptinsensitivitdt des
Organismus entstehen. Andere Studien beschrieben keine Anderung der Leptinserumspiegel nach
einer session, was zu der Annahme flihrte, dass individuelle Konstitutionen und Trainingsintensitat
einen Einfluss auf die Leptinserumspiegel haben (Hakimi und Ali-Mohammadi, 2019). Die
Leptinserumspiegel in trainierten DUhLB-Mausen sollten in Nachfolgeexperimenten bestimmt
werden. Es lasst sich auch hier eine Verminderung der Leptinspiegel in Folge der Aktivitdt vermuten,
da die DUhLB-Mause durch starke Fettmobilisation wahrend Ausdauersports gekennzeichnet sind
(Brenmoehl et al., 2015). Der von den somatotropen Zellen im HVL exprimierte LEPR war sowohl in
untrainierten DUhLB-Mausen als auch in trainierten DUK-Mausen im Vergleich zu untrainierten DUK-
Mausen vermindert exprimiert. Leight et al. fanden im Rahmen eines vierwdchigen Trainings keinen
Expressionsunterschied des LEPR im Hypothalamus von Mausen (Leigh et al.,, 2020). Da
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Hypothalamus und Hypophyse funktionell eng miteinander verkniipft sind, impliziert dies einen
Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Ruegsegger et al. beschrieben hingegen
niedrigere LEPR-Level im Gehirn von Mausen, die eine hohe freiwillige Aktivitat im Laufrad besalRen
(Ruegsegger et al., 2017), was wiederum durch die Expressionsverminderung in Assoziation zum
Training in der vorliegenden Arbeit bestadtigt wird. In somatotropen LEPR-KO-Mausen konnten
verminderte GH-mRNA- und GH-Protein-Level in der Hypophyse detektiert werden (Allensworth-
James et al., 2018, Odle et al., 2016). In weiblichen Mausen konnte dabei im Zusammenhang mit dem
LEPR-KO auch eine verminderte Expression von POU1F1 (siehe 5.2.2), der die Transkription von GH-
mMRNA stimuliert, beobachtet werden (Allensworth-James et al., 2018). Die verminderte LEPR-
Expression in untrainierten DUhLB- und trainierten DUK-Mausen relativ zu untrainierten DUK-
Mausen konnte folglich mit verminderten GH-Serumspiegeln einhergehen. Auch die verminderte
Expression des POU1F1-Gens in untrainierten DUhLB- und trainierten DUK-Mausen relativ zu
untrainierten DUK-M&usen wiirde sich in dieses Bild einfligen.

Somit deutet die Analyse von Genen, die funktionell der GH-Achse zugeordnet werden kénnen, auf
eine Herunterregulation der GH-Achse hin. Moéglicherweise steht dies im Zusammenhang mit der
Dauer des Ausdauertrainings, welches im hier durchgefiihrten Trainingsexperiment zwar regelmaRig
flinf Mal pro Woche stattfand, aber nur 30 Minuten (DUALB) bzw. knapp 15 Minuten (DUK) pro Tag
dauerte. Auch Nindl et al. konnten erst nach einer langeren Dauer des Trainings von zwei Stunden
eine Erhohung der GH-Sekretion bei Mannern messen (Nindl et al., 2014). Anhand der GH-RNA-Level
in der Hypophyse von untrainierten DUhLB- und trainierten DUK-Ma&usen relativ zu untrainierten
DUK-Mausen kann die Herunterregulation der GH-Achse nicht bestatigt werden, da GH nicht als
differentiell exprimiert identifiziert werden konnte. Ob GH im Serum von DUhLB- und DUK-Ma&usen
erniedrigt ist, sollte in weiterfihrenden Versuchen, bspw. durch Massenspektrometrie, analysiert
werden. Hierflir konnten zur differenzierten Analyse auch longitudinal Serumproben vor und nach
Einzelldaufen entnommen werden, um akute Hormonverdanderungen zu detektieren.

5.2.5 Gene, die am Fettsauremetabolismus in der Hypophyse beteiligt sind

Im Wachstumsfaktor-assoziierten Geninteraktionsnetzwerk waren auBerdem Molekiile angeordnet,
welche eine Regulation des Fettstoffwechsels in der Hypophyse anzeigen (siehe 4.4.1). CD36- und
FABP4-RNA-Level waren in untrainierten DUhLB-Mausen im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen
vermindert. Die Expression von FABP4 wurde bisher vor allem im Fettgewebe beschrieben. Dort
fungiert es als Transportprotein von FS zwischen den Zellorganellen. Zudem wirkt es als Adipokin und
dient zur Kommunikation zwischen Fettgewebe und anderen am Stoffwechsel beteiligten Organen
(Prentice et al., 2019). FABP4 ist auRerdem an der Versorgung der Muskeln mit FS beteiligt. Ein
FABP4-KO resultiert in einer geringeren, nicht-ausreichenden Versorgung der Muskeln mit FS
wahrend des Ausdauertrainings und somit einer reduzierten Ausdauerlaufleistung (Iso et al., 2019).
Die niedrige Expression von FABP4 in der Hypophyse von untrainierten DUhLB-Mausen relativ zu
untrainierten DUK-Mausen wiirde somit eher eine geringe Ausdauerlaufleistung der Mause
implizieren. Da DUhLB-Mause aber durch hohe Ausdauerlaufleistung gekennzeichnet sind, scheint
die FABP4-Regulation in der Hypophyse unabhdngig von der Regulation Ubriger Organe, wie des
Muskels, zu sein. Der FABP4-Serumspiegel korreliert positiv mit der katecholaminabhangigen
Lipolyse im Fettgewebe. Unter koérperlicher Aktivitat steigen die Serumspiegel von FABP4 an, da
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trainingsassoziiert mehr Katecholamine freigesetzt werden und die Lipolyse gesteigert wird (Iso et al.,
2017). Gleichzeitig ist bekannt, dass FABP4-Serumspiegel positiv mit immunometabolischen
Krankheiten wie Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2 sowie kardiovaskuldren Erkrankungen
wie Atherosklerose korrelieren und bei Adipositas erhoht sind, wahrend FABP4-KO Mause vor diesen
Krankheiten geschutzt sind (Furuhashi, 2019, Trojnar et al., 2019). Dies wird wahrscheinlich tber eine
Inhibition von PPARy, welcher fir die Differenzierung von Adipozyten sowie eine gesteigerte FS-
Aufnahme und eine gesteigerte Insulinsensitivitdt verantwortlich ist, vermittelt (Cabia et al., 2016).
Der Verlust von PPARy resultiert in hoherer Insulinresistenz und damit einem erhdhten Risiko fur
Diabetes mellitus Typ 2 sowie vermehrter Adipositas (Garin-Shkolnik et al.,, 2014). In
Folgeexperimenten sollten Serumspiegel sowie die Expression von FABP4 in Fettgewebe und
Muskeln der DUhLB-Mé&use untersucht werden. Uber eine Funktion des FABP4 in der Hypophyse ist
bisher noch nichts bekannt. Eine Expressionsverminderung impliziert aber einen verminderten FS-
Transport innerhalb der Zellen und daraus folgend einem verringerten Fettstoffwechsel in der
Hypophyse von untrainierten DUhLB-Mausen relativ zu untrainierten DUK-Mausen.

CD36 wird vor allem im Muskel exprimiert und fungiert dort als Transportprotein fiir FS (iber die
Zellmembran. In Vogeln konnte aulRerdem eine hohe spezifische Expression von CD36 unter anderem
in der Hypophyse nachgewiesen werden (Wang et al., 2016). Die Expression von CD36 wird durch
korperliche Aktivitat beeinflusst. Kim und Lim konnten in einem vierwochigen Laufbandtraining eine
erhohte Expression von CD36 in Muskelzellen von Mausen detektieren, was mit einer erhéhten
Gesamtfettoxidation sowie gesteigerter Ausdauerleistung korrelierte (Kim und Lim, 2016). Daraus
konnte geschlussfolgert werden, dass die Expression von CD36 als FS-Transporter im Muskel wichtig
fir die Verwertung der FS als Energiequelle wahrend eines Ausdauertrainings ist. In NGS-Daten von
Muskelproben der DUhLB-Ma&use konnte allerdings keine erhdhte Expression von CD36
nachgewiesen werden. Auch ein dreiwd6chiges Training fihrte in Kontrollmausen zu keiner Erhéhung
der muskuldren Expression von CD36 (Dr. J. Brenmoehl, personliche Mitteilung). Die metabolischen
Anpassungen der DUhLB-Mause, hin zur Mobilisation von Fettdepots unter korperlicher Aktivitat zur
Versorgung der Muskeln mit freien FS, scheint demnach anderen Regulationsmechanismen zu
unterliegen. Genauere Analysen der Genexpressionsunterschiede in Muskelproben der DUhLB-
Mause mit und ohne Training finden derzeit am FBN Dummerstorf statt und sollen hier nicht weiter
ausgefithrt werden. CD36 wird bei hohen Ostrogenspiegeln im Muskel vermehrt exprimiert
(Oosthuyse und Bosch, 2010). Nach Ohde et al. wurden in untrainierten DUhLB-Md&usen signifikant
verringerte  Serum-Ostrogenspiegel  detektiert (Ohde et al, 2016b), womit die
Expressionsverminderung von CD36 im Zusammenhang stehen kdnnte. Zhang et al. vermuten eine
Korrelation der Expressionsverteilung von CD36 und der Funktion der Zellen. Zellen, die FS
metabolisieren, speichern, transportieren oder sekretieren, weisen eine hohe Expression von CD36
auf (Zhang et al., 2003). Vergleichend mit den vorliegenden Genexpressionsunterschieden deutet
dies darauf hin, dass FS-Aufnahme, -metabolismus und -speicherung in der Hypophyse der
untrainierten DUhLB-Ma&use im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen verringert sind.

