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1. Abstract

Background Extended skeletal muscle inactivity (disuse) in bed rest results in considerable loss
in muscle histomorphology with functional impairments that can be alleviated by physical exercise

as countermeasure.

Objectives To test the outcome of reactive jumps at supine position on human thigh and calf
muscle histomorphology (myofibre size and type distribution) and other functional parameters

(capillarity and oxygen consumption) in bed rest participants (60 days RSL study).

Methods The RSL study was organized by the European Space Agency (ESA) and hosted by the
DLR at the :envihab human physiology facility, Cologne, Germany in 2015-2016. The study ran
in two campaigns, one bed rest (BR) control (BR-CTRL) and one exercise (BR-Jump) group, each
(n=12), finally resulting in total n=22 study participants subjected to muscle biopsies (VL, n=21;
SOL, n=22). In both groups, muscle biopsies (approximated 150 mg wet weight) were taken from
the thigh and calf muscle before (pre), at the end (post), and during 10 days of recovery (rec),
frozen in liquid nitrogen and further analyzed according to routine histomorphometry (myofibre
size and type distribution), histochemistry (SDH stain), and immunohistochemistry (anti-myosin

heavy chain, MyHC | and I, PECAM) using conventional and confocal laser microscopy.

Results: 60 days of bed rest induced significant reductions in muscle cross sectional area (VL,
p<0,0001; SOL, p<0,0001) and myofibre type transition with increased amount of hybrids (VL,
p=0,0131; SOL, p<0,0001). Several parameters for capillarity, such as capillary-to-fibre ratio (VL,
p= 0.0065), and fibre-specific oxygen consumption of type Il fibres, measured indirectly by SDH-
activity, (p=0.0432) were reduced. Fibre size changes were attenuated, muscle-specific myofibre
type distribution, capillarity and oxygen consumption rate were preserved in both VL and SOL by

exercise in form of reactive jumps.

Conclusion: Reactive jJumps are an appropriate countermeasure to prevent muscle loss following

disuse during long-term bed rest.



2. Kurzzusammenfassung

Hintergrund Eine Entlastung der Skelettmuskulatur, zum Beispiel durch Bettruhe, fuhrt zu einem
ausgepragten Verlust der Muskelhistomorphometrie und —funktionalitat, der durch

Muskelaufbautraining als GegenmalRnahme verhindert oder abgeschwacht werden kann.

Ziele Ziel ist, den Einfluss wvon reaktiven Springen in Rickenlage auf die
Muskelhistomorphometrie und —funktionalitat der Ober- und Unterschenkelmuskulatur von

Probanden einer 60-tagigen Bettruhestudie zu quantifizieren.

Methoden Die RSL-Studie wurde von der European Space Agency (ESA) organisiert und vom
DLR in der Forschungseinrichtung :envihab in Kéln von 2015 bis 2016 veranstaltet. Sie wurde in
zwei Kampagnen, mit jeweils 12 Teilnehmern in einer Kontrollgruppe (BR-CTRL) und einer
Trainingsgruppe (BR-Jump) durchgefiihrt, aus denen letztlich 22 Probanden zu den
Muskelbiopsaten (VL, n=21; SOL, n=22) beigetragen haben. Die Muskelbiopsate (jeweils etwa
150 mg Feuchtgewicht) wurden aus dem VL und SOL beider Muskeln vor (pre), am Ende (post)
und zehn Tage nach (rec) Bettruhe entnommen, in flussigem Stickstoff schockgefroren, zur
weiteren  Analyse  histomorphometrisch ~ (Muskelfasergrole  und  —typenverteilung),
enzymhistochemisch (Succinat-Dehydrogenase-Aktivitatsfarbung) und immunohistochemisch
(Antikorper gegen schwere Ketten des Myosins | & II, PECAM) aufgearbeitet sowie mittels

konventioneller und konfokaler Lasermikroskopie ausgewertet.

Ergebnisse 60-tdgige Bettruhe fiihrt zu einer Verringerung der Querschnittsoberflache der
Muskelfasern (VL, p< 0,0001; SOL, p< 0,0001) und einer Muskelzelltypenverschiebung Uber
einen Anstieg hybrider Zellen (VL, p=0,0131; SOL, p<0,0001). Zusatzlich werden verschiedene
Kapillariesierungsparameter, wie das Kapillaren-Muskelfaser-Verhaltnis (p= 0.0065), und der
indirekt ermittelte oxidative Sauerstoffverbrauch der Typ Il Fasern reduziert (p= 0.0432). Dieser
Rickgang der MuskelfasergroRe, der Kapillarisierungsparameter, des Sauerstoffverbrauchs und
die Muskelfasertypenverschiebung werden durch ein Training bestehend aus reaktiven Spriingen
im VL und SOL aufgehalten.

Schlussfolgerung Reaktive Spriinge sind eine geeignete MalRnahme, einer Muskelatrophie durch

Langzeitbettruhe entgegen zu wirken.



3. Einleitung

Inaktivitatsbedingte Erkrankungen gewinnen durch eine fortschreitende Alterung der Gesellschaft
und einen zunehmend bewegungsarmeren Lebensstil stetig an Bedeutung. So sind Adipositas,
Osteoporose, Diabetes und die koronare Herzkrankheit VVolkskrankheiten und zéhlen vor allem in
der westlichen Welt zu den wahrscheinlichsten Todesursachen. Somit stellen uns die Folgen von
Inaktivitat vor eine enorme gesundheitliche sowie 6konomische Herausforderung, die es moglichst
friih anzugehen erfordert. Dabei kommt vor allem dem muskuloskeletalen Apparat eine besondere
Bedeutung zu. Vor allem &ltere Menschen klagen bereits nach kurzen Phasen der Inaktivitat Gber
einen merklichen Kraftverlust durch Muskelschwund und ein sich daraus ergebendes deutliches
Gefuhl der Bewegungsunsicherheit. Hierin besteht nicht selten ein Teufelskreis, da Unsicherheit
und gefiihlt hohe Anstrengung zur Vermeidung korperlicher Aktivitat fihren und somit weiteren
Muskelabbau férdern, was haufig im Verlust der gesellschaftlichen Teilhabe und der
Selbstversorgungsfahigkeit mundet (1, 2). Doch neben der vorwiegend sitzend arbeitenden
Bevolkerung und den Menschen fortgeschrittenen Alters stehen auch Menschen unter
Extrembedingungen wie der Schwerelosigkeit auBerhalb der Erdatmosphére vor dem Problem des
sukzessiven Muskelschwunds. Astronauten unterliegen mannigfaltigen physiologischen
Veranderungen, die sich negativ auf ihre Leistungsfahigkeit und Muskelkraft austuben (3). Aus
diesem Grund mussen diese bereits mehr als zwei Stunden eines Tages dafiir verwenden, mit
verschiedenen Trainingsmethoden ihre Leistungsfahigkeit zu erhalten, was trotz dieses
zeitaufwendigen Trainingsprotokolls nicht vollstandig gelingt (4, 5). Daher beschaftigt sich die
Weltraummedizin verstarkt mit der Problematik der schwerelosigkeitsbedingten physiologischen
Veranderungen und inwieweit sich diese verhindern lassen, indem in wiederholten
Simulationsmodellen, sogenannten Bettruhestudien, die Auswirkungen der Schwerelosigkeit auf

den Menschen untersucht wird (6).

Die vorliegende Dissertation aus der Arbeitsgemeinschaft Neuromuskuléres System des Zentrums
fir Weltraummedizin an der Charité analysiert Muskelbiopsien der groR angelegten RSL-Studie
(Reactive Jumps on a Sledge Jump System as a countermeasure during Longterm bed rest) aus
den Jahren 2015 und 2016, einer Kooperation des Instituts fur Luft-und Raumfahrtmedizin (DLR)
als Veranstalter der Studie sowie der European Space Agency (ESA) als Organisator, hinsichtlich
der Muskelmorphologie und —funktionalitat, sowie insbesondere den Einfluss der durchgefiihrten

Trainingsmethode als Gegenmalinahme zum Muskelabbau.



3.1 Langzeit-Bettruhestudien

In regelmé&Rigen Abstdnden organisiert die ESA Bettruhestudien in Kooperation mit dem DLR in
KolIn oder dem French Institute for Space Medicine and Physiology MEDES in Toulouse. Hierbei
werden zusatzlich zu den physiologischen Auswirkungen auf die Muskulatur der Probanden
mitunter auch die Effekte auf den Skelettstoffwechsel, das Herz-Kreislaufsystem, das
Gleichgewichtssystem, die kognitive Leistungsféhigkeit, die Thermoregulation sowie das
autonome Nervensystem untersucht. Hierfur werden Simulationsmodelle geschaffen, um die
Begebenheiten in der Schwerelosigkeit auch auf der Erde ann&herungsweise untersuchen zu
kdnnen. Als beste Annaherung hat sich das Modell der Bettruhe in 6°-Kopftieflage (Head Down
Tilt- HDT) etabliert. Die Idee flr die Kopftieflage ist durch Langzeitastronauten selbst angestolien
worden, als sie sich nach Riickkehr zur Erde Uber das Geflihl beklagt haben, fuBwaérts aus dem
Bett zu fallen. Die Kopftieflage hat diese Angst behoben und scheint daher den tatséchlichen
Bedingungen in der Schwerelosigkeit eher zu entsprechen. Durch die Tieflage wird eine
Flussigkeitsverschiebung in die obere Korperhalfte und durch die Bettruhe ein kataboler
Stoffwechsel auf das muskuloskeletale System bewirkt. Da Stoffwechselprozesse jedoch vielen
Aspekten des taglichen Lebens unterliegen, wird streng auf interindividuell genormte Flissigkeits-
und Nahrstoffaufnahme sowie einen konstanten Tag-Nacht-Rhythmus geachtet. Um saisonale
Einflusse auszuschlieRen, wird jede Studie in zwei separate Kampagnen unterteilt, die durch ein

mehrmonatiges Intervall getrennt werden.

