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1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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2 Einleitung

2 EINLEITUNG

Ausdauerleistungsfahigkeit und ihre Trainierbarkeit gehéren in der Sportwissenschaft und
Sportmedizin seit jeher zu den zentralen Forschungsgegenstanden. In den letzten Jahren findet
aber auch ihre Bedeutung im praventiven und rehabilitativen Bereich zunehmende Beachtung.
Sportmedizinern, Trainern und Sportlern ist seit langem bekannt, dass sich die Ausdauer-
leistungsfahigkeit durch entsprechendes Training zwar grundsatzlich steigern lasst, der er-
reichbare Grad der Verbesserung von Mensch zu Mensch jedoch sehr unterschiedlich ist.
Ergebnisse von Zwillings- und Familienstudien der 70er und 80er Jahre zeigten, dass diese
erheblichen interindividuellen Variationen sowohl in der Ausdauerleistungsféhigkeit als auch
ihrer Trainierbarkeit zu einem beachtlichen Anteil erblich sind. Dank des technischen Fort-
schritts in Molekularbiologie und Gentechnologie ist es inzwischen mdglich, auf der Ebene
der DNA (= Desoxyribonucleic acid) nach einzelnen Genvarianten zu suchen, welche die
Ausdauerleistungsfahigkeit bzw. ihre Trainierbarkeit beeinflussen. In vorausgegangenen
Studien wurden bereits eine Reihe von Polymorphismen in Genen mit unterschiedlichsten
Funktionen untersucht, und erste Korrelationen mit der Auspréagung der Ausdauerleistungs-
fahigkeit gefunden, u.a. bei Genen aus den Bereichen Sauerstofftransport im Blut, Regulation
des Blutdrucks und Blutflusses und anaerober Muskelstoffwechsel (WOLFARTH et al. 2005).
Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf drei Polymorphismen in einer Gruppe von
nukledren Rezeptoren, den ,,Peroxisome Proliferator-activated Receptors® (PPARs). Da
PPARs wichtige Regulatoren im Fett- und Kohlenhydratstoffwechsel sind, kénnten Varianten
in den zugehdrigen Genen zu relevanten Unterschieden in der Relation von Fettsdure- und
Kohlenhydratstoffwechsel bzw. zu einer mehr oder weniger starken Zunahme der oxidativen
Kapazitét der Skelettmuskulatur nach systematischem Ausdauertraining fuhren.

Man erhofft sich, durch die Identifizierung von Assoziationen bestimmter Genvarianten mit
den Phanotypen Ausdauerleistungsféhigkeit und Trainierbarkeit Erkenntnisse Gber bisher nur
unvollkommen verstandene physiologische Regulations- und Anpassungsmechanismen zu
gewinnen. Die mdglichen Anwendungen dieser Erkenntnisse liegen dabei nicht nur im
Bereich des Leistungssports, sondern konnten ebenfalls in der Prévention und Therapie
chronischer Krankheiten wie Adipositas, Hypertonie, Diabetes Typ 2 oder der koronaren
Herzkrankheit Bedeutung erlangen. Im Idealfall konnten z.B. Medikamente entwickelt wer-
den, welche negative Konsequenzen einer bestimmten Genvariante fur den Stoffwechsel
kompensieren wirden. Denkbar ware auch, dass nach einer Genanalyse entschieden werden
kdnnte, ob ein Patient von einem Behandlungsversuch mit Ausdauertraining profitieren wirde

oder ob eine medikamenttse Therapie viel versprechender wére.
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3 THEORETISCHE GRUNDLAGEN UND PROBLEMSTELLUNG
3.1 Ausdauerleistungsfahigkeit und ihre Grundlagen