FAS-RNA-Level waren in Assoziation zu hoher Ausdauerlaufleistung erhéht. In der upstream-
Regulator-Analyse zum Fettsduremetabolismus in der Hypophyse wurden PKCs dargestellt, die unter
anderem CD36, FABP4, IGF2, EGR1 und FAS direkt regulieren (siehe 4.4.2). FAS gehort zur Gruppe der
Tumornekrosefaktoren und induziert die Zellapoptose. Eine Inhibition der PKCs geht mit einer
Blockade der FAS-induzierten Apoptose einher (Wang et al., 1998). Das wirde bedeuten, dass bei
einer verminderten Expression von PKCs auch eine niedrigere Expression von FAS resultieren sollte.
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Kontrovers dazu ist die erhohte Expression von FAS in der Hypophyse von untrainierten DUhLB-
Mausen relativ zu untrainierten DUK-Mausen bei niedriger exprimierten PKCs. Die
Expressionserhohung von FAS impliziert daher weitere Faktoren, die FAS regulieren. In Assoziation
zum dreiwdchigen Training konnte keine differentielle Expression von FAS gemessen werden. Lin et
al. fanden hingegen erhohte FAS/FAS-Liganden-Level im Hippocampus von Ratten nach einem
zwolfwochigen Schwimmtraining (Lin et al.,, 2020). Somit konnten die vorliegenden Ergebnisse
bisherige Studienergebnisse nicht bestatigen. Moglicherweise war die Dauer des dreiwdchigen
Laufbandtrainings zu kurz, um mit Expressionsunterschieden im FAS-Gen assoziiert zu sein.

In Abhangigkeit von den Molekiilen IGF2, FN1, CCL2, CD36, EGR1, FABP4, FAS und APP wurde in der
upstream-Regulator-Analyse der FS-Metabolismus der Hypophyse in untrainierten DUhLB-Mausen im
Vergleich zu untrainierten DUK-Md&usen als herunterreguliert angesehen (siehe 4.4.2). Auch in
trainierten im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen wurde diese Herunterregulation postuliert.
Auch fiur die FS-Transporter, SLC27A1 und SLC27A4 (Mitchell et al., 2011), konnte in untrainierten
DUNLB- und trainierten DUK-Mausen relativ zu untrainierten DUK-Mausen keine differentielle
Expression gemessen werden (siehe 4.2.2). Dies impliziert eine untergeordnete Rolle der Aufnahme
und Verstoffwechslung von FS in der Hypophyse von DUhLB- und Kontrollmausen.

5.2.6 Gene, die funktionell zur Adrenokortikotropes Hormon-Achse zugeordnet werden kénnen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden auch die Genexpressionsunterschiede von Genen, die
funktionell der ACTH-Achse zugeordnet werden kdnnen, in der Hypophyse der DUhLB- und DUK-
Mause gemessen (siehe 4.4.3). Sowohl CRHR1- als auch AVPR1B-RNA-Level, zwei Rezeptoren fiir
releasing-Hormone fir die ACTH-Sekretion, waren in untrainierten DUhLB-M&usen im Vergleich zu
untrainierten DUK-Mausen hoher exprimiert. In trainierten im Vergleich zu untrainierten DUK-
Mausen konnte keine differentielle Expression gemessen werden. Uber beide Rezeptoren wird die
basale und die stressinduzierte ACTH-Ausschiittung vermittelt, resultierend in geringeren ACTH-
Serumspiegeln bei Verlust der Rezeptorfunktion (Ramos et al., 2016). Um die Regulation der ACTH-
Synthese zu betrachten, wurden die Genexpressionsunterschiede des Prekursors POMC, der
Konvertase PCSK1, die POMC in ACTH umwandelt, und ihres Transkriptionsfaktors CREB3L1 sowie
des Inhibitorproteins der Konvertase PCSK1n analysiert. CREB3L1-Transkripte zeigten eine
Expressionsverminderung in untrainierten DUhLB-Mausen im Vergleich zu untrainierten DUK-
Mausen, PCSK1n eine Expressionserhéhung in trainierten im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen.
Bei den Ubrigen Genen konnte kein signifikanter Expressionsunterschied nachgewiesen werden. Das
ACTH-Gen konnte mittels RNAseq in der Hypophyse von untrainierten DUhLB-Md&usen und
trainierten DUK-Mausen nicht gemappt werden.

Das Hormon ACTH aus der Hypophyse stimuliert die Sekretion der Glukokortikoide aus der
Nebennierenrinde. Diese gelten als Stresshormone und induzieren die Glukoneogenese und Lipolyse,
fihren aber auch zu erhohter Insulinresistenz und wirken appetitanregend. ACTH hat selbst
lipolytische Effekte und steigert das browning im weiRen Fettgewebe (siehe 1.2.2.3). Die erhohte
Expression der Rezeptoren der releasing-Hormone CRHR1 und AVPR1B lasst eine Hochregulation der
ACTH-Achse in Assoziation zu hoher Ausdauerlaufleistung vermuten. Cassarino et al. untersuchten
den Einfluss einer CRH-Behandlung auf menschliche kortikotrope Zellen in der Hypophyse und
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zeigten, dass es zwar eine Abhangigkeit der POMC-Expression von CRH, aber keine Korrelation
zwischen POMC- und ACTH-Expression gibt (Cassarino et al., 2017). AuRerdem zeigten sie, dass die
CRHR1-Expression nicht mit der Antwort auf den CRH-Spiegel assoziiert war (Cassarino et al., 2017).
Dies wirde bedeuten, dass zwischen CRH-Serumspiegeln und erhéhter CRHR1-Expression in den
DUhLB-Mausen keine Korrelation vorliegt. In weiterfiihrenden Experimenten sollte neben dem ACTH-
daher auch unbedingt der CRH-Serumspiegel bestimmt werden, um die NGS-Daten besser einordnen
zu koénnen. Da aulerdem fiir POMC keine differentielle Expression in der Hypophyse von
untrainierten DUhLB-M3ausen und trainierten DUK-Mausen relativ zu untrainierten DUK-Mausen
quantifiziert werden konnte, ist es wahrscheinlich, dass die Expressionserhéhung von CRHR1 anderen
Einflissen unterliegt. Harno et al. fihrten an, dass erst eine Langzeitstimulation mit CRH im HVL zu
einer verstarkten Transkription des POMC-Gens flihrt (Harno et al., 2018). Dies konnte ein Hinweis
sein, dass die CRH-Spiegel in DUhLB- und Kontrollmausen nicht langfristig erhéht waren, sondern nur
eine kurzfristige Stimulation vorlag. Leigh et al. konnten im Rahmen eines vierwochigen
Laufbandtrainings auch keine Expressionsunterschiede von POMC und CRH im Gehirn von Ratten
messen (Leigh et al., 2020), was wiederum die vorliegenden Ergebnisse bestatigt. Die relativ niedrige
Expression von CREB3L1 sowie keine differentielle Expression libriger Gene deuten auch nicht auf
eine erhohte Stimulation der Bildung und Sekretion von ACTH in der Hypophyse der untrainierten
DUhLB-Mause hin. Da in den trainierten DUK-Mausen aulRer PCSK1n keine differentielle Expression
der betrachteten Achsen-assoziierten Gene gemessen werden konnte, scheint eine Hochregulation
der ACTH-Achse der Hypophyse auch trainingsassoziiert unwahrscheinlich. Allerdings beschreiben
auch Darlington et al. erhohte Level von PCSK1n im Gehirn von Mausen nach freiwilliger korperlicher
Aktivitat im Laufrad (Darlington et al., 2016). Die Ergebnisse legen nahe, dass einzelne Gene, auch
unabhangig von der gesamten Hypophysen-Achse, trainingsassoziiert exprimiert werden kénnen.

Kortikosteronmessungen im Serum von untrainierten DUhLB-Mausen relativ zu Kontrollmausen
ergaben ebenso keinen signifikanten Unterschied (Ohde et al., 2016b). Pietrelli et al. konnten nach
lebenslangem Training von Ratten keinen Einfluss auf den Plasmaspiegel von Kortikosteron finden,
wahrend die Level von Hirnkortikosteron und CRH erhoht waren (Pietrelli et al., 2018). Im Gegensatz
dazu zeigten Tiere des Garland-Mausmodells, welche auf hohe freiwillige korperliche Aktivitat im
Laufrad gezlichtet wurden, zweifach hohere Konzentrationen an zirkulierenden Kortikosteron als
Kontrollmaduse (Singleton und Garland, 2019). Auch andere Tier-Studien konnten erhohte
Glukokortikoidspiegel infolge freiwilligen Trainings nachweisen (Shen et al., 2017, Ebada et al., 2016).
In klinischen Studien mit menschlichen Athleten konnten hingegen, abhangig von Trainingszustand,
Intensitdt und Dauer des Trainings, sowohl hohere als auch niedrigere Glukokortikoidspiegel
gemessen werden (Anderson, 2019, Popovic et al.,, 2019, Sato et al., 2016), was entweder eine
bessere Leistung infolge héherer Kortisolspiegel oder hohere Kortisolspiegel bei hoherer Belastung
suggeriert (siehe 1.2.3). Hill et al. beschrieben einen Blutzucker-abhangigen Effekt des Anstiegs der
Konzentration der Glukokortikoide im Plasma, sobald der Blutzuckerspiegel wahrend des
Ausdauertrainings unter einen gewissen Schwellenwert absank (Hill et al.,, 2008). In
Folgeexperimenten sollte neben der Bestimmung von CRH- und ACTH-Serumspiegeln auch unbedingt
der Kortikosteronspiegel vor, nach und im Verlauf eines Ausdauerlaufbandtrainings in den DUhLB-
und DUK-Mausen untersucht werden, um zu ermitteln, ob und gegebenenfalls bei welcher Dauer
und Intensitat, das Training die Kortikosteronspiegel im Serum beeinflusst.
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5.2.7 Gene, die funktionell zur Oxytozin-Achse zugeordnet werden kénnen