Zusétzlich zur Beobachtung der allgemeinen physiologischen Verénderungen wird dabei auch
stets eine Trainingsmethode als mdgliche Gegenmalinahme durchgefiihrt und auf ihre
Wirksamkeit sowie Effizienz, den Normalzustand zu erhalten, geprift. Dazu befindet sich eine
Hélfte der Probanden in einer Interventionsgruppe, um mittels eines gezielten Trainingsverfahrens
die negativen physiologischen Auswirkungen, je nach Wirkungsgrad des Verfahrens, zu
verhindern. Im Wechsel der Studien werden stets weitere Trainingsmethoden auf ihre Wirksamkeit
untersucht, wobei sich die hier untersuchte RSL-Studie von 2015/16 mit Springen auf einem

Schlittensystem beschéftigt.



3.2 Sprungtraining

Die Spriinge auf dem Schlittensystem stellen ein sehr intensives plyometrisches Training dar, mit
der Moglichkeit zeiteffizient Muskulatur aufzubauen beziehungsweise zu erhalten (7, 8). Nicht
minder werden jedoch Knochen gestarkt (9) und auch ein positiver Einfluss auf Bander, Sehnen
sowie ein vermindertes Verletzungsrisiko wird diskutiert (10). Plyometrisches Training basiert auf
dem explosionsartigen Wechsel zwischen exzentrischen (Dehnung der Muskulatur) und
konzentrischen (Verkirzung der Muskulatur) Bewegungsphasen. Durch mdglichst schnelle
Dehnung wird hierbei eine VVorspannung des Muskel-Sehnen-Band-Apparates geschaffen, mit
deren Auflésung in Kombination mit simultaner konzentrischer Muskelkontraktion weitaus mehr

Kraft freigesetzt werden kann als durch isolierte konzentrische Muskelarbeit (7).

3.3 Muskelschwund

Die Muskulatur unterliegt permanenten Umbauprozessen, die je nach Beanspruchung entweder
anabol oder katabol gerichtet sind, sich jedoch im Alltag nahezu ausgleichen (11). Durch ein
verstarktes Muskeltraining kann ein anaboler Zustand erreicht werden, wodurch sich
Muskelmasse, Muskelvolumen sowie die Muskelleistung sukzessiv erhohen (12). Eine
Verminderung der mechanischen Beanspruchung, sei es durch Inaktivitdt oder Wegfall der
Schwerkraft, fihrt hingegen zu einem Kkatabolen Status und somit zu Kkontréren
Muskelveranderungen (13-15). Um diesen Muskelabbau zu quantifizieren, werden verschiedene
Verfahren angewandt, wobei die Untersuchung des Muskels durch ein Muskelbiopsat den
wahrscheinlich wichtigsten Aspekt darstellt. Hierbei kdnnen unter anderem 1. GrolRenanderungen
der Muskelzellen, 2. eine Umwandlung der Muskelfasertypen, 3. ein Umbau der kapillaren
Versorgung sowie 4. intrazellulédre Proteinverdnderungen beobachtet und bewertet werden. Diese
Anpassungen werden ber molekulare Signalprozesse auf zellularer Ebene vermittelt und stellen

eine weitere Moglichkeit der Quantifizierung der Adaptation der Muskulatur dar (16).



Zu 1. Da die Anzahl der Muskelfaserzellen mit der Geburt feststeht, wird ein Muskelwachstum
nicht durch eine Vermehrung der Muskelzellzahl (Hyperplasie), sondern durch Hypertrophie
gewadhrleistet. Myogene Stammzellen, sogenannte Satellitenzellen, die zwischen der
Basalmembran und dem Sarkolemm der Muskelfasern liegen, kénnen sich bei Bedarf teilen und
somit ihre Kerne mit den bestehenden umliegenden Muskelfasern verschmelzen (15, 17). So wird
eine anndhernd konstante Kern-Plasma-Relation und folglich eine hinreichende Versorgung mit
m-RNA zur Proteinbiosynthese gewéhrleistet, wodurch der Muskel beziehungsweise die

Muskelfasern wachsen, ohne jedoch ihre Anzahl zu &ndern.

Zu 2. Neben den verschiedenen Muskeltypen der quergestreiften, glatten und Herz-Muskulatur,
findet sich auch noch eine Unterteilung nach Muskelfasertypen. Da die quergestreifte
Skelettmuskulatur je nach Lage am Korper teils sehr unterschiedliche Funktionen zu erfillen hat,
ist die Existenz verschiedener Muskelfasertypen sinnvoll. Prinzipiell wird in den roten
Muskelfasertyp | und den weien Typ Il unterschieden, die wiederum in weitere Subtypen
eingeteilt werden kénnen. Der Typ | kann im Vergleich nur wenig Maximalkraft aufbringen, halt
dafiir aber lange Zeit ohne Ermudungserscheinungen seine Funktion aufrecht. Daher findet sich
dieser Muskelfasertyp vorwiegend in Muskeln mit Haltefunktion, wie dem Rickenstrecker oder
der Wadenmuskulatur (z.B. musculus soleus). Gewéhrleistet wird seine Ausdauer vorwiegend
durch hohe Myoglobinkonzentrationen zur besseren Sauerstoffversorgung und hohen
Mitochondriengehalt zur effizienteren aeroben Energiegewinnung. Die rote Farbe des Myoglobins
verleiht dem roten Muskelfasertyp | seinen Namen. Der weil3e Muskelfasertyp Il hingegen verfiigt
uber eine hohe Maximalkraft bei geringer Ausdauer und findet sich bevorzugt in Muskeln mit
zielmotorischer Funktion wie der Oberarm- oder Oberschenkelmuskulatur (z.B. musculus
quadriceps femoris vastus lateralis). Er enthalt dafir weit mehr Myofibrillen zur Kontraktion,
wobei ihm jedoch die grolie Anzahl an Mitochondrien und Myoglobin fehlt. Daher arbeitet dieser
Muskeltyp eher ineffizienter anaerob durch Glykolyse, ermiidet somit schneller und erhalt nicht

die tiefrote Féarbung.

Diese Muskelfasertypen kénnen nun je nach Beanspruchung ineinander ubergehen, wobei bei
Immobilisation eine Verschiebung von der sonst dauerhaft stimulierten Typ I-Faser tUber den

Zwischenschritt der Hybridfasern in einen Typ Il erwartet wird (14, 18).



Zu 3. Zur effizienten Energiegewinnung benétigt die Muskulatur ausreichend Sauerstoff, um im
Zitratzyklus in den Mitochondrien genligend Adenosintriphosphat (ATP) flr die Kontraktion der
Muskeln bereitzustellen. Daher sollte ein trainierter Muskel sehr gut durchblutet und somit durch
massenhaft Kapillaren versorgt sein (19, 20). Die Angiogenese wird durch Hypoxie, Dehnung und
Scherkrafte stimuliert, die allgemein wéhrend des Muskeltrainings auftreten (21). Die
Kapillarisierung konnte folglich Riickschlisse auf den Trainingszustand des Muskels ermdglichen
(22, 23).

Zu 4. Intrazellulére Proteine sind in ihrer enzymatischen Funktion mal3geblich an der Muskelarbeit
beteiligt. Veranderte Anforderungen an die Muskulatur sollten daher eine Adaptation der
Enzymkonzentrationen zur Folge haben (11, 24, 25). Der Enzymkomplex Succinat-
Dehydrogenase (SDH) katalysiert in der Mitochondrienmembran die Oxidation von Succinat zu
Fumarat unter gleichzeitiger Reduktion von Ubichinon zu Ubichinol und ist damit essenzieller
Bestandteil des Zitratzyklus, der den einzigen Weg zur oxidativen Energiegewinnung der Zelle
darstellt. VVan der Laarse et al. (26) haben bereits eine Proportionalitat zwischen der SDH-AKktivitat
und dem maximalen zellularen Sauerstoffverbrauch nachgewiesen. Es wird daher angenommen,
dass ein gesteigerter Energiebedarf der Muskelfaserzellen durch Training beziehungsweise ein
verringerter Bedarf durch Nichtbenutzung in hohem Malle die Kapazitdt der Succinat-

Dehydrogenase beeinflussen wird (27).