Im Rahmen der Genexpressionsanalyse wurden auch die Expressionsunterschiede von OXT und
Genen, die funktionell der OXT-Achse zugeordnet werden kdonnen, bestimmt (siehe 4.4.3), da auch
OXT unter Trainings- und Stressbedingungen lipolytisch wirkt (siehe 1.2.3) und schon nach einem
einmaligen Lauf erhohte OXT-Spiegel im Speichel von Menschen gemessen werden konnten (Jong et
al., 2015). Das OXT-Gen war auf RNA-Ebene jedoch weder in der Hypophyse von untrainierten
DUhLB-Mausen noch in der Hypophyse von trainierten DUK-Mausen relativ zu untrainierten DUK-
Mausen differentiell exprimiert. Um weitere Hinweise auf den OXT-Spiegel zu erhalten, wurde die
Expression des Rezeptors OXTR auf RNA-Ebene in der Hypophyse der DUhLB- und DUK-Ma&use
betrachtet. Das OXTR-Gen zeigte auch weder in untrainierten DUhLB-Mausen noch in trainierten
DUK-Mausen relativ zu untrainierten DUK-Mausen einen Expressionsunterschied. Gutkowska et al.
fanden eine erhohte Expression von OXTR-mRNA und -Protein in Herzmuskelproben nach
achtwoéchigem Training (Gutkowska et al., 2009). Moglicherweise konnten OXTR-Level
organspezifisch exprimiert werden, so dass es deswegen in der Hypophyse trainingsassoziiert zu
keiner differentiellen Expression kam. AuBerdem konnte die Trainingslange von nur drei statt acht
Wochen zu kurz gewesen sein, weswegen kein Expressionsunterschied messbar war. Die OXTR-
Transkription wird auBerdem durch Sexualsteroide beeinflusst: In Nagern tritt eine erhohte
Expression von OXTR in Uterus und Gehirn nach Ostrogenstimulation sowie im Uterus auch nach
OXT-Stimulation auf (Richter et al., 2004, Breton und Zingg, 1997). Progesteron inhibiert die
Expression von OXTR (Grazzini et al., 1998), wahrend Testosteron eine hohere Affinitdt von OXT zu
OXTR bewirkt (Tribollet et al., 1990). Resultierend aus den von Ohde et al. gemessenen Serumspiegel
der Sexualsteroide in untrainierten DUhLB-M&usen im Vergleich zu Kontrollen (Ostrogen und
Testosteron verringert, Progesteron erhoht (Ohde et al.,, 2016b)), wirde dies eine
Expressionsverminderung des OXTR-Gens implizieren. Die Expressionsverminderung konnte im
vorliegenden Datensatz der Hypophyse nicht bestatigt werden und deutet somit auf einen geringen
Einfluss der Steroide auf die OXTR-Expression in der Hypophyse hin.

Als vermeintlicher Regulator der Lipolyse durch OXT detektierten Deblon et al. den
Transkriptionsfaktor PPARc (Deblon et al., 2011). Dieser war in untrainierten DUhLB-Mausen und
nach freiwilliger koérperlicher Aktivitdt im Vergleich zu DUK-Mé&usen im Fettgewebe hoher exprimiert
(Brenmoehl et al., 2017). Da die erhohte Expression von PPARc im untrainierten Zustand nicht mit
einer Lipolyse einhergeht, sondern diese erst nach koérperlicher Aktivitat auftritt, kann vermutet
werden, dass ein moglicher lGber PPARa-vermittelter OXT-Einfluss erst aktivitatsassoziiert von
Bedeutung wird.

AuBerdem wurde die Expression der Gene CD38 und TRPMZ2, die an der Signaltransduktion des OXTR
beteiligt sind, untersucht (siehe 4.4.3). Beide Gene konnten weder in untrainierten DUhLB-M&usen
noch in trainierten DUK-Ma&usen relativ zu untrainierten DUK-Ma&usen als differentiell exprimiert
identifiziert werden. Park et al. fanden eine erhéhte CD38-Expression in Muskelproben von Mausen
bis zu sechs Stunden nach einem akuten Trainingslauf (Park et al., 2018). Moglicherweise sind
Ursachen fiir die unterschiedlichen Ergebnisse die unterschiedliche Trainingsart (ein akuter
Trainingslauf vs. dreiwéchiges Ausdauertraining) oder ein zu langes Warten zwischen dem letzten
Trainingslauf und der Probenentnahme bei DUhLB-Ma&usen, so dass die sechs Stunden, die Park et al.
auffihren, schon tberschritten waren. AuBerdem konnten auch hier die unterschiedlichen Gewebe
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eine Rolle far die Expressionsunterschiede spielen. Zu trainingsassoziierten
Genexpressionsunterschieden von CD38 und TRPM2 in der Hypophyse ist bisher nichts bekannt. Die
vorliegenden Daten implizieren, dass die OXT-Achse weder in Assoziation zu hoher
Ausdauerlaufleistung noch in Assoziation zu Training einer Hochregulation unterliegt. Die Ergebnisse
sollten (ber die longitudinale Bestimmung der OXT-Serumspiegel in DUhLB- und DUK-Mausen im
Zusammenhang mit einem Ausdauerlaufbandtraining sowie im untrainierten Zustand und nach
freiwilliger korperlicher Aktivitat bestatigt werden.

5.3 Schlussfolgerungen und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten Genexpressionsunterschiede, die in Assoziation mit hoher
Ausdauerlaufleistung bzw. einem dreiwdchigen Training stehen, auf RNA-Ebene in der Hypophyse
von Mausen quantifiziert werden. Dabei wurden Genexpressionsunterschiede im gesamten
Transkriptom der Hypophyse im Zusammenhang mit einem Ausdauertraining untersucht.

Die Ergebnisse der Transkriptomanalyse lieRen eine linienspezifische differentielle Genexpression in
der Hypophyse von DUhLB-Mausen im Vergleich zu DUK-Mausen erkennen. Das dreiwdchige Training
flhrte auch zu Expressionsunterschieden im Transkriptom von DUhLB- und DUK-Ma&usen. Gene, die
sowohl in der Hypophyse untrainierter DUhLB-Mause als auch in trainierten DUK-Mausen relativ zu
untrainierten DUK-Md&usen differentiell exprimiert waren, zeigten, dass die Langzeitselektion zu
dhnlichen Genexpressionsunterschieden im Transkriptom flihrte wie das dreiwéchige Training. Die
Expressionsunterschiede implizierten jedoch nicht die erwartete Hochregulation der unter
kérperlicher Aktivitat lipolytisch-wirkenden Hypophysenachsen in Assoziation zum dreiwdchigen
Training. Moglicherweise war die Intensitdt des Trainings nicht ausreichend, so dass sich keine
Expressionsunterschiede auf Transkriptomebene in der Hypophyse manifestieren konnten. Des
Weiteren konnten sich die Mause innerhalb des dreiwéchigen Trainings an die Laufanforderungen
gewohnt haben, so dass Expressionsunterschiede, die moéglicherweise im Verlauf auftraten, nach drei
Wochen nicht mehr quantifizierbar waren. Andererseits kann das Training mit drei Wochen auch zu
kurz gewesen sein, um Expressionsunterschiede auf RNA-Ebene hervorzurufen. AuRerdem deuteten
die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass eine hohe Ausdauerlaufleistung nicht zur
Hochregulation lipolytisch-wirkender Hypophysen-Achsen und damit einer gesteigerten Lipolyse im
Fettgewebe fiihrt. Die Selektion nach hoher Laufleistung reicht somit allein nicht aus, um
Unterschiede in den Hypophysenachsen zwischen DUhLB- und DUK-Ma&usen zu induzieren.
Womaoglich ist der Einfluss von Hypophysenhormonen auf die Fettmobilisation unter kérperlicher
Aktivitat nicht so hoch wie bisher vermutet. Welche weiteren Faktoren damit im Zusammenspiel auf
den Stoffwechsel wirken und letztendlich eine Fettmobilisation und bessere metabolische
Gesundheit unter Ausdauersport bewirken, kann die vorliegende Arbeit nicht klaren. Andere
Hormone wie die Myokine und Adipokine kénnten in diesem Zusammenhang eine gréRere Rolle
spielen. Da die Analyse der Genexpressionsunterschiede im gesamten Transkriptom der Hypophyse
einen neuen Untersuchungsaspekt darstellt, fillt es momentan noch schwer, die Ergebnisse mit
aktueller Literatur zu vergleichen. Weitere Hypophysen-spezifische Daten aus anderen Studien sind
daher notwendig, um letzendlich die Rolle der Hypophyse im Stoffwechsel unter korperlicher
Aktivitat weiter einzuordnen und daraus perspektivisch diagnostische und therapeutische Ziele fir
die Behandlung von Stoffwechselerkrankungen abzuleiten.
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In weiterfilhrenden Experimenten sollten die Expressionsunterschiede im Transkriptom durch
Analysen der Expression auf Proteinebene, bspw. Uber western blot, erganzt werden. Zudem ist die
Bestimmung von Serumwerten der jeweiligen Hypophysenhormone in Ruhe, nach einmaligem Lauf
und nach dem Training anzuraten. Der Vorteil der Serumwertbestimmungen lage darin, dass auch
Anderungen im Zeitverlauf durch regelmaRige Serumtests quantifizierbar wéren. Hierfiir kénnten
bspw. die Massenspektrometrie oder enzyme-linked immunosorbent assay-Tests genutzt werden.
Interessant ware es zudem, das Genom der Tiere zu betrachten, um so mogliche Unterschiede auf
DNA-Ebene zu quantifizieren, die wiederum moglicherweise die Unterschiede auf
Transkriptomebene erklaren wiirden. Serumwerte in Kombination mit Genom-, Transkriptom- und
Proteindaten der Hypophyse eroffnen potentiell die Maoglichkeit, die Regulationen der
Hypophysenachsen besser abzuschatzen.

Im Rahmen von weiteren Experimenten ware es aullerdem vielversprechend, Analysen zu einzelnen
Zelltypen, bspw. mittels single-cell transcriptomics durchzufiihren. Die bisher mittels RNAseq
gewonnenen Daten lieferten nur Informationen fiir das gesamte Gewebe der Hypophyse.
Insbesondere fiir die Hypophyse, die ein Organ, bestehend aus vielen verschieden Zelltypen, ist, ware
es anzuraten, Einzelzelldaten zu gewinnen, um zu beurteilen, welche Zellen bzw. Zelltypen die
Genexpressionsunterschiede aufweisen. Zudem konnte Uberlegt werden, ob auch small-RNAseq
durchgefiihrt werden soll, um zusatzliche Informationen zu microRNAs zu erhalten.

Es ist weiterhin empfehlenswert, bereits in anderen Studien beschriebene Expressionsunterschiede
in den anderen am Stoffwechsel beteiligten Organen von DUhLB-Mé&usen, wie Leber, Fettgewebe
und Muskel, um weitere Expressionsanalysen auf Transkriptom- und Proteinebene zu ergénzen.
Diese Analysen sollten sich auf Rezeptoren und die folgenden Signalwege der Hypophysenhormone
in den jeweiligen Effektororganen beziehen. Die Bestimmung von interzelluldren Botenstoffen, wie
Adipokinen und Myokinen im Serum, ist ebenfalls zu erwagen. Dabei wére es von Interesse, diese
wiederum im Zusammenhang mit den Expressionsunterschieden in der Hypophyse zu betrachten.
Mithilfe dieser sogenannten crosstalk-Studien besteht die Chance, die Interaktionen zwischen den
am Stoffwechsel beteiligten Organen naher zu beleuchten.
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6 Zusammenfassung

Sport stellt einen wichtigen praventiven Faktor bei der Entstehung von Stoffwechsel-, Herzkreislauf-,
neurologischen, psychiatrischen und Krebserkrankungen dar. Wahrend sportlicher Aktivitat benétigt
der Organismus aufgrund des gesteigerten Leistungsumsatzes mehr Energie in Form von
Nahrstoffen. Da der Stoffwechsel eines Organismus unter der Kontrolle zahlreicher Gewebe und
Organe steht, die miteinander (iber Botenstoffe und Substrate kommunizieren, wird so eine Reaktion
auf Einflisse, wie bspw. sportliche Aktivitdt, ermoglicht und es kdnnen mehr N&hrstoffe
bereitgestellt werden. Dabei spielt die Hypophyse eine wichtige Rolle. Uber die Sekretion von
Hormonen, wie growth hormone (GH), Adrenokortikotropes Hormon (ACTH) oder Oxytozin (OXT),
kann sie Einfluss auf den Fettsduremetabolismus unter kérperlicher Aktivitait nehmen. Die Hormone
wirken dabei fettmobilisierend (lipolytisch) auf Effektoren wie Leber, Muskel oder Fettgewebe. Ob
auch in der Hypophyse selbst Anpassungen infolge kérperlicher Aktivitat geschehen, ist bis dato noch
nicht ausreichend erforscht. Eine Moglichkeit, Anpassungen auf einen dauReren Stimulus wie Sport zu
untersuchen, besteht in der Analyse der Regulation der Genexpression. Die Genexpression auf RNA-
Ebene kann lber Methoden der Sequenzierung ermittelt werden. Durch Vergleiche mit Kontroll-
Transkriptomen kdénnen die Expressionsunterschiede als Antwort auf innere oder duBere Stimuli, wie
bspw. korperliche Aktivitdt, untersucht werden. Fir solche Untersuchungen eignen sich
Mausmodelle, die tGber die Selektion vieler Generationen von Mausen nach bestimmten Merkmalen,
generiert wurden. An ihnen koénnen komplexe, genetische Anpassungsvorgiange nachvollzogen
werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Expressionsunterschiede betrachtet, die ein
Laufbandtraining auf transkriptioneller Ebene in der Hypophyse von Mausen bewirkt. Es wurde
untersucht, ob  eine Langzeitselektion nach  hoher Laufleistung zu  &dhnlichen
Expressionsunterschieden im Transkriptom fiihrte wie ein dreiwdchiges Laufbandtraining bei nicht-
selektierten Kontrollen.

Flir die Untersuchung der Fragestellungen dieser Arbeit wurden Mause der auf hohe Laufleistung
selektierten Dummerstorfer Mauslinie DUhLB gewahlt. Die DUhLB-Mause sind in der Lage, fiir die
Energiebereitstellung wahrend korperlicher Aktivitat effizient von der Akkumulation zur Mobilisation
von Fett zu wechseln. Um die dafir verantwortlichen Mechanismen zu identifizieren, wurden DUhLB-
und nicht-selektierte Mause einer Kontrolllinie (DUK-Linie) einem dreiwochigen Trainingsexperiment
auf einem Laufband unterzogen. Gleichzeitig wurden zur Kontrolle Tiere beider Linien nicht trainiert.
Von Mausen aus diesen vier Gruppen (acht Mause pro Gruppe, n=32) wurden Proben der Hypophyse
entnommen und fir eine Analyse mittels RNA-Sequenzierung (RNAseq) verwendet. Die RNAseq-
Expressionsdaten wurden mittels quantitativer Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion
(qRT-PCR) technisch validiert. Eine Analyse mittels der Software Ingenuity Pathway Analysis® diente
dazu, die transkriptionellen Expressionsunterschiede in Geninteraktionsnetzwerken zu visualisieren
und funktionell zu interpretieren. Es wurde dabei auch nach Genen gesucht, die funktionell zu den
drei Hypophysenachsen GH, ACTH und OXT zugeordnet werden kdnnen. Der Fokus der funktionellen
Analysen lag auf dem Vergleich der Transkriptome von DUhLB-Mausen und DUK-Ma&usen ohne
Training (DUALB vs DUK_oB) sowie auf dem Vergleich zwischen DUK-Mausen mit und ohne Training
(DUK_LB vs oB). Auf diese Weise wurden die Gene herausgefiltert, die in Assoziation zu hoher
Ausdauerlaufleistung (DUhLB vs DUK_oB) oder Training (DUK_LB vs oB) differentiell exprimiert
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worden sind. Als signifikante Genexpressionsunterschiede galten solche mit einer false discovery rate
(FDR) <0,05.

Mittels RNAseq konnte die Expression von 17.429 verschiedenen Genen in der Hypophyse gemessen
werden. In Assoziation zu hoher Ausdauerlaufleistung waren fast dreimal so viele differentiell
exprimierte Gentranskripte (DEGs) quantifizierbar wie in Assoziation zum Training (1732 bzw. 637).
Um herauszufinden, welche DEGs sowohl im Zusammenhang mit hoher Ausdauerlaufleistung als
auch mit Training differentiell exprimiert waren, wurde die Schnittmenge der beiden Genlisten
untersucht. Es wurden 120 DEGs quantifiziert, die sowohl in untrainierten DUhLB-Ma&usen als auch in
trainierten DUK-Mausen relativ zu untrainierten DUK-Mausen differentiell exprimiert waren. Davon
konnten elf DEGs funktionell den solute carrier (SLC)-Transportern zugeordnet werden. Bis auf
wenige Ausnahmen waren diese SLC-Transporter-Gene in untrainierten DUhLB-Mausen und
trainierten DUK-Mausen relativ zu untrainierten DUK-Mausen vermindert exprimiert. Eine Ausnahme
bildete die Expressionserhéhung des Transkripts SLC2A3, welches den Glukosetransporter GLUT3
kodiert, in untrainierten DUhLB-Ma&usen im Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen. AuRerdem
konnten nicht-differentiell exprimierte Ketonkérper- und Fettsduretransporter sowie weitere Gene,
wie bspw. cluster of differentiation (CD36) und Fettsaurebindungsprotein (FABP4, beide vermindert
exprimiert), die auf einen verminderten Fettsduremetabolismus in der Hypophyse hindeuten, in
Assoziation zu hoher Ausdauerlaufleistung identifiziert werden. In Kombination mit der
differentiellen Expression von SLC2A3 wies dies auf einen erhéhten Glukosebedarf der Hypophyse in
DUhLB-Mausen hin. Die verminderte Expression von Transportern der SLC6-Familie, die fur die
Gammaaminobuttersdure (GABA)-Wiederaufnahme in die Prasynapse zustdandig ist, liel auf eine
verstarkte SignallUbertragung an GABAergen Synapsen in der Hypophyse von untrainierten DULB-
Mausen und trainierten DUK-Mausen relativ zu untrainierten DUK-Md&usen schlieBen. Héhere RNA-
Level von GABA-Rezeptoren in Assoziation zu hoher Ausdauerlaufleistung und Training
untermauerten diesen Schluss. Zudem war eine Expressionsverminderung von Wachstumsfaktoren
sowohl in untrainierten DUhLB-Ma&usen als auch in trainierten DUK-Mausen relativ zu untrainierten
DUK-Mausen zu erkennen. Die differentielle Expression von insulin-like growth factor 2 (IGF2),
Sphingosinkinase 1 (SPHK1, beide in DUhLB vs DUK_oB und DUK_LB vs oB), early growth response
(EGR) 1 und 2 (beide nur in DUhLB vs DUK_0B) deutete dabei auf ein vermindertes Zellwachstum hin,
wahrend die verminderte Expression von secreted frizzled-related protein 1 (SFRP1, in DUhLB vs
DUK oB und DUK LB vs oB) eher fir gesteigertes Zellwachstum sprach. Eine
Expressionsverminderung des Ostrogenrezeptors ESR1 in Assoziation zu hoher Ausdauerlaufleistung
lieR sich nicht mit bereits in Vorexperimenten gemessenen verminderten Ostrogen-Serumspiegeln in
DUhLB-Mausen vereinbaren. Die verminderte Expression von ESR1 lieS, wie auch die der Faktoren
IGF2, EGR2, Leptinrezeptor (LEPR) und Hypophysen-spezifischer positiver Transkriptionsfaktor 1
(POU1F1), keine Hochregulation der GH-Achse in Assoziation zu hoher Ausdauerlaufleitung und
Training vermuten. Die Analyse der Expression von Genen, die mit der GH-Achse assoziiert werden
kénnen (growth hormone releasing hormone Rezeptor (GHRHR, weder in DUhLB vs DUK_0oB noch in
DUK_LB vs oB differentiell exprimiert), Ghrelinrezeptor (GHSR) und Somatostatinrezeptor 2 (SSTR2,
beide in DUhLB vs DUK_oB vermindert exprimiert)), festigte diese Vermutung. Dem entgegen sprach
die mutmallich erhéhte Signallibertragung an GABAergen Synapsen, da diese mit einer GH-
Hochregulation in Zusammenhang gebracht werden kdonnte. Gene, die mit der ACTH- und OXT-Achse
assoziiert werden konnen, zeigten keine signifikanten Expressionsunterschiede und ermoglichten
daher keine Aussage zur Regulation der ACTH- und OXT-Achsen.
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Zusammenfassung