4 Methoden

4.1 Allgemeiner Studienaufbau

Da die Studie eine Untersuchung von Stoffwechselprozessen beinhaltet, mussten im
Probandenauswahlverfahren strenge Kriterien vorherrschen. Auch der hohe zeitliche Aufwand
sowie die sowohl physisch als auch psychisch fordernde 60-tdgige Bettruhe wiirden ohne prézise
Auswahl der Probanden zu Abbriichen seitens der Teilnehmer fiihren. Als Ausschlusskriterien in
der Probandenakquirierung galten unter anderem eingeschrankte Essgewohnheiten (z.B.
Vegetarismus), Leistungssport sowie jegliche Stoffwechselerkrankung, um mdgliche
Fehlereinfliisse zu vermeiden. Vor Studienbeginn wurde das Studiendesign von der Arztekammer
Nordrhein in Dusseldorf und dem Bundesamt fiir Strahlenschutz genehmigt, sowie von jedem

Probanden das schriftliche Einverstandnis eingeholt.
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Nach mehreren VVoruntersuchungen wurden den Kriterien entsprechend 24 gesunde Probanden im
Durchschnittsalter von 29+6 Jahren, einer Korpergrofle von 181+6 cm wund einem
durchschnittlichen Kdrpergewicht von 77+7 kg in zwei Kampagnen eingeschlossen. Jede der
Kampagnen bestand aus einer 15-tdgigen Eingewohnungsphase zur Basisdatenerfassung (baseline
data collection, BDC-Phase), der 60-tdgigen Bettruhephase in Kopftieflage (HDT-Phase) und
einer sich anschlieenden 15-tdgigen Erholungsphase (Rec-Phase, Recovery), so dass jeder
Proband stationar fur 90 Untersuchungstage in Einzelzimmern der humanphysiologischen
Forschungsanlage :envihab in Koéln untergebracht wurde. Zur Messung des Effektes der
Gegenmalinahme befand sich eine Halfte jeder Kampagne in einer Interventionsgruppe (Jump)
mit regelmaRigen Trainingseinheiten und die andere Halfte in einer Kontrollgruppe (CTRL) ohne
sportliche Betétigung. Die Zuteilung zu einer dieser Gruppen erfolgte randomisiert durch
Minzwurf nach Durchlaufen der BDC-Phase, in der jeder Proband das Trainingsprogramm
durchlief und die korrekte Ausfiihrung kennenlernte. Nach einem Probandenausfall aus
gesundheitlichen Griinden, der nicht in Bezug zur Studie stand, schlossen 23 Probanden, davon 12

in der Interventionsgruppe, die Untersuchung erfolgreich ab.

Die wéhrend des Aufenthalts in der Forschungseinrichtung von uns durchgefiihrten Analysen an
den Gewebeproben der Skelettmuskulatur sind Teil einer grol3 angelegten Untersuchung unter
Beteiligung von bis zu zwdlf weiteren interdisziplindren Arbeitsgruppen internationaler
Wissenschaftlerteams, die aufgrund fehlender Relevanz fiir diese Arbeit nicht namentlich genannt

werden.

4.2 Trainingsprogramm

Das angewandte Training bestand aus Spriingen auf einem Schlittensystem (SJS-Sledge Jump
System) der Firma Novotec Medical GmbH (Pforzheim, Deutschland). In Auftrag gegeben wurde
die Entwicklung von der ESA mit dem Ziel, eine wirksame GegenmafRnahme gegen die negativen
Folgen der Schwerelosigkeit zu entwickeln. Das Schlittensystem soll dabei normale Spriinge in
aufrechter Haltung auf der Erde méglichst genau nachstellen. Das Gerat besteht aus einem Rahmen

11



Abbildung 1 - Schlittenleitsystem zur Absolvierung reaktiver
Springe
Quelle: Probandenaufklarung der RSL-Studie des DLR

mit inwarts gerichteten Schienen an
denen ein Schlitten eindimensional

senkrecht zur Bodenplatte

. entlanggleiten  kann.  Liegt  der

Durchfihrende auf dem Schlitten, wird
er mit Bandern an dem Schlitten und

dieser wiederum mit Bédndern an den

¢ Schienen befestigt, was durch eine

gewisse Restbeweglichkeit  eine
natdrliche Sprungausfiihrung

gewahrleistet. Uber Schulterplatten und

die Bandbefestigung wird nun je nach Trainingseinheit die gewiinschte Belastung auf den Korper

ausgeiibt. Um die regelrechte Ausfihrung sicherzustellen, wurden in der BDC-Phase alle

Probanden mit der Trainingsmethode familiarisiert. Daflir wurden unter Anleitung in einem

Zeitraum von 14 Tagen insgesamt 12 Trainingseinheiten zu je 10 Minuten, bestehend aus 3x20

Spriingen absolviert.

Nach Beendigung der BDC-Phase wurde die Halfte der Probanden in die Interventionsgruppe

eingeteilt und hatte von nun an in den ersten zwei Wochen flinfmalig, spater sechsmalig pro Woche

alternierend zwei verschiedene Trainingseinheiten zu durchlaufen.

Typ 1 - Trainingseinheit

Typ 2 — Trainingseinheit

Aufwarmprogramm:
3 langsame Spriinge
20 Submaximalspriinge bei 0,7 ¢

15 Submaximalspriinge bei 1 g

Aufwarmprogramm:
3 langsame Spriinge
20 Submaximalspriinge bei 0,7 g

15 Submaximalspriinge bei 1 g

15 Maximalspriinge bei 1 g

15 Maximalspriinge bei 1 g

15 Maximalspriinge bei 1 g

15 Maximalspriinge bei 1,2 ¢

15 Maximalspriinge bei 1 g, aber jeder 3.

Sprung einbeinig

15 Maximalspriinge bei 1,2 g

Tabelle 1 - Aufbau der alternierenden Trainingseinheiten
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4.3 Muskelbiopsie

In der RSL-Studie wurden den Teilnehmern beider Gruppen an drei unterschiedlichen Terminen
jeweils von einem Oberschenkel- (musculus quadriceps femoris vastus lateralis, VL) und einem
Unterschenkelmuskel (musculus soleus, SOL) Biopsate entnommen. Entnahmezeitpunkte waren
der 10. Tag der BDC-Phase zur Aufzeichnung des Ausgangszustands 5 Tage vor Beginn der
Bettruhephase, der 59. Tag der HDT-Phase und der 10. Tag der Rec-Phase, so dass nun sowohl
flr die Kontrollgruppe als auch die Interventionsgruppe zum Zeitpunkt vor Bettruhe (pre), nach
Bettruhe (post) und in der Erholungsphase (rec) jeweils Ober- und Unterschenkelbiopsate

vorliegen.

Dauer: BDC: 15 Tage HDT: 60 Tage Rec: 15 Tage

. ———————— T W W ——

I I

| Pre-Biopsie BDC-5) | [ Post-Biopsie BRs9) || Rec-Biopsic Rec+10) |

Abbildung 2 - Chronik des Studienaufbaus

Die Biopsien wurden stets von zwei éarztlichen Fachkollegen des DLR Koln unter sterilen
Bedingungen nach Hautinzision und Faszienerdffnung mit einem Rongeur durchgefiihrt. Die so
gewonnenen Biopsate wurden tber ein kryogenes Verfahren mit flissigem Stickstoff Zellstruktur
erhaltend schockgefroren, bei -80°C zum weiterverarbeitenden Labor der Charité, AG
Neuromuskulares System der Vegetativen Anatomie, transportiert und bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert.
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4.4 Immunohistochemie

Die insgesamt 138 entnommenen Biopsate wurden bei -20°C in einem Kryotom (CM 1860,
LEICA Microsystems) in mdglichst transverser Schnittfiihrung von 8um Dicke auf Objekttragern
(SuperFrost® Plus, 631-0108, VWR International) aufgebracht und wiederum bei -80°C gelagert.
Zur Farbung wurden die Schnitte langsam auf Zimmertemperatur erwarmt und je nach
Untersuchungsschwerpunkt unter unterschiedlichen Bedingungen inkubiert. Aufgrund fehlender
Muskelzellen im Biopsat eines Probanden, wurde dieser in der folgenden Untersuchung des

Oberschenkelmuskels nicht berticksichtigt.

Begonnen wurde stets mit einer 10-mindtigen Fixierung in phosphatgepufferter, 4%iger
Formaldehydldsung und anschlieBendem viermaligen Spulen in Abstanden von funf Minuten mit
einfacher TBS-Pufferlésung (aus 10facher TBS-Stammldsung, pH 7,4, Bestandteile: TRIS, NaCl,
Reinstwasser). Hiernach wurden die Kryostatschnitte stets eine Stunde mit einem Blockpuffer,
bestehend aus 0,3% Triton-X (Octoxinol 9), 2% Normalserum der Spezies Ziege (S-1000, Vector)
und TBS, bei Raumtemperatur inkubiert. Um unspezifische Bindungen durch unsere sekundaren
Antikorper der Spezies Ziege zu vermeiden, war die Verwendung des Normalserums hierbei
obligat. Danach folgten die Inkubationen mit den jeweiligen primaren Antikorpern, die folgend

beschrieben werden.

In einer Dreifachfarbung sollte (1.) die Querschnittsoberflache der Muskelzellen gemessen und
(2.) der Muskelfasertyp bestimmt werden. Hierflir verwendeten wir monoklonale IgG-Antikorper
gegen die schwere Kette des Myosins der Firma Sigma; M8421 (zur Bindung an MyHC-I) und
M4276 (Bindung an MyHC-lla, -Ilb und -11x). Zusatzlich wurde ein polyklonaler Dystrophin-
Antikdrper (SC-15376, Santa Cruz Inc.) als sarkolemmaler Immunmarker verwendet, um die
Muskelzellen deutlich voneinander abzugrenzen. In Abbildung 7 sind die beschriebenen
Farbungen einzeln und Gbereinandergelegt exemplarisch dargestelit.