Die vorliegenden Ergebnisse fiihrten zu der Schlussfolgerung, dass die Expressionsunterschiede auf
RNA-Ebene in der Hypophyse der DUhLB-Ma&use linienspezifische Anpassungen an hohe
Ausdauerlaufleistung zeigen konnten. Die Hypothese, dass die Expressionsunterschiede im
Transkriptom der Hypophyse von DUhLB-Mdusen durch die Langezeitselektion zu &dhnlichen
Genexpressionsunterschieden fiihren wie ein dreiwéchiges Laufbandtraining, kann nur fir einen
kleinen Teil der DEGs angenommen werden (7% von 1732 DEGs). Die Ergebnisse implizierten nicht
die vermutete Hochregulation der unter korperlicher Aktivitdt lipolytisch-wirkenden
Hypophysenachsen in Assoziation zu Training oder hoher Ausdauerlaufleistung. Es ist fiir weitere,
zuklnftige Studien empfehlenswert, Serumanalysen der Hormone GH, ACTH und OXT zur
Untersuchung der Konzentration der Hormone im Blut der hier untersuchten Mause durchzufiihren.
Dies kdnnte im Zusammenspiel mit den bereits bestimmten Transkriptomdaten weitere Aufschliisse
Uber die Regulation der Hypophysenachsen bringen.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

ACTH
ADH
ALDH
ANO2
APP

ATP
ATP13A5
AVPR1B
BCV

BMI
BMP

bp
bspw.
bzw.

C

ca.
CAMK2A
CAMKV
cAMP
CBX3-ps7
CCL2

CcD
CDH22
cDNA
CHIAL
CLDN19
cm
COL3A1
cpm

CPT
CRABP1
CREB3L1
CRH
CRHR1
Ct

DAG Expression

Prozent
kleiner als
groRer als
groRer gleich
gleich
bis
Grad Celsius
Mikrogramm
Mikroliter
Mikromol
Anstieg
Adrenokortikotropes Hormon
Antidiuretisches Hormon
Aldehyddehydrogenase
Anoktamin 2
amyloid precursor protein
Adenosintriphosphat
ATPase 13 A5
Vasopressin Rezeptor 1b
biological coefficient of variation
body mass index
bone morphogenetic protein
Basenpaare
beispielsweise
beziehungsweise
Konzentration
circa
Kaliziumkalmodulin-abhdngige Proteinkinase 2A
CaM Kinase-dhnliches Vesikel-assoziiertes Protein
zyklisches Adenosinmonophosphat
Chromobox 3 Pseudogen 7
CC-Chemokin Ligand 2
cluster of differentiation
Cadherin 22
komplementare DNA
Chitinase 1
Claudin 19
Zentimeter
Kollagen Typ 3 Kette Al
counts per million
Carnitin-Palmitoyl-Transferase
Zelluldres Retinsdure-bindendes Protein 1
cAMP-responsive element-binding protein 3-like 1
corticotropin-releasing hormone
corticotropin-releasing hormone Rezeptor 1
cycle threshold
Data Analysis Gene Expression
100



Anhang

DEG

dl

DNA

DNAH
dNTP

Dr. med.
Dr. rer. nat.
DULB
DUhLB_LB vs oB
DUhLB vs DUK_LB
DULB vs DUK_oB
DUK
DUK_LB vs oB
DUXBL1

E

EGR

ESR

et al.

FABP

FAS

FBN Dummerstorf
FC

FDR

FN1

FNDC5

FS

FSH

g

GABA
GABR
GAD1
GC-Gehalt
GH

GHR

GHRH
GHRHR
GHSR
GLUT3
GM4804
GnRH
GPR149
GRM4
H2-Q6
H2-Q7

HHL

HIST
HPRT1

HSL

HVL

IFC

IGF

IMTAG

differentiell exprimiertes Gentranskript
Deziliter

Desoxyribonukleinsaure

Dynein

Nukleosidtriphosphat

doctor medicinae

doctor rerum naturalium
Dummerstorfer hoch-Laufbandlinie
DULB_Laufband vs ohne Belastung
DUILB vs DUK_Laufband

DUILB vs DUK_ohne Belastung
Dummerstorfer Kontrolllinie
DUK_Laufband vs ohne Belastung
double homeobox B-like 1

Effizienz

early growth response protein
Ostrogenrezeptor

et alii, und andere
Fettsdurebindungsprotein

Apoptose Antigen 1, Fas-Rezeptor
Forschungsinstitut flr Nutztierbiologie Dummerstorf
fold change

false discovery rate

Fibronektin 1

fibronectin Type Ill domain-containing 5
Fettsauren

Follikel-stimulierendes Hormon
Gramm

Gammaaminobuttersdure

lonotroper GABA-A Rezeptor
Glutamatdekarboxylase 1
Guanin/Cytosin-Gehalt

growth hormone

growth hormone Rezeptor

growth hormone-releasing hormone
growth hormone-releasing hormone Rezeptor
Ghrelinrezeptor

Glukosetransporter 3
Glyzeraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase Pseudogen
gonadotropin-releasing hormone

G Protein-gekoppelter Rezeptor 149
Glutamat metabotropischer Rezeptor 4
Haupthistokompatibilitatskomplex Il
Haupthistokompatibilitdtskomplex |
Hypophysenhinterlappen

Histon
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 1
Hormonsensitive Lipase
Hypophysenvorderlappen

integrated fluidic circuit

insulin-like growth factor
intramuskulare Triazylglyzeride

101



Anhang

INSRR
IPA®
KCNJ13
kg

KO
LDL
LEPR
LH

miRNA
ml

mM
mmHg
mRNA
MS
MYBPC1
n

NCBI
ng

NGS
nm

nM
NPHS2
OXT
OXTR
PCR
PCSK1
PCSK1n
PD
PDYN
PGCla
PGK1
PKC
POMC
POU1F1
PPAR
PPP1R17
PRL
Prof.
ps
gRT-PCR
RZ

RIN
RNA
RNAseq
RPL
RPLP2

insulin receptor-related protein

Ingenuity® Pathway Analysis

potassium inwardly-rectifying channel subfamily ] member 13
Kilogramm

knockout

low density Lipoprotein

Leptinrezeptor

Luteinisierendes Hormon

Logarithmus

Meter

mean cpm

Milligramm

Magnesiumchlorid

Minuten

mikroRNA

Milliliter

Millimol

Milimeter Quecksilbersaule

messenger Ribonukleinsdure

Multiple Sklerose

Myosin-bindendes Protein Clgr

Anzahl

national center for biotechnology information
Nanogramm

next generation sequencing

Nanometer

Nanomol

Podozin

Oxytozin

Oxytozinrezeptor

Polymerase-Kettenreaktion
Prohormonkonvertase 1/3
Inhibitorprotein der Prohormonkonvertase 1/3
Privatdozent

Prodynorphin
Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor-Gamma-Koaktivator 1o
Phosphoglyzeratkinase 1

Proteinkinase C

Proopiomelanokortin
Hypophysen-spezifischer positiver Transkriptionsfaktor 1
Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor
Proteinphosphatase 1 regulatorische Untereinheit 17
Prolaktin

Professor

Pseudogen

guantitative Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion
Bestimmtheitsmal}

RNA integrity number

Ribonukleinsaure

RNA-Sequenzierung

Ribosomales Protein

Saures Ribosomales 60S-Protein P2

102



Anhang

rpm
RPS

S

S1P
SERPINA1
SFRP1
SHISA7
Sirtl

SLC
SLFN8
SPHK1
SREBP1
SST
SSTR2
STA

SYT2

T3

T4

TAG
Tbx1
Tfam
TGFBR2
TMA4SF1
TNFRSF11B
TRIMS
TRPM2
TSH
TSPAN33
UCP1

Y,

Vges
VOZmax

S

VTN
WNT6

X

Runden pro Minute

Ribosomales Protein S

Sekunde

Sphingosin-1-Phosphat

Serpin Familie A Mitglied 1

secreted frizzled-related protein 1

Shisa Familienmitglied 7

Sirtuin 1

solute carrier

schlafen family member 8
Sphingosinkinase 1

Sterol regulatorisches Element-bindendes Protein 1
Somatostatin

Somatostatin Rezeptor 2

specific target amplification, Praamplifikation
Synaptotagmin 2

Triiodthyronin

Thyroxin

Triazylglyzeride

T-box 1

Mitochondrialer Transkriptionsfaktor A
transforming growth factor beta receptor 2
Transmembran 4 L6 Familienmitglied 1
Osteoprotegrin

tripartite motif containing 5

transient receptor potential cation channel, subfamily M member 2
Thyroidea-stimulierendes Hormon
Tetraspanin 33