Fir die Muskelproben des VL wurde ein weiterer Durchlauf vorgenommen, der sich derselben
Antikorper gegen die schweren Ketten des Myosins bediente. Anstelle des Dystrophin-
Antikorpers wurde jedoch mit einem monoklonalen CD31-Antikorper (Dako M0823) gearbeitet.
Dieser bindet an ein Glykoprotein des Endothels (platelet endothelial cell adhesion molecule-1,
PECAM-1) und stellt somit (3.) die GefaRarchitektur des Gewebes dar (siehe Abbildung 11).
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In jedem Durchlauf wurden dieselben fluoreszierenden sekundaren AntikOrper Alexa-488
(A11029), Alexa-555 (A21424) und Alexa-635 (A31575; A31577) zur Markierung der primaren
Antikorperbindung verwandt. Nach Inkubation mit einem sekundéaren Antikoérper und vor
Verwendung des nachsten primdren monoklonalen Antikorpers wurden dabei stets spezifische
Bindungsstellen 70 Minuten mit 15% M.0O.M.-Reagenz (mouse on mouse, Vector MKB-2213)
geblockt. Zwischen jeder Inkubation wurden die Schnitte viermal fir flinf Minuten mit TBS-Puffer
gespult. Zum Schutz vor lichtbedingtem Ausbleichen wurden die Schnitte mit einem Kunstharz
(Vectashield, Vector VEC-H-1500) eingedeckt und in einem Kihlschrank bei +4°C gelagert.

4.5 Enzymhistochemie

(4.) Bei der Succinat-Dehydrogenase-Aktivitatsfarbung handelt es sich um eine
Routinedarstellung der Aktivitdt des Enzyms der Atmungskette. Hierbei wird das Substrat
Succinat durch die Succinat-Dehydrogenase im Gewebe enzymhistochemisch umgesetzt, wodurch
Elektronen auf den artifiziellen Elektronenakzeptor Tetranitroblautetrazoliumsalz (TNBT)
ubertragen werden, der dabei einen blaugrauen unloslichen Niederschlag bildet. Je héher die
Aktivitadt der SDH in den Mitochondrien einer Muskelfaser, desto mehr graublauer Niederschlag
setzt sich ab und desto dunkler erscheint die Zelle (siehe Abbildung 12). Hierflr wurden aus
Grinden der Auswertbarkeit Gefrierschnitte des VL gewéhlt, die an die immunhistochemisch
markierten PECAM-Schnitte (3.) direkt angrenzen (siehe Abbildung 5). Diese wurden unfixiert
fir 45 Minuten lichtarm bei 37°C in einem Inkubationsmedium bestehend aus 1 mg/ml
Tetranitroblautetrazoliumsalz (TNBT - Fa. abcam abl46263) in 100 pl/mg DMF
(Dimethylformamid), 15 mg/ml Natrium-Succinat (Bernsteinsaure Dinatriumsalz Hexahydrat, Fa.
Roth 3195.1) und 0,1 M Phophatpuffer mit einem pH-Wert von 7,6 inkubiert. Hiernach wurde die
Inkubationslésung bei Raumtemperatur mit Leitungswasser abgespult und nach mehrmaliger
Spulung in destilliertem Wasser mit Aquatex (Fa Merck 1.08562) eingedeckt.
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4.6 Auswertung der Schnittbilder

Mittels eines 3-Kanal-Scans wurden unter Zuhilfenahme eines Helium-Neon-Lasers fir die
Wellenlangen 543 nm und 633 nm sowie eines Argon-Lasers der Wellenlédnge 453 nm (ber ein
konfokales Lasermikroskop (TCS SP-2, LEICA) die zuvor fluoreszensmarkierten Muskelbiopsate
angeregt, zur Bildanalyse digitalisiert und unter Verwendung der aktuellsten Version der
hauseigenen Software (LEICA Confocal Software 2.7) quantifiziert. Die Aufnahmen erfolgten mit
einem Objektiv 20facher VergroRerung im Format 1024x1024. Hiermit wurden 1. die
Querschnittsoberflache der einzelnen Muskelfasern und 2. die prozentuale Verteilung der

Muskelfasertypen erhoben.

Zusatzlich wurden mit einem Epifluoreszenzmikroskop (ZEISS Axioplan) unter Verwendung der
Software MetaVue (Vers. 7.6.0.0.) digitale Schnittbilder mit den verschiedenen Sperrfiltersets 38
(BP 470/40, FT495), 43 (BP 545/25, FT 570) und 50 (BP 640/30, FT 660) zur Erfassung der
Emission der sekundéaren Antikorper (488 nm, 555 nm, 635 nm) erstellt und fir die

Kapillarisierungsanalyse 3. Ubereinandergelegt.

1. Querschnittsoberflache der Muskelfasern

Fur jede Muskelprobe wurde eine Serie aus Mikrophotographien, bestehend aus mindestens drei
bis maximal vier unterschiedlichen Gesichtsfeldern unter 20facher VergroRerung, erstellt und,
durch manuelle Umrandung des Dystrophin-immunopositiven Sarkolemms von einem
geblindeten Durchfihrer, die Querschnittsoberflache der Muskelfasern gemessen. Insgesamt
wurden so 13.013 Muskelfasern des SOL und 15.013 des VL analysiert. Die Anzahl der
gemessenen Muskelfasern pro Muskelbiopsat reichte dabei von einem Minimum von 49 bis 445
bei einem Mittelwert von 197 im SOL und 73 bis 427 bei einem Mittelwert von 242 im VL. Die
manuelle Messung wurde von zwei unterschiedlichen Durchfuhrern ausgefuhrt, wobei jeder eine
komplette Muskelreihe (SOL oder VL) bearbeitete.
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2. Muskelfasertypen

Durch denselben geblindeten Durchfiihrer wurde an derselben Mikrophotographieserie durch
Z&hlung der immunopositiven MyHC-I, MyHC-II oder beidseits positiver Hybridzellen das
Vorkommen jedes einzelnen Muskelfasertyps sowie, in Kombination mit der
Querschnittsoberflache zuvor, die jeweilige GroRenanderung jedes einzelnen Muskelfasertyps

ermittelt.

3. Kapillarisierung

In den PECAM-gefarbten Schnittbildern wurde im Programm BTablet (BaLoH Software,
http://www.baloh.nl) jede PECAM-positive Kapillare manuell markiert sowie jede MyHC-I- und
jede MyHC-I11-positive Muskelfaser umrandet.

Farbung; rechts: manuelle Markierung der Kapillaren und Umrandung der Muskelzellen desselben
Muskelquerschnitts
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In einem weiteren Programm mit

Namen AnaTis (BaLoH Software,
http://www.baloh.nl) wurden die so
erhaltenen  Daten in  einen
morphometrischen Bezug gebracht
und  automatisch  ausgewertet.
Neben den weitldufig erhobenen
Werten wie der
Kapillarisierungsdichte (CD), der
' Anzahl der Kapillaren  pro

Quadratmillimeter des untersuchten

Gewebes, und dem Verhaltnis von

Abbildung 4 — Kapillardomanen; Kapillaren (rote Punkte), )
Doménen (blaue Vielecke) Kapillaren- zu Muskelfaseranzahl

(C:F) liegen durch Nutzung des
Kapillardoméanenmodells weitere Werte vor. Eine Kapillardoméne stellt den Bereich um eine
Kapillare dar, der von dieser Kapillare versorgt wird. Die GroRRe der Doméane wird durch die N&he
zu umliegenden Kapillaren bestimmt, da zwischen benachbarten Kapillaren in gleichem Abstand
die Domanentrennlinie gezogen wird. So konnten zusatzliche Werte erhoben werden wie die
Anzahl der Kapillaren, die eine Muskelfaser versorgen (DAF), das lokale Kapillaren-Muskelfaser-
Verhaltnis (LCFR) einer bestimmten Muskelfaser als Summe aller Doménenanteile, die diese
Muskelfaser (berschneiden, und die Kapillaren-Faser-Dichte (CFD), berechnet als
Kapillarenanzahl durch FCSA (Anzahl/mm?2). Mit Hilfe des LCFR-zu-Umfang-Verhaltnisses
konnte aulRerdem ein Wert fur die Sauerstoffaustauschkapazitat fir eine Muskelfaser gefunden
werden. Diese zusatzlichen Werte berticksichtigen die unterschiedlichen Zelltypen des Gewebes
und geben somit zusatzliche Information, die durch die weit gelaufigeren Werte CD und C:F allein

nicht erkannt werden kdnnen (28).
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4. Succinatdehydrogenase

Fur die SDH-Aktivitatsanalyse wurden weitere Mikrophotografien angefertigt und mittels
Messung der Absorbierungsrate eines Interferenzfilters von 660nm die optische Dichte des NBT-
Prézipitats bestimmt. Zur Vermeidung mdglicher Bias, wie wechselnde Beleuchtungsintensitét,
wurde fir jede Mikrophotografie eine Kalibrierungskurve mit einer Filterserie bekannter optischer
Dichte erstellt. So wurde fiir jede Muskelfaser, die zuvor in der PECAM-Analyse gemessen wurde,
zusétzlich die SDH-Aktivitat (OD660nm) bestimmt. Hieraus wurde abhé&ngig von der
Schichtdicke des Kryostatschnittes und der Inkubationszeit wahrend der Farbung der
masseabhangige maximale Sauerstoffverbrauch des Muskelgewebes erhoben (VO2max).
Ausgehend von diesem Wert lasst sich durch Multiplikation mit der FCSA der maximale

Sauerstoffverbrauch einer bestimmten Muskelfaser bestimmen (VO-fibre).