uncoupling protein 1, Thermogenin
Volumen

gesamtes Volumen

maximale Sauerstoffaufnahme

versus

Vitronektin

Wnt Familienmitglied 6

Mal

103



Anhang

8.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Fettsduremetabolismus bei submaximaler Aktivitdt (<65% Voamax). ««eeeeervrrrrrreeeesssseinnennns 9
Abbildung 2: Generierung der DUhLB- und DUK-LINI@N.......cccuuuiiiiiiiieeiiiicciee et 20
Abbildung 3: Studiendesign der vorliegenden Arbeit. ... 29
Abbildung 4: Probenvorbereitung flr RNASEQ. ...cuuuuuuiiiii et e ettt e e e e e e et e e e e e e e e e b e 32
Abbildung 5: Benennung der Vergleiche der MauSgruppPeN. ......coeeieereeiiiiceee et e e e 34
FAN o] o 1 o [T o Tl CHI] =Yg o =10 | U o V7T 38
Abbildung 7: Dimensionsreduktion des gesamten NGS-Datensatzes der Hypophyse. ........cccccuuuene.... 44
Abbildung 8: Genexpressionsunterschiede, die DUhLB-Mause ohne Training charakterisieren und die
in der Hypophyse von Kontrollmausen mit Training assoziiert werden konnten........... 46
Abbildung 9: Standardkurve zur Primertestung des Primerpaars DUXBLL..........cccccceeeeeeeeeeeeiiiinennnn, 50
Abbildung 10: Korrelation zur Validierung der NGS-Daten. .......cccoeieiiiiiiiiiiiee e 53
Abbildung 11: ALDH-assoziiertes Geninteraktionsnetzwerk der Hypophyse.......ccccocceeeeiiiiriiiiiicenn.n. 57
Abbildung 12: Geninteraktionsnetzwerk zur ESR1-Regulation in der Hypophyse.......cccccoevvvvviiinnnnnn.n. 58
Abbildung 13: Wachstumsfaktor-assoziiertes Geninteraktionsnetzwerk der Hypophyse................... 59
Abbildung 14: Geinteraktionsnetzwerk zur NFxB-Regulation in der Hypophyse. ......cccoeeevvviiiiiinnnnn.n. 60
Abbildung 15: Regulator effect zum Fettsduremetabolismus in der Hypophyse. ..........ccccvvvvvvvvvnnnnns 62

104



Anhang

8.3 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:
Tabelle 2:

HOrmone der HYPOPNYSE ....iieeeeiicie ettt e e e e e ettt e e e e e e e e e et e e e e e e eeanennaas 11
Bekannte Anpassungen im Stoffwechsel der DUhLB-Linie durch Selektion und kérperliche

Y QY7 - | U PPRPR 21
Tabelle 3: Primer zur Messung der Genexpression in der qRT-PCR.......cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiceceicciee e, 25
Tabelle 4: Verwendete Kits...oooi e s s s s s s s s s s s s s s e s s s s s s e s e e s e e aas 27
B oL R T L= T LY o To [ =l T = 1 TR 27
Tabelle 6: Verwendete SOftWAre ... .o s s s s s s s s e s s s e e e as 28
Tabelle 7: Ablauf des TrainingSeXPeriMENTS. ......uuuiiie e e e e e e e e e e e e atraeeeeaeeeens 30
Tabelle 8: Mastermix-Ansatz zur CDNA-SYNthESE.........coooviiiiiii e 36
Tabelle 9: PCR-ANSAtz zUr PrimerteStUNG ......ooviiiiiii e e e e e e ettt e e e e e e e eaatbaa e e e e eaeeeens 37
Tabelle 10: LightCycler qRT-PCR Temperaturprofil............uueooriiiiiiicc e 37
Tabelle 11: Mastermix fir die STA-REAKLION ... 39
Tabelle 12: Ansatz fiir die Exonuklease-Reaktion .......cccooiiiiiiiiiiiiiiiicisissccccss s 39
Tabelle 13: Assay-ANnsatz flr QRT-PCR........co i e e e e e et e e e e e e e aatbaaeeeeaeeeens 40
Tabelle 14: Probenansatz flr GRT-PCR.......coi i e e e et e e e e e e e et e e e e e aeeenns 40

Tabelle 15:

GRT-PCR Temperaturprofil.. ... e e et e e eeeeeees 40

Tabelle 16: Anzahl DEGs in der Hypophyse im Vergleich der vier Mausgruppen.........ccceuuvveeeeeeeeeenns 45

Tabelle 17:
Tabelle 18:

Genexpressionsunterschiede fiir ausgewahlte SLC-kodierende Gene in der Hypophyse.. 48
Vergleich der mit NGS- und qRT-PCR-bestimmten Genexpressionsunterschiede............. 51

Tabelle 19: Expressionunterschiede fiir ausgewahlte Gene, die funktionell zu lipolytisch-wirkenden

Hypophysenachsen zugeordnet werden KONNEN ...........ouiiiieiiiiiiiiiiiccee e, 64

105



Anhang

8.4 Verzeichnis der Supplementaren Abbildungen

Supplementare Abbildung 1:
Supplementare Abbildung 2:
Supplementare Abbildung 3:

Supplementare Abbildung 4:
Supplementare Abbildung 5:
Supplementare Abbildung 6:

Supplementare Abbildung 7:

RNA-ISOIAtioN. coceiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 108
RNA-AUTIEINIBUNE. c.eeviiiiiee e e e e e e e 109
Genehmigung lber die Verwendung von Abbildungen und Daten aus

IPA® im Rahmen von Veroffentlichungen.....................l 110
ALDH-assoziiertes Geninteraktionsnetzwerk der Hypophyse............. 111

Geninteraktionsnetzwerk zur ESR1 Regulation in der Hypophyse. ..... 112
Wachstumsfaktor-assoziiertes Geninteraktionsnetzwerk der Hypophyse.

Geninteraktionsnetzwerk zur NFkB-Regulation in der Hypophyse. .... 114

106



Anhang

8.5 Verzeichnis der Supplementaren Tabellen
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8.6 Supplementire Abbildungen

*50 mg Gewebepulver/ 1 Stiickchen Gewebe in 1 ml TRIzol-Reagenz )
eGut mischen (schitteln und vortexen)

eHomogenisieren

Zelllyse 20 x Passieren durch Kanile und dann 5 min stehen lassen ODER
ePrecellys: 0,3 g Keramikkugel, 6000 rpom x 30 s y

*0,2 ml Chloroform dazu, 15 s schiitteln, 2-15 min Inkubation bei Raumtemperatur \
eZentrifugieren (15 min, 12.000 g, 4 °C)
eWassrige Phase (600 pl) mit Phenol-Chloroform (600 pl) in Eppendorf-Reagenzgefal
eZentrifugieren (15 min, 12.000 g, 4 °C)

Phasen- ¢(Bei Proteinkontamination: Wiederholung der letzten beiden Punkte)
trennung *Wassrige Phase (500 pl) mit Chloroform (500 pl) in Eppendorf-Reagenzgefal
eZentrifugieren (15 min, 12.000 g, 4 °C) )
eWaissrige Phase (500 pl) mit Isopropanol (500 pl) in Eppendorf-Reagenzgefal
©10-15 min Inkubation auf Eis
RNA- eZentrifugieren (10 min, 12.000 g, 4 °C)
Prizipitation elsopropanol abgiellen )
\
ePellet mit 1,5 ml 75% Ethanol durch Zentrifugieren (5 min, 12.000 g, 4 °C) waschen
eEthanol abgieRen
Waschen ePellet trocknen
J

Losen der ePellet in 41,5 pl RNase-freiem Wasser und 2 min in Ultraschallbad 16sen

RNA

Supplementdre Abbildung 1: RNA-Isolation. Protokoll, unterteilt in flinf Abschnitte mit zugehdrigen
Durchfiihrungsschritten. Ausgangsprodukt war das Gewebe der Hypophyse der DUhLB- und DUK-Mduse aus dem
Tierexperiment (siehe 3.2.2). Endprodukt war die isolierte RNA. Fettgedruckt sind weitere Zugabeprodukte. ul = Mikroliter,
C = Celsius, DUhLB = Dummerstorfer Mauslinie mit hoher Laufleistung, DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, g = Gramm, mg
= Miligramm, min = Minuten, ml = Milliliter, RNA = Ribonukleinsaure, rpom = Runden pro Minute, s = Sekunden
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D

rléb 50 pl RNase-freies Wasser ) r& 400 pl RNA prep Puffer 5 Trocknen (3 min unter
2 inProbe aus vorherigem é = Abzug)
‘o Schritt (Vges = 100 pl) < =
] 8 g Zentrifugieren (30s, w
2 O 12.000g, 30 pl RNase-freies Wasser
g 200 ul RNA binding Puffer Raumtemperatur)
(muss im Verhdltnis 2:1 Filtrat verwerfen . .
zum Probengemisch sein) Eluieren (10 min)
300 pl 100% Ethanol, 700 ul RNA wash Puffer Zentrifugieren (1 min,
Inkubation (5 min, 12.000 g,
Raumtemperatur) { Zentrifugieren (30's, Raumtemperatur)
> 12.000 g, [ >
Auf Zymo-Spin IIC Siule ( Raumtemperatur) Bei Bedarf: Filtrat erneut
tberfiihren, Inkubation (5 Filtrat verwerfen eluieren lassen (10 min)
min, Raumtemperatur), und zentrifugieren
Zentrifugieren (30s,
12.000 g, 400 pl RNA wash Puffer
Raumtemperatur)
Filtrat verwerfen Zentrifugieren (2 min,
12.000 g,
\ J \\ Raumtemperatur) J \_

Supplementdre Abbildung 2: RNA-Aufreinigung. Protokoll, unterteilt in drei Abschnitte mit zugehérigen
Durchfiihrungsschritten. Ausgangsprodukt war das Gemisch resultierend aus dem DNase-Verdau (siehe
3.2.3). Endprodukt war die aufgereinigte RNA. Fettgedruckt sind weitere Zugabeprodukte. pl = Mikroliter,
DNA = Desoxyribonukleinsdure, g = Gramm, min = Minuten, RNA = Ribonukleinsdure, s = Sekunden, Vges =

gesamtes Volumen
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QIAGEN Bioinformatics Technical Support May 13, 2020
To whom this may concern:

FBN Dummerstorf, Institute of Genome Biology, Wilhelm-Stahl-Allee 2, 18196 Dummerstorf (Germany) has
been granted permission by QIAGEN Silicon Valley to use copyrighted figures (both print and digital)
generated from QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis (IPA) for the publication.