100 um 100 pm

Abbildung 5 — Links: Kryostatschnitt eines Muskelbiopsats in SDH-Farbung; Rechts: Identischer
Gewebeausschnitt des angrenzenden Kryostatschnitts in immunhistochemicher Farbung mit PECAM-
Antikorper

4.7 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen erfolgten in IBM® SPSS Statistics 23. Zusitzlich wurden mit
Graphpad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, California) Grafiken fur die bessere
visuelle Darstellung der Ergebnisse erstellt. Zur Erhebung des Trainingserfolgs wurde eine
Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Zeitpunkt (pre, post, rec) als Innersubjektfaktor und
Muskel (VL, SOL) sowie Intervention (CTRL, Jump) als Intersubjektfaktoren fiir die Daten CSA
und Muskelfaserkomposition durchgefuhrt. Fir die CSA-Analyse wurden Mittelwerte fur jeden
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Probanden erhoben, wéhrend die Muskelfaserkomposition als prozentuale Verteilung der
einzelnen Muskelfasertypen analysiert wurde. Da Daten zur Kapillarisierung (CD, CFD, C:F,
DAF, LCFR, LCFR/Perimeter) und zum zelluldren Sauerstoffverbrauch (SDH, VO;max,
VOxfibre) nur fur den musculus vastus lateralis erhoben wurden, wurden weitere Varianzanalysen
mit Messwiederholungen mit Zeitpunkt (pre, post, rec) und, wenn méglich, Muskelfasertyp (Typ
I, Typ I, Typ I+I1) als Innersubjektfaktoren und Intervention (CTRL, Jump) als einzigem
Intersubjektfaktor durchgefiihrt. Flr den direkten Vergleich zwischen verschiedenen Zeitpunkten
wurden die Daten mittels multipler Post-hoc-t-Tests analysiert. Um Verzerrungen durch
Niveauunterschiede der Ausgangswerte zwischen den Gruppen zu vermeiden, wurde eine
Baseline-Korrektur durchgefiihrt, indem die Daten durch den Ausgangswert dividiert wurden.
Ergebnisse erscheinen folgend als Mittelwerte £ SEM. Als Signifikanzniveau wurde p < .05
gewahlt. (Grafikdarstellung des p-Werts: * < 0,05 ; ¥* < 0,01 ; *** < 0,001 ; **** < 0,0001)

5 Ergebnisse

5.1 Muskelfaserquerschnittsoberflache (CSA)

Der SOL weist deutlich groRere Muskelfaserquerschnitte (5829 um2 £ 2059 um2) als der VL (4757
um2 + 1974 um?) auf (p< 0.0001). Dieser GroRenunterschied zeigt sich fur jeden
Muskelfasertypen. Zudem unterscheiden sich die einzelnen Muskelfasertypen auch zueinander in
ihrer GroRe signifikant (p< 0.0001).

In der Varianzanalyse zeigt sich ein signifikanter Effekt des Faktors Zeitpunkt auf den SOL- (p=
0.001), nicht jedoch den VL-Muskel. Auch findet sich eine Interaktion mit der Intervention (p=
0.010).

In den darauffolgenden Mehrfachvergleichtests der gepoolten Daten verringert sich in der
Kontrollgruppe ohne Trainingsintervention durchweg der Querschnittsdurchmesser der
Muskelfasern zwischen der pre- und post-Probe in beiden Muskeln sowie separat fiir jeden
Muskelfasertypen. Im SOL findet sich zudem fir beide Muskelfasertypen eine signifikante
Zunahme der CSA von post zu rec (p< 0.0001), wahrend die CSA in den Typ Il Fasern des VL
entweder nicht zunimmt oder fiir die Typ | Fasern sogar signifikant abnimmt (p= 0.0045). Trotz

der teilweise erhohten Querschnittsdurchmesser in den rec-Proben, zeigt sich der
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Querschnittsdurchmesser stets signifikant niedriger als die CSA zum pre-Zustand. In der
Trainingsgruppe dagegen erscheinen, bis auf einen Abfall der CSA vom pre- zum post-Zustand
(p< 0.0001) und einer nachfolgenden Zunahme der Typ | Fasern in der rec-Probe (p= 0.0008),

keine Unterschiede zu den verschiedenen Zeitpunkten.

SOL VL
CTRL Jump CTRL Jump
7500- **k****it*k L 2 b2 7500- * — %
o 50004 50004
Typ 3
<
w
© 2500+ 2500
04
7500+ 7500+
o 5000 - 5000+ —
<
w
© 2500+ 2500
04
& & & & & &L & & & & & L
T & < ¢ & < ¢ & < ¢ P <

Abbildung 6 - gepoolte Datenséatze zur Zellquerschnittsoberflache beider Muskeln
(links: SOL; rechts: VL) und beider Zelltypen (oben: Typ I; unten: Typ II), sowohl fiir
die Kontroll- (CTRL) als auch die Trainingsgruppe (Jump)
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Dystrophin. Typ- Dystrophin

2 iy .y 150 pm & 7
Abbildung 7 — Repréasentative Muskelquerschnitte des SOL der Kontrollgruppe desselben Probanden (von
links nach rechts: pre-post-rec); Typ-1 Muskelfasern (rot), Typ-11 Muskelfasern (griin), Dystrophin (blau),
hybride Muskelfasern in Farbzwischenstufen (rot — grin; exemplarisch durch * markiert)

VL
SOL
CSA CSA CSA CSA CSA CSA CSA CSA
gesamt Typl Typ I Hybrid gesamt Typl Typ Il Hybrid

CTRL pre 6121 +54 5820 + 56 7120 £130 5448 +358 5013 £ 52 4782 + 68 5141 +71 4462 + 235
CTRL post 4102 £ 30 3890 +33 4825+ 78 3829+ 75 4385 + 49 4512 + 82 4253 + 68 4632 + 132
CTRL rec 4920 +50 4422 + 57 5714 +105 5310 +133 4212 +£52 4165 + 87 4127 £ 72 4046 + 123
Jump pre 5632 + 41 5445 + 44 6090 + 93 6285 + 365 4594 + 32 4325 £ 49 4716 £41 4355 + 144
Jump post 5424 + 45 5033 + 46 5987 + 97 5918 + 156 4800 + 37 4360 * 64 4993 + 45 4446 + 204

Jump rec 5511 +59 5312+71 6018 +116 4849 +180 4737 £ 32 4320 £ 61 4933 £ 37 4367 + 201

Tabelle 2 - Zellquerschnittsoberflache der Muskelfasern des SOL und VL; gepoolte Mittelwerte £ SEM in
pum2 beider Gruppen (CTRL vs. Jump) zu den drei Zeitpunkten (pre, post, rec)

Die CSA-Mittelwerte zum Zeitpunkt post und zum Zeitpunkt rec sind jeweils fur jeden Probanden
durch den Ausgangswert zum Zeitpunkt pre dividiert worden, um eine Baseline-Korrektur
durchzufuhren und die ZellgréRenentwicklung zwischen den Gruppen zu vergleichen. Auch hier
findet sich ein deutlicher Einfluss der Trainingsintervention auf die ZellgroRe nach 60-tagiger
Bettruhe im SOL, nicht jedoch im VL.
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SOL VL
gesamt Typ | Typ ll gesamt Typ | Typ Il
1.5 %% %% (%% . CTRL
I : Jump
: L oad I +1
1.0 T -  { I : L I
Lo <
) :
© :
0.0 L B . i ! 3
post rec post rec post rec post rec post rec post rec

Abbildung 8 - ZellgrolRenentwicklung beider Muskeln (links: SOL; rechts: VL) getrennt nach
Muskelfasertypen (I + II, I, I1) fur beide Gruppen (CTRL vs. Jump); post-Wert (Mittelwert BR59 /
Mittelwert BDC-5), rec-Wert (Mittelwert rec+10 / Mittelwert BDC-5); y=1.0 entspricht dem pre-Wert

SOL VL
CSA CSA CSA CSA CSA CSA CSA CSA
gesamt Typ 1 Typ 1l Hybrid gesamt Typ 1 Typ 1 Hybrid
CTRLpre  6522+390 6205+413 7626+608 5055+744 | 5402+586 5039+417 5714+741 4660 + 331
CTRL post 4486 +322  4295+300 5103+402 4133+243 | 4479+498 4347 +430 4573+614 4579 +355
CTRLrec  5336+446 4879+386 6190+731 4937 +561 | 5028 +676 4388+504 5330+793 4676 +633
Jump pre 5923 +375 5693+374 6659 +615 5736+529 | 4816+281 4420+204 5063 +354 3800 + 462
Jump post 5700 £321 5149+278 7365+700 5443 =480 5075 +406 4587 £367 5301 +453 4871 +492
Jump rec 5834 +491 5493 +531 6603 +577 4955 * 350 5017 +284 4594 +389  5175+307 5768 835
Zeitpunkt p=0.001 p< 0.0001 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Intervention n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. ns.
Interaktion p=0.010 p=0.034 p=0.014 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 3 - Zellquerschnittsoberflache der Muskelfasern des SOL und VL; Durchschnittswerte der

Probanden als Mittelwert der Gruppe £ SEM in um? dargestellt; getrennt nach den Gruppen (CTRL vs.
Jump) zu den drei Zeitpunkten (pre, post, rec)
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5.2 Muskelfaserkomposition

In den Muskelbiopsien des SOL finden sich sowohl in der Kontrollgruppe (p< 0.0001) (75,62%)
als auch der Trainingsgruppe (p< 0.0001) (70,13%) hoch signifikant mehr Typ | Fasern als Typ Il
Fasern (23,06% / 26,82%). Der VL hingegen besitzt deutlich mehr Typ Il Fasern als Typ | Fasern;
sowohl in der Kontrollgruppe (p< 0.0001) (63,66% / 35,80%) als auch der Trainingsgruppe (p<
0.0001) (67,76% / 28,66%).