Figures and data produced from IPA are available under an open-access CC-BY license for purposes of
publication.

If you have any further questions, please contact QIAGEN Bioinformatics Technical Support at ts-
bioinformatics@gqiagen.com

Best regards,

(on behalf of QIAGEN Silicon Valley)

Bbvecvnrn )azf%z

Bhuwan Singh

Scientist, Advanced Genomics Support

QIAGEN - Sample to Insight

Phone American: +1-866-464-3684 | Danish: +45-80 82 0167

ts-bioinformatics@giagen.com
www.giagenbioinformatics.com

Making improvements in life possible

Supplementire Abbildung 3: Genehmigung liber die Verwendung von Abbildungen und Daten aus IPA® im Rahmen von
Veroffentlichungen. IPA® = Ingenuity® Pathway Analysis
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Supplementire Abbildung 4: ALDH-assoziiertes

Geninteraktionsnetzwerk der Hypophyse. Geninteraktionsnetzwerk ~ Symbollegende iogaFc:

analog zu Abbildung 11 (Abbildung aus IPA®) in der overlay-Funktion O Transmembran-
mit Darstellung des Expressionsunterschieds (log2FC) von ALDH und rezeptor

assoziierter Gene. Gene sind als Knotenpunkte dargestellt: O Transkriptions-
Grin/rot/grau niedrige/h6here/ keine Expression in trainierten im regulator
Vergleich zu untrainierten DUK-Mdausen (DUK_LB vs oB). In Enzym
trainierten im Vergleich zu untrainierten DUK-Mdusen waren in
diesem Geninteraktionsnetzwerk drei Gene differentiell exprimiert Peptidase
(GABRA3, SHISA7 und SLC24A2) und somit mit dem Training
assoziiert. DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, FC = fold change, FDR Transporter
= false discovery rate, IPA® = Ingenuity® Pathway Analysis, LB =

Laufband, oB = ohne Belastung
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Supplementdre Abbildung 5: Geninteraktionsnetzwerk zur ESR1

Regulation in der Hypophyse. Geninteraktionsnetzwerk analog zu
Abbildung 12 (Abbildung aus IPA®) in der overlay-Funktion mit O
Darstellung des Expressionsunterschieds (log2FC) von ESR1 und
assoziierter Gene. Gene sind als Knotenpunkte dargestellt:
Grin/rot/grau niedrige/héhere/keine Expression in trainierten im

Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen (DUK_LB vs oB). In

trainierten im Vergleich zu untrainierten DUK-Md&usen waren in )
O Peptidase

diesem  Geninteraktionsnetzwerk finf Gene differentiell
exprimiert (BMP, ESR1, KCNJ13, SLC13A4, TM4SF1) und somit mit
dem Training assoziiert. DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, FC =
fold change, FDR = false discovery rate, IPA® = Ingenuity®
Pathway Analysis, LB = Laufband, oB = ohne Belastung
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Supplementdre Abbildung 6: Wachstumsfaktor-assoziiertes

Transmembran- D Zytokin

netzwerk analog zu Abbildung 13 (Abbildung aus IPA®) in der
rezeptor
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B O Transkriptions-
(log2FC) von Wachstumsfaktoren und assoziierten Genen. Gene regulator gekoppelter
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untrainierten DUK-Mausen (DUK_LB vs oB). In trainierten im OPeptidase P .
Vergleich zu untrainierten DUK-Mausen waren in diesem I:I Liganden-

. . . . . abhangiger
Geninteraktionsnetzwerk sechs Gene differentiell exprimiert D Transporter nuklezrer Rezeptor
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Supplementdre Abbildung 7: Geninteraktionsnetzwerk zur NFkB-
Regulation in der Hypophyse. Geninteraktionsnetzwerk analog zu
Abbildung 14 (Abbildung aus IPA®) in der overlay-Funktion mit
Darstellung des Expressionsunterschieds (log2FC) des NFkB-
Komplexes und assoziierter Gene. Gene sind als Knotenpunkte
dargestellt: Griin/rot/grau niedrige/hchere/keine Expression in
trainierten im Vergleich zu untrainierten DUK-Mé&usen (DUK_LB vs
oB). In trainierten im Vergleich zu untrainierten DUK-Md&usen
waren in diesem Geninteraktionsnetzwerk sieben Gene
differentiell exprimiert (CDH22, GAT, INSRR, SFRP1, SLC6A12,
SLC6A13 und TSPAN33) und somit mit dem Training assoziiert.
DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, FC = fold change, FDR = false
discovery rate, IPA® = Ingenuity® Pathway Analysis, LB = Laufband,
oB = ohne Belastung
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8.7 Supplementire Tabellen

Supplementire Tabelle 1: RNA-Konzentration der Proben aus der Hypophyse und der cDNA-Konzentration nach dem
Umschreiben

Proben- Konzentration Ausgangs-RNA I_(_onfentratu.)n CDNA (RNA-
Gruppe name in ng/ul Aquivalent) |n. ng/ul nach
dem Umschreiben
H807 125,9 25
H808 267,4 50
H809 279,8 50
DUK ohne H811 468,6 50
Belastung H812 687,0 50
H813 200,5 25
H815 397,7 50
H816 199,9 25
H817 71,4 12,5
H818 333,2 50
H821 174,3 25
H823 237,3 25
DUK Laufband H82a 2112 >g
H826 360,3 50
H827 326,8 50
H828 314,5 50
H797 125,2 25
H798 385,7 50
H800 113,2 12,5
DULB ohne H802 195,0 25
Belastung H803 370,1 50
H804 300,0 50
H805 326,7 50
H806 394,7 50
H785 114,5 12,5
H788 359,7 50
H790 270,9 50
H792 409,8 50
DUhLB Laufband 0793 2519 0
H794 313,5 50
H795 289,9 50
H796 180,8 25

Darstellung der Ausgangskonzentration der RNA (Isolation siehe 3.2.3) aus den Proben aus der Hypophyse von DUhLB- und
DUK-Mdusen. Die Anordnung folgt der Probenzugehérigkeit zu den jeweiligen Gruppen aus dem Trainingsexperiment
(DUK/DUNLB ohne Belastung/Laufband). AuBerdem Darstellung der Konzentration der cDNA (RNA-Aquivalent) nach dem
Umschreiben von RNA in ¢cDNA (siehe 3.2.6.2) fiir die Validerung der RNAseq-Daten (siehe 3.2.6). Grau ist das Wertepaar
der Probe, die aufgrund unzureichender Probenmenge nicht fir die Validierung der RNAseq-Daten genutzt werden konnte.
pl = Mikroliter, cDNA = komplementdre Desoxyribonukleinsdure, DUhLB = Dummerstorfer Mauslinie mit hoher
Laufbandleistung, DUK = Dummerstorfer Kontrolllinie, ng = Nanogramm, RNA = Ribonukleinsdure, RNAseq = RNA-
Sequenzierung
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Supplementire Tabelle 2: Wertepaare fiir die Standardkurve des Primerpaars DUXBL1

Konzentration der Verdiinnungsreihe in ng/pl cycle threshold (Ct)
25 25,29
25 25,60
12,5 26,18
12,5 26,50
2,5 29,24
2,5 29,71
1,25 30,48
1,25 29,76
0,25 32,84
0,25 32,05
0,125 33,27
0,125 33,14
0,025 36,91
0,025 35,81
Negativkontrolle (Wasser) -
Negativkontrolle (Wasser) -

Darstellung der Stufen der Verdiinnungsreihe aus dem cDNA-Pool (siehe 3.2.6.3) zur Testung der Effizienz und Spezifitat des
Primerpaars fir DUXBL1 (siehe 3.2.6.4). Auerdem Darstellung der Ct-Werte fiir die Amplifikation der cDNA in der PCR.
Diese wurden in Abhadngigkeit zur jeweiligen Verdliinnungsstufe in Doppelbestimmung erhoben. Es zeigte sich ein der
Konzentration der cDNA entsprechender Anstieg der Ct-Werte sowie kein deutlicher AusreiBer. Somit konnten alle Ct-
Werte fiir die Erstellung der Standardkurve zur Auswertung der Amplifikation genutzt werden (Abbildung 9). ul = Mikroliter,
cDNA = komplementdre Desoxyribonukleinsdure, Ct = cycle threshold, DUXBL1 = double homeobox B-like 1, ng =
Nanogramm, PCR = Polymerase-Kettenreaktion, - = nicht detektierbar innerhalb von 45 Zyklen
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8.8 Lebenslauf

Personliche Daten

Name: Caroline Charlotte Caffier
Geburtsdatum: 12.06.1997
Geburtsort: Dresden

Staatsangehorigkeit:  Deutsch
Anschrift: Eibauer StraRe 13

01324 Dresden

Telefon: +49 15735731206
Email: caroline.caffier@uni-rostock.de
Familienstand: Ledig

Schulausbildung
09/2003 bis 08/2007 59. Grundschule Dresden
09/2007 bis 07/2015 Evangelisches Kreuzgymnasium Dresden

Abschluss: Abitur 2015

Studium

Seit 10/2015 Studium der Humanmedizin an der Universitat Rostock
1. Abschnitt der arztlichen Prifung: September 2017
2. Abschnitt der arztlichen Priifung: Oktober 2021

Wahlfacher

WS 18/19 Orthopadie

WS 19/20 Echokardiografie

WS 19/20 Sportmedizin und Sportorthopadie

WS 19/20 Transfusionsmedizin
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Promotion

Seit 10/2018

Praktika

06/2012

09/2015
02 bis 03/2016

08/2016

02 bis 03/2018

08 bis 09/2018

05/2019

06 bis 07/2019

08/2019

Publikationen

Erstellen der Dissertation an der Klinik und Poliklinik fir Neurologie,
Universitatsmedizin Rostock,

im Rahmen dessen 10/2018 bis 03/2019 praktische Arbeit im
Forschungsinstitut fiir Nutztierbiologie in Dummerstorf

|ll

Zweieinhalbwochiges Praktikum im Kindergarten ,Bihlauer Waldwichte
Dresden

Einmonatiges Krankenpflegepraktikum im Diakonissenkrankenhaus Dresden
Einmonatiges Krankenpflegepraktikum im Diakonissenkrankenhaus Dresden

Einmonatiges Krankenpflegepraktikum im Krankenhaus St. Joseph-Stift
Dresden

Einmonatige Famulatur, Hausarzt Frank-Michael Elfeld, Dresden

Einmonatige Famulatur, Stadtisches Klinikum Dresden Neustadt, Klinik fir
Innere Medizin

Zweiwodchige Famulatur, Universitatsmedizin Rostock, Klinik und Poliklinik fr
Neurologie

Zweiwochige Famulatur, Universitatsmedizin Rostock, Klinik und Poliklinik fr
Neurologie

Einmonatige Famulatur, Chirurgische Gemeinschaftspraxis Dresden Nord

Brenmoehl, J., Walz, C., Caffier, C., Brosig, E., Walz, M., Ohde, D., Trakooljul, N., Langhammer, M.,
Ponsuksili, S., Wimmers, K., Zettl, U. K., Hoflich, A. 2021. Central suppression of the GH/IGF axis and
abrogation of exercise-related mTORC1/2 activation in the muscle of phenotype-selected male
marathon mice (DUhTP). Submitted.

Walz C., Brenmoehl, J., Trakooljul, N., Noce, A., Caffier, C., Ohde, D., Wimmers, K., Ponsuksili, S.,
Hoflich, A. 2021. Control of protein and energy metabolism in the pituitary gland in response to

three-week running training in adult male mice. Cells, 10, 736.
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Besondere Kenntnisse

Sprachen Deutsch, Muttersprache
Englisch, fliissig in Sprache und Schrift
Spanisch, Grundkenntnisse

PC-Kenntnisse Microsoft Office (Word, Excel, PowerPoint)
Orbis

Kenntnisse in Erster Hilfe (BLS, ALS)

Ort, Datum Caroline Charlotte Caffier
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8.9 Thesen zur Dissertation

1.

Sport stellt einen wichtigen praventiven Faktor bei der Entstehung von Krankheiten, wie
beispielsweise (bspw.) metabolischen Erkrankungen, dar. Der Organismus benétigt wahrend
sportlicher Aktivitat aufgrund des gesteigerten Leistungsumsatzes mehr Energie in Form von
Nahrstoffen. Da der Stoffwechsel eines Organismus unter der Kontrolle zahlreicher Gewebe
und Organe steht, die miteinander iber Botenstoffe und Substrate kommunizieren, ist er in
der Lage auf Einfllsse, wie bspw. sportliche Aktivitat, zu reagieren.

Auch die Hypophyse spielt eine wichtige Rolle als am Stoffwechsel beteiligtes Organ. Uber
die Sekretion von Hormonen, wie growth hormone (GH), Adrenokortikotropes Hormon
(ACTH) oder Oxytozin (OXT), kann sie Einfluss auf den Fettsduremetabolismus unter
korperlicher Aktivitdt nehmen. Die Hormone wirken dabei fettmobilisierend (lipolytisch). Ob
auch in der Hypophyse selbst Veranderungen infolge korperlicher Aktivitat geschehen, ist bis
dato noch nicht ausreichend erforscht.

Ziel der Arbeit war die Betrachtung von Genexpressionsunterschieden, die ein
Laufbandtraining auf transkriptioneller Ebene in der Hypophyse von Mausen bewirkt. Es
wurde untersucht, ob eine Langzeitselektion nach hoher Laufleistung zu &hnlichen
Expressionsunterschieden im Transkriptom fihrt wie ein dreiwéchiges Laufbandtraining bei
nicht-selektierten Kontrollen.

Fir die Untersuchung wurden Mause der auf hohe Laufleistung selektierten Mauslinie DUhLB
sowie Mause der nicht-selektierten Kontrolllinie DUK gewahlt. Jeweils acht DUhLB- und
Kontrollm&use wurden einem dreiwdchigen Trainingsexperiment auf einem Laufband (5x pro
Woche, jeweils 30 (DUhLB) bzw. 15 (DUK) Minuten) unterzogen (Laufband, _LB). Zur
Kontrolle wurden jeweils acht Tiere beider Gruppen nicht trainiert (ohne Belastung, oB).
Von Mausen aus diesen vier Experimentiergruppen (DUhLB oB, DUhLB LB, DUK oB,
DUK_LB) wurden Proben der Hypophyse entnommen (acht Mause je Gruppe, n=32).

Die Proben der Hypophyse wurden fiir eine RNA-Sequenzierung mittels next generation
sequencing (NGS) verwendet. Um differentiell exprimierten Gene (DEGs) zu untersuchen,
wurden auf Basis der vier Experimentiergruppen vier paarweise Vergleiche berechnet. Dabei
wurden die Transkriptomdaten von DUhLB- und Kontrollm&dusen ohne Belastung (DUhLB vs
DUK_oB) und mit Belastung auf dem Laufband (DUhLB vs DUK_LB) miteinander verglichen
sowie die Transkriptomdaten von DUhLB-Mausen mit und ohne Belastung (DUhLB_LB vs oB)
und Kontrollen mit und ohne Belastung (DUK LB vs oB) verglichen. Als differentiell
exprimiert galten Gene mit einer FDR (false discovery rate) <0,05.
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6.

10.

11.

Die RNAseg-Expressionsdaten wurden mittels quantitativer Reverse Transkription-
Polymerase-Kettenreaktion = (qRT-PCR)  technisch  validiert.  Eine  anschlieRende
bioinformatische Analyse mittels der Software Ingenuity Pathway Analysis® (IPA®) diente
dazu, die transkriptionellen Expressionsunterschiede in Geninteraktionsnetzwerken zu
visualisieren und funktionell zu interpretieren. Der Fokus der Analyse mittels IPA® lag auf
dem Vergleich untrainierter DUhLB- und Kontrollmduse (DUhLB vs DUK oB), die
Genexpressionsunterschiede in Assoziation zu hoher Ausdauerlaufleistung zeigten, und
trainierter und untrainierter Kontrollmause (DUK_LB vs oB), die Genexpressionsunterschiede
in Assoziation zum Training zeigten.

Mittels RNAseq konnte insgesamt die Expression von uber 17.000 verschiedenen
Gentranskripten in der Hypophyse der Mause gemessen werden. In Assoziation zu hoher
Ausdauerlaufleistung (DUhLB vs DUK_oB) konnten 1732 DEGs und damit etwa dreimal so
viele wie in Assoziation zum Training (DUK_LB vs oB, 637 DEGs) quantifiziert werden.

Um herauszufinden, welche Gene sowohl in Assoziation zu hoher Ausdauerlaufleistung als
auch in Assoziation zu Training differentiell exprimiert waren, wurde die Schnittmenge der
Genlisten der Vergleiche DUhLB vs DUK_oB und DUK_LB vs oB untersucht. 120 Gene waren
sowohl im Zusammenhang mit hoher Ausdauerlaufleistung als auch im Zusammenhang mit
dem Training differentiell exprimiert. Diese DEGs machten nur einen kleinen Anteil (etwa 7%)
aller DEGs in untrainierten DUhLB-Mausen relativ zu untrainierten DUK-Mausen aus.

Funktionell betrafen die Genexpressionsunterschiede in den beiden Vergleichen DUALB vs
DUK_oB und DUK_LB vs oB bspw. solute carrier Transporter, Wachstumsfaktoren, den
Ostrogenrezeptor ESR1 und assoziierte Transkripte wie den Hypophysen-spezifischen
positiven Transkriptionsfaktor 1 (POU1F1) oder den Leptinrezeptor.

Die Untersuchung der Expressionslevel von Wachstumsfaktoren deutete auf ein
vermindertes Zellwachstum in der Hypophyse in Assoziation zu hoher Ausdauerlaufleistung
und Training hin. Die differentielle Expression verschiedener Transporter implizierte einen
erhohten Glukosebedarf bei vermindertem Fettsauremetabolismus in der Hypophyse von
untrainierten DUhLB-Mausen relativ zu untrainierten DUK-Md&usen. AulRerdem implizierte die
Zusammenschau der Ergebnisse keine Hochregulation der GH-Hypophysenachse in
Assoziation zu hoher Ausdauerlaufleistung oder Training. Eine differentielle Expression von
Genen der ACTH- und OXT-Achse lieR sich aus den RNAseq-Daten der untrainierten DUhLB-
und trainierten DUK-Mause relativ zu untrainierten DUK-Mausen auch nicht ableiten.

Die Analyse des gesamten Transkriptoms der Hypophyse in Assoziation zu einem
Ausdauertraining stellt einen neuen Untersuchungsansatz dar. Die Daten zum Einfluss der
Hypophyse am Stoffwechsel unter korperlicher Aktivitdat missen weiter vervollstandigt
werden und es sollte nach Biomarkern gesucht werden, die einen Zusammenhang zwischen
Sport und Regulation der Hypophysenachsen herstellen, um letztendlich daraus mogliche
diagnostische und therapeutische Ziele fir die Behandlung von Stoffwechselerkrankungen
abzuleiten.
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12. Fiur weitergehende Experimente ware es sinnvoll, Serumspiegel der Hypophysenhormone fiir
die untersuchten Mause zu bestimmen. Des Weiteren ist es empfehlenswert, eine Analyse
der DEGs auf Proteinebene, bspw. lGber western blot, durchzufiihren. Die Kombination aus
Transkriptom-, Protein- und Serumdaten erdffnet potentiell die Moglichkeit, die Regulation
der Hypophysenachsen bei hoher Ausdauerlaufleistung und Training besser abschéatzen zu

kénnen.
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