Hier gibt es nach der Bettruhe in der Kontrollgruppe jedoch signifikante Anderungen. Im SOL (p<
0.0001) ebenso wie im VL (p= 0.0131) zeigt sich ein Anstieg der hybriden Muskelfasern; von
1,33% auf 12,63% im SOL beziehungsweise von 0,55% auf 10,92% im VL. Zusatzlich verringert
sich die Anzahl der Typ | Fasern im SOL signifikant von 75,62% auf 61,3% (p= 0.0054). In der
Trainingsgruppe hingegen gibt es in keinem der Muskeln eine signifikante Verschiebung im

Vergleich zum Ausgangswert.

Zehn Tage nach erneuter Bewegungsaufnahme weisen die Muskelproben in beiden Muskeln keine
deutlichen Anderungen zur post-Probe auf. Es zeigt sich jedoch ein fortschreitender Prozess der
Muskelfaserverschiebung, der bereits von pre zu post auftritt. So ist die Differenz zwischen pre-

und rec-Zustand stets grofer als von pre- zu post-Zustand.

Erwartungsgemall bestatigt daher auch die Varianzanalyse eine Verdnderung der
Muskelfaserkomposition im zeitlichen Verlauf (p< 0.0001) und einen Einfluss der Intervention

auf diese Muskelfaserverschiebung (p= 0.004).
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Abbildung 9 — Prozentuale Verteilung der Muskelfasertypen beider Muskeln (links: SOL;
rechts: VL) und beider Gruppen (oben: CTRL; unten: Jump) zu den drei Zeitpunkten (pre,
post, rec)

5.3 Kapillarisierung

5.3.1 Kapillarendichte (CD) & Kapillaren-Faser-Dichte (CFD)

Sowohl die CD als auch die CFD zeigen im zeitlichen Verlauf keine signifikanten Anderungen
weder in der Kontroll- noch in der Trainingsgruppe. So finden sich auch zwischen den Gruppen

keine signifikanten Unterschiede.

Die CFD variiert hoch signifikant zwischen den Muskelfasertypen (p< 0.0001).
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Abbildung 10 - links: Kapillarendichte (CD) in mm?, getrennt nach Gruppen (CTRL vs. Jump) zu
den Zeitpunkten (pre, post, rec); rechts: Kapillaren-Muskelfaser-Dichte (CFD) in mm™, getrennt
nach den Gruppen (CTRL vs. Jump) fur die Muskelfasertypen (I + 1, I, Il) zu den Zeitpunkten
(pre, post, rec)

5.3.2 Kapillaren-Muskelfaser-Verhaltnis (C:F)

In der Varianzanalyse weist der zeitliche Verlauf einen marginal signifikanten Effekt auf das
Kapillaren-Muskelfaser-Verhéltnis auf (p= 0.057) und wird durch die Intervention beeinflusst (p=
0.046). In der Kontrollgruppe kommt es zu einem Abfall des C:F (p= 0.0065), der in der

Trainingsgruppe nicht auftritt.

So zeigt die C:F-Entwicklung im direkten Vergleich zwischen den Gruppen signifikante

Unterschiede sowohl zum post- (p=0.0196) als auch zum rec-Zeitpunkt (p=0.0157).

>

Abbildung 11 — Repréasentative Muskelquerschnitte des VL der Kontrollgruppe desselben Probanden (von
links nach rechts: pre-post-rec); Typ-l1 Muskelfasern (rot), Typ-2 Muskelfasern (blau), Endothel (grin),
hybride Muskelfasern in Farbzwischenstufen (rot — blau)
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5.3.3 Kapillardoméanenanzahl (DAF)

Auch die Anzahl der Kapillaren, die eine Muskelfaser versorgen, wird uber den beobachteten
Zeitraum reduziert (p= 0.023). Dieser Effekt ist abhangig von der durchgefiihrten Intervention (p=
0.011), obwohl die Intervention selbst nur marginale Signifikanz zeigt (p= 0.053). Diese
Reduktion ist abhangig vom Zelltyp (p< 0.0001). Wéhrend die DAF in der Trainingsgruppe fur
die Typ | Fasern eher sinkt, steigt sie fur die Typ Il Fasern. In den Post-hoc-Tests zeigt sich in der
Kontrollgruppe eine Reduktion der DAF von pre zu rec (p= 0.0163), sowohl fur die Typ | Fasern
(p= 0.0067) als auch die Typ Il Fasern (p= 0.0217). Fir die Typ Il Fasern findet sich diese
Reduktion bereits zum Zeitpunkt post (p= 0.0456). Dieser Rickgang findet sich nicht in der

Trainingsgruppe.

Auch im direkten Vergleich zwischen den Gruppen nach Baseline-Korrektur gibt es ausgeprégte
Unterschiede nach Bettruhe (p=0.0386), die zum Zeitpunkt rec noch bestehen (p=0.0058). Diese
Unterschiede zeigen sich, bis auf fur die Typ | Muskelfasern zum Zeitpunkt post, in allen

Muskelfasertypen signifikant.

5.3.4 Lokales Kapillaren-Muskelfaser-Verhaltnis (LCFR)

Das LCFR verringert sich von pre zu post in der Kontrollgruppe (p= 0.0461). Dieser Ruickgang
wird maRgeblich durch die Kapillaren um die Typ Il Muskelfasern angetrieben (p=0.0079), findet
sich jedoch auch angedeutet in den Typ | Muskelfasern. In der Trainingsgruppe ist kein Effekt zu
sehen. Die durchgefihrte Varianzanalyse weist einen signifikanten Einfluss des
Innersubjektfaktors Zeitpunkt auf (p=0.003), der sowohl gruppenabhangig ist (p=0.006), als auch
eine Korrelation mit den Zelltypen aufweist (p= 0.001). Der Intersubjektfaktor Intervention ist
jedoch nur marginal signifikant (p=0.064). Post-hoc durchgefiihrte Mehrfachvergleichtests zeigen
eine Verringerung des LCFR von pre zu rec (p= 0.0108), sowohl um die Typ | Fasern (p= 0.0028)
als auch die Typ Il Fasern (p= 0.0206). Der Ruckgang ist bereits nach 60-tagiger Bettruhe
ersichtlich (p= 0.0461) und wird hauptsachlich durch Anderungen um die Typ Il Fasern bewirkt
(p= 0.0079). In der Trainingsgruppe finden sich dagegen keine signifikanten Unterschiede im
zeitlichen Verlauf.

So findet sich auch im direkten Vergleich der LCFR-Entwicklung zwischen den Gruppen ein
deutlicher Unterschied nach der Bettruhe (p=0.0093) und in der Regenerationsphase (p=0.0093).
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Auch getrennt nach Muskelzelltypen entsprechen die Unterschiede dieser Entwicklung. Nur um

die Typ I-Fasern zum post-Zeitpunkt unterscheiden sich die Werte nicht signifikant.

5.3.5 Sauerstoffaustauschkapazitat (LCFR/Perimeter)

Die Sauerstoffaustauschkapazitat unterscheidet sich signifikant zwischen den Muskelfasertypen
(p< 0.0001). Zudem findet sich eine Interaktion zwischen den Faktoren Muskelfasertyp und der
Intervention Uber die Zeit (p= 0.006). So kommt es zu einer gegenldufigen Entwicklung der
Kapazitét in den verschiedenen Zelltypen (Typ I: Anstieg vs. Typ Il: Abfall). Der Zeitpunkt weist
jedoch nur einen marginalen Effekt auf (p=0.065).

Vergleicht man die Sauerstoffaustauschkapazitat der Kontrollgruppe zu verschiedenen
Zeitpunkten, so findet sich eine Reduktion von pre zu rec (p= 0.0393), sowohl in den Typ | (p=
0.0363) als auch den Typ Il Fasern (p= 0.0380). Diese Reduktion zeigt sich in den Typ Il Fasern
bereits zum Zeitpunkt post (p= 0.0181). Auch diese Verdnderungen sind nicht in der

Trainingsgruppe vorzufinden.

Aufgrund fehlender Signifikanz des Intersubjektfaktors Intervention findet sich in der Analyse
zwischen den Gruppen nur in der Entwicklung der Typ Il Fasern zum Zeitpunkt post ein

ausgepragter Unterschied (p= 0.0375).

5.4 Sauerstoffverbrauch

Uber die Messung der optischen Dichte bei 660nm beabsichtigen wir die SDH-Aktivitat der
Muskelfasern und somit indirekt ihren maximalen Sauerstoffverbrauch zu messen. Hier zeigt sich
die OD660nm der Typ | Muskelfasern (0,1579 + 0.03487) signifikant (p< 0.0001) hoher als die
der Typ Il Muskelfasern (0.1271 £+ 0.03768), was sich somit auch in VO2max widerspiegelt. Auch
vom Zeitpunkt hangt die VO.max ab (p= 0.035), wird jedoch nicht durch die Intervention
mafBgeblich beeinflusst. Die VO-fibre hingegen zeigt zusatzlich eine Interaktion zwischen
Zeitpunkt und Intervention (p= 0.042).

Post-hoc ist in der Kontrollgruppe die VOxfibre der Typ Il Fasern von pre zu post reduziert (p=

0.0432), nicht jedoch in der Trainingsgruppe. Obwohl der Intersubjektfaktor Intervention in der
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Varianzanalyse keine Signifikanz aufweist, unterscheidet sich die Reduktion der VOxfibre im
direkten Vergleich der Gruppen vom pre- zum rec-Zustand deutlich (p= 0.0216), sowohl der Typ
I (p= 0.0306) als auch der Typ Il Fasern (p= 0.0485). Fir die Typ Il Fasern ist die Reduktion
bereits zwischen den Zeitpunkten pre und post signifikant (p= 0.0048).

Abbildung 12 - Repréasentative Skelettmuskelquerschnitte des VL der Kontrollgruppe desselben
Probanden in SDH-Féarbung (von links nach rechts: pre-post-rec)

VL CD, mm™ CFD, mm?2 C:F DAF LCFR (LCFR/Perimeter) VO;max x100, VOfibre,
%1000, mm'* kgt min? pl-mm™*-min*
CTRL pre 294 + 26 330 + 26 21+01 6.3+0.3 19+0.1 58+0.3 54+0.5 390 £91
CTRL post 281+ 18 315+21 1.7+£0.2 55%0.3 15+£01 50%0.3 45+0.2 232+ 23
CTRL rec 271+20 292 +18 16+02 51+03 1401 48+0.3 47+0.2 231+27
Jump pre 294 +20 308 + 22 15+01 49+02 13+01 48+0.2 48+0.1 221+23
Jump post 284+ 14 302+ 17 16+£01 51+0.2 14+01 48+0.2 48+0.2 237+ 29
Jump rec 269 £ 21 289 + 22 15+01 50%0.2 13+£01 47+03 45+0.1 218+ 18
Zeitpunkt n.s. n.s. p=.057 p=.023 p=.003 p=.065 p=.035 p=.041
Intervention n.s. n.s. n.s. p=.053 p=.064 n.s. n.s. n.s.
Interaktion n.s. n.s. p=.046 p=.011 p=.006 n.s. n.s. p=.042

Tabelle 4 - Kapillarisierungs- und Sauerstoffverbrauchswerte fir den musculus vastus lateralis; Werte
dargestellt als Mittelwerte + SEM. Kapillarendichte (CD), Kapillaren-Faser-Dichte (CFD), Kapillaren-
Muskelfaser-Verhéltnis (C:F), Kapillardomanenanzahl (DAF), Lokales Kapillaren-Muskelfaser-
Verhaltnis (LCFR), Sauerstoffaustauschkapazitat (LCFR/Perimeter), massespezifischer maximaler
Sauerstoffverbrauch (VO.max) und faserintegrierter Sauerstoffverbrauch (VO.fibre) des VL beider
Gruppen (CTRL vs. Jump) zu den drei Zeitpunkten (pre, post, rec). Ergebnisse der Varianzanalyse des
Innersubjektfaktors Zeitpunkt und des Intersubjektfaktors Intervention, sowie deren Interaktion als p-
Werte; nicht signifikant als n.s. gekennzeichnet
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Abbildung 13 - Entwicklung des Kapillaren-Muskelfaser-Verhaltnisses (C:F), der
Kapillardomanenanzahl (DAF), des lokalen Kapillaren-Muskelfaser-Verhaltnisses (LCFR) und des
faserintegrierten Sauerstoffverbrauchs (VO:fibre) des VL getrennt nach Muskelfasertypen (1 + 11, I, II; in
C:F nicht inbegriffen) fr beide Gruppen (CTRL vs. Jump); post-Wert (Mittelwert BR59 / Mittelwert
BDC-5), rec-Wert (Mittelwert rec+10 / Mittelwert BDC-5); y=1.0 entspricht dem pre-Wert

6 Diskussion

In dieser Arbeit wurde nach mdglichen negativen Einflissen der Langzeitbettruhe auf die
Muskelmorphometrie und —funktionalitat gesucht sowie nach einer Mdoglichkeit, diese zu
verhindern. In diesem Sinne wurden Daten aus den Hauptbereichen der ZellgrolRie,
Zelltypenverteilung, Gewebskapillarisierung und oxidativen Kapazitat erhoben und miteinander
verglichen. Zusatzlich ist von unserer Arbeitsgruppe mit der Biopsie zehn Tage nach
Wiederaufnahme der Bewegung erstmals auch eine Verlaufskontrolle durchgefiihrt worden und
somit eine Aussage zu Regenerationsprozessen der Muskulatur moglich. In jedem einzelnen dieser
Bereiche zeigten sich teils deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Zeitpunkten und
den Gruppen, was zum einem das verwendete Modell als effektives Werkzeug zum Induzieren
von Muskelschwund bestatigt und zum anderen den Nutzen des Trainingsprotokolls mit reaktiven

Springen aufzeigt.
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Kritisch zu hinterfragen sind die relativ hohen Werte der Kontrollgruppe vor Beginn der Studie
im Grof3teil unserer erhobenen Datensétze verglichen mit der Trainingsgruppe. Jedoch ist dieser
Unterschied aufgrund seiner Konsistenz in unseren Ergebnissen letztlich hdchst wahrscheinlich
nur auf die Intervariabilitat der Probanden zurlickzufuihren. Die CSA und Muskelfaserkomposition
wurden von zwei unterschiedlichen Untersuchern gemessen und analysiert, waren beide geblindet
wéhrend der Untersuchung und fanden dennoch Gbereinstimmend sowohl hohere CSA-Werte der
Kontrollgruppe als auch eine Muskelfaserkomposition, die fur einen besser trainierten Muskel
spricht. Auch in den weiteren Analysen des VL zeigte sich die Muskulatur der Kontrollgruppe
besser kapillarisiert und wies eine héhere SDH-Aktivitat auf. Zudem war trotz des Abfalls der
Werte vom pre- zum post-Zustand in der Kontrollgruppe, der in der Trainingsgruppe zuweilen als
Anstieg auftrat, der post-Wert der Kontrollgruppe meist dennoch hoher als der der
Trainingsgruppe. Die Konsistenz und Plausibilitat der Ergebnisse lasst Verzerrungen durch relativ

hohe Ausgangswerte der Kontrollgruppe unwahrscheinlich erscheinen.
Morphologie

Die erhobenen Ergebnisse zur ZellgroRenentwicklung unserer Arbeit stimmen groRtenteils mit
denen anderer, ahnlicher Arbeiten tberein und erfullen somit unsere Erwartungen (14, 15). Eine
Muskelentlastung von 60 Tagen flhrt in unseren Beobachtungen zu deutlichen Riickgéngen der
Faserdurchmesser der untersuchten Muskeln. Bereits zehn Tage nach Bettruhe zeigt sich dagegen
im musculus soleus wieder eine Umkehr des Abbaus hin zu einem ausgepragten Anstieg der
ZellgroRe, der jedoch nicht den zuvor entstandenen Riickgang ausgleichen kann. Méglich ist, dass
der gesamte Anstieg der CSA oder Teile davon durch die vertikale Fliissigkeitsverschiebung
zurick in die untere Korperhalfte zustande kommt. Zwar sorgt der hydrostatische Druck nicht fur
einen Anstieg des Intrazellularvolumens, jedoch fiuhrt die Flissigkeitsverschiebung zu einer
veranderten Herzkreislaufbelastung, die wiederum zu einem veranderten Flussigkeitshaushalt im
Sinne einer gesamtkdrperlich positiven Flissigkeitsbilanz fuhrt(29). Interessanter Weise findet
sich dieses Zellwachstum nicht im musculus quadriceps vastus lateralis. Der Grund hierflr ist
wahrscheinlich eine Kaschierung des Effekts durch den weitaus geringeren Volumenverlust durch
Bettruhe.

Auch das verwendete Trainingsprotokoll mit reaktiven Spriingen erwies sich als geeignet, den
muskuléren ZellgroRenverlust zu verhindern. Wie bereits in zahlreichen Arbeiten beschrieben,
kann Muskelatrophie wahrend Bettruhe in unterschiedlichem Ausmal} verhindert werden (16). Die
von uns getesteten reaktiven Spriinge haben im VL die ZellgroRenverringerung komplett

verhindert und eher eine Tendenz zum Muskelaufbau geleistet, wahrend dies im SOL nicht
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komplett aufgehalten werden kann, da die Muskelfasern Typ I trotz des Trainings in ihrer Groie
abgenommen haben. Dies kann zum einen bedeuten, dass die durchgefiihrten Spriinge den VL
starker beanspruchen als den, wie an der Muskelfaserzusammensetzung zu erkennen, eher der
Haltemuskulatur zuzuordnenden SOL, oder zum anderen der VL schlichtweg weit weniger auf
Entlastung reagiert hat, worauf die fehlende Signifikanz des Intersubjektfaktors Intervention in der
Varianzanalyse des VL hinweist.

Muskelfaserkomposition

Es ist allgemeinhin bekannt, dass eine Muskelentlastung zu einer Verschiebung der Muskelfasern
von Typ | zu Typ Il bewirkt und dabei vermehrt hybride Zelltypen auftreten, die im Verlauf ihrer
Umwandlung positiv fiir beide schwere Ketten des Myosins sind (14, 18). Unsere Ergebnisse
bestatigen den prozentualen Anstieg der hybriden Fasertypen in beiden Muskeln (SOL.: 13,3%;
VL: 10,4%) und den Abfall der Typ I Fasern im SOL (14,3%).

Durch die Effektivitat des durchgefiihrten Trainingsverfahrens in Kopftieflage konnte die
Muskelfaserzusammensetzung erhalten werden und die beobachtete Umwandlung der Zelltypen

ist in der Trainingsgruppe nicht aufgetreten.
Kapillarisierung

Eine zuvor durchgefuhrte Studie (27) mit identischer Datenerhebung jedoch differentem
Studienaufbau fand &hnliche Ergebnisse hinsichtlich der ZellgroRenentwicklung und oxidativer
Kapazitat, im Gegensatz zu dieser hier vorliegenden Arbeit jedoch keinen Einfluss auf die
Kapillarisierung und nur leichte Muskeltypenverschiebung der Muskulatur. Wahrscheinlich
beruht diese Differenz der Ergebnisse maRgeblich an dem beobachteten Zeitraum, der in der Studie
von Bosutti et al. (27) mit 19 Tagen in etwa einem Drittel der vorliegenden Arbeit betrug. Dabei
handelt es sich beim strukturellen Umbau der Muskulatur um einen tragen Prozess ist. So bendtigt
allein die typische Konversion des Muskelfasertyps | zum Muskelfasertypen Il in der Muskulatur
der Ratte durchschnittlich um die 14 Tage (30). Uber die genaue Halbwertzeit der schweren Ketten
des menschlichen Myosins ist dabei noch weit weniger bekannt (31) und, wenn man unsere
Ergebnisse im Verlauf von post zu rec interpretiert, ist der Umbau entweder noch fortlaufend oder
einige der bereits zum Zeitpunkt pre als Typ Il bestehenden Muskelfasern bereits wieder in der
Umwandlung in Typ | Muskelfasern, wodurch die wachsende Anzahl an Hybridzellen zum
Zeitpunkt rec zu erklaren wére. Da sich jedoch die relative Anzahl der Typ | Muskelfasern von
post zu rec weiterhin reduziert, ist der fortlaufende Prozess auch nach 60 Tagen als

wahrscheinlicher anzusehen. Generell scheint der musculus soleus starker oder zumindest
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schneller seine Kapillarisierung an eine verringerte Beanspruchung zu adaptieren (32). Wird nach
42-45 Tagen der Bettruhe kein Anhalt einer Anpassung der Kapillarisierung in der C:F und CD
des musculus vastus lateralis gefunden (33, 34), erscheint diese nach 90 Tagen der Bettruhe
deutlich (32). Wir befinden uns mit einem Zeitraum von 60 Tagen mitten im Intervall zwischen
dem genannter Studien und finden eine Verringerung des C:F wohingegen fir die CD nur eine
Tendenz beschrieben werden kann. Gemeinhin wird die Aussagekraft der CD jedoch angezweifelt,
da durch Atrophie der Muskelzellen eine verstérkte Kapillarisierung vorgetauscht werden kann
(20). Allerdings zeigen sich in den zusatzlichen Kapillarisierungswerten, die von den zuvor
genannten Studien nicht untersucht wurden, ebenso sowohl signifikante Adaptionen, als auch ein
Ausbleiben eben dieser. Dieser Unterschied konnte darauf beruhen, dass wir uns mit 60-tagiger
Bettruhe genau im  benétigten  Zeitraum fur erste  aussagekréftige vollendete

Kapillarisierungsumbauprozesse befinden.

Vergleichen wir die Gruppen miteinander, um den Effekt der reaktiven Spriunge auf die
Kapillarisierung der Muskulatur zu messen, finden sich deutliche Unterschiede. Ist das C:F in der
Kontrollgruppe im Verlauf der 60 Tage noch signifikant zuriickgegangen, geschieht dies nicht in
der Trainingsgruppe. So weicht die Anderung des C:F der Trainingsgruppe stets signifikant von
der Kontrollgruppe ab. Auch die Auswirkungen des plyometrischen Trainings auf die anderen
Messwerte zur Quantifizierung der kapillaren Blutversorgung wie das LCFR und die DAF

unterscheiden sich teilweise signifikant.
Sauerstoffverbrauch

Unsere Ergebnisse zeigen eine deutlich hohere oxidative Kapazitat der Typ | Fasern gegenuber
der Typ Il Fasern. Auch der signifikante Abfall der oxidativen Kapazitat nach 60-tagiger
Bettruhe féllt in den Typ | Fasern geringer beziehungsweise erst verzogert auf. Jedoch werden in
der Analyse, aufgrund der Muskelfasertypenverschiebung von Typ | zu 1l, die besonders stark
beeinflussten Typ | Fasern nicht miteinberechnet, da sie fortan als Hybridzellen gezahlt werden.
Hier liegt wahrscheinlich der Grund fir den geringeren Effekt. Aufgrund der bekannten
Richtung von Typ | zu Il wére hier ein Hinzurechnen der Hybridfasern zu den Typ | Fasern
maoglich gewesen, wahrend wir sie wegen zu geringer Zahl nicht separat berechnet haben und sie
daher nur im Datensatz der gesamten Zellen erscheinen. Im Gruppenvergleich zeigt sich durch
den deutlichen Abfall der oxidativen Kapazitat der Kontrollgruppe und durch eine eher steigende
Enzymaktivitat durch Training ein ausgepréagter Unterschied vor allem nach 70 Tagen. Dieser
tritt jedoch bereits nach 60 Tagen auch in den Typ Il Fasern auf.
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Andere Studien zur oxidativen Kapazitat der Muskulatur nach Bettruhe oder Immobilisation sind
sehr uneinheitlich, sowohl in der Methodik zur Datenerhebung als auch in ihren Ergebnissen.
Wahrend einige ebenso die Enzymaktivitat der SDH zur Quantifizierung der oxidativen
Kapazitat herangezogen haben (27, 35), haben andere gleich mehrere Enzyme der Atmungskette
beziehungsweise bevorzugt die Citrat-Synthase betrachtet (36, 37). Da in unserem Fall die
Entlastung langer angehalten hat als in der Studie von Bosutti et al. (27), fallt die
durchschnittliche Reduktion der SDH-AKktivitat prozentual héher, jedoch aufgrund einer héheren
Standardabweichung, erst zum Zeitpunkt rec fur alle Muskelfasertypen signifikant aus.
Ubereinstimmend zeigen sich der Ergebnisse von Berg et al. (36) zur Citrat-Synthase, deren
Abfall durch Entlastung des VL auf eine verringerte oxidative Kapazitat hindeuten. Und obwohl
Fitts et al. (37) mit einem Anstieg der Citrat-Synthase-Aktivitat einen gegenlaufigen Effekt der
Muskelentlastung gefunden haben, zeigte sich in den Ubrigen untersuchten Enzymaktivitéaten
eine Verschiebung vom oxidativen Typ | zum glykolytischem Typ Il. Allen Studien gemein ist
ein deutlich positiver relativer Effekt des Trainings auf die oxidative Kapazitat, obgleich einige,
wie in unserem Fall, einen Abfall in der Kontrollgruppe verhindert, andere dagegen durch
Training eher einen Anstieg der oxidativen Kapazitat im Vergleich zur Kontrollgruppe
herbeigefiihrt haben. Die Ergebnisse bestatigen somit einen Riickgang der Mitochondriendichte

beziehungsweise der mitochondrialen Enzymaktivitaten durch Bettruhe (33).
Schlussfolgerung

Langzeitbettruhe verursacht eine Atrophie der entlasteten Muskulatur, die sich in einer
verringerten ZellgroRe, Kapillarisierung, oxidativen Kapazitat und einer veranderten
Muskelfasertypenverteilung widerspiegelt. Diese Anderungen sind erfolgreich durch ein
Trainingsprotokoll, bestehend aus reaktiven Spriingen wahrend der permanenten 60 Tage
andauernden Liegephase der RSL-Studie, aufgehalten worden, sodass unser Trainingsprotokoll
als ein weiteres, moglicherweise effizienteres, Werkzeug genutzt werden kann, Muskelabbau in

Folge von Schwerelosigkeit oder Bettlégerigkeit zu verhindern.
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