3.1.1 Begriffsbestimmung Ausdauerleistungsfahigkeit

Unter Ausdauer versteht man in der Sportwissenschaft ganz allgemein die F&higkeit,
Belastungen einer bestimmten Intensitat flr modglichst lange Zeit ohne Ermudungserschei-
nungen standzuhalten (HoLLMAN und HETTINGER 2000). Je nach Art des Muskelstoff-
wechsels, Form der verrichteten Arbeit, Anteil der arbeitenden Muskulatur und Dauer der
Belastung werden verschiedene Ausdauerformen unterschieden. Im Folgenden bezieht sich
der Begriff Ausdauerleistungsfahigkeit in Anlehnung an die einschl&gige Literatur nur auf die
Leistungsfahigkeit im Bereich der allgemeinen aeroben Ausdauer bei dynamischer Muskel-
arbeit. Diese zeichnet sich durch eine Uberwiegend Sauerstoff verbrauchende (= aerobe)
Energiegewinnung und den Einsatz von mindestens 1/6 — 1/7 der gesamten Muskelmasse aus
(HoLLMAN und HETTINGER 2000). Unter energetischen Gesichtspunkten entspricht die Aus-
dauerleistungsfahigkeit der maximalen Energie, die mit Hilfe aerober Stoffwechselprozesse

pro Zeiteinheit bereitgestellt werden kann (BASSETT u. HowLEY 2000).

3.1.2 Einflussfaktoren auf die Ausdauerleistungsfahigkeit

Voraussetzungen flr eine ausgewogene aerobe Energiebereitstellung wéhrend lang andauern-
der Muskelarbeit sind eine ausreichende Durchblutung und Versorgung der Muskulatur mit
Sauerstoff und N&hrstoffen. Im Muskel selbst ist vor allem seine Ausstattung mit Mitochon-
drien und Enzymen des aeroben Stoffwechsels entscheidend fiir seine Kapazitat, aus Nahr-
stoffen unter Sauerstoffverbrauch Energie zu gewinnen. (HOLLMAN u. HETTINGER 2000).
Reicht die Sauerstoffversorgung bzw. die oxidative Kapazitat des Muskels unter hoher
Belastungsintensitat nicht aus, um den Energiebedarf vollstandig Gber aerobe Stoffwechsel-
wege abzudecken, kommen vermehrt auch anaerobe Stoffwechselprozesse zum Einsatz. Als
Nebenprodukt dieser anaeroben Stoffwechselwege entsteht Laktat, welches im Muskel zu
einem pH-Abfall und in dessen Folge zu einer schnellen Ermudung fiihrt (HOLLMAN u.
HETTINGER 2000). Die allgemeine aerobe Ausdauerleistungsféahigkeit wird deshalb zum
grolRen Teil von der Kapazitat des kardiopulmonalen Systems hinsichtlich der Sauerstoff-
versorgung der arbeitenden Muskulatur sowie der oxidativen Stoffwechselkapazitat der
Muskulatur bestimmt (BASSETT u. HowLEY 2000).

Durch systematisches Training l&sst sich die Ausdauerleistungsfahigkeit deutlich steigern, so
dass der Trainingsstatus ebenfalls entscheidend fiir die Auspragung der Ausdauerleistungs-
fahigkeit einer Person ist. Des Weiteren spielen aber auch biomechanische, koordinative,
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3 Theoretische Grundlagen und Problemstellung

psychologische und nicht zuletzt umweltbezogene Aspekte eine Rolle (SHEPHARD 1993,
HOLLMAN u. HETTINGER 2000). AulRerdem gibt es deutliche Hinweise auf eine genetisch
bedingte Komponente bei der Ausprdgung von Ausdauerleistungsfahigkeit und Trainier-
barkeit.

Genetische Faktoren
und
Umweltfaktoren

~~ ~~ ~

Somatische Faktoren " " Psychische Faktoren
Adaptationen in )

G_t_eschlec"ht Folge von Training Elns_telll_ung

KérpergroBe Motivation

Biomechanik

Biologisches Alter

Gesundheit Service Funktionen

1. Sauerstoffaufnahme ::l I
I—L> Atmung

Herzminutenvolumen
Art der Belastung Transportkapazitat w
Intensitat Sauerstoffutilisation Hohe
Dauer Luftdruck
Technik :> 2. Substrate <] Hitze/Kalte
Lage Nahrungsaufnahme Luftverschmutzung
Rhythmus Depotbildung

Mobilisierung

hL g

Energieliefernde Prozesse

T

Korperliche Leistung

Abbildung 1: Einflussfaktoren auf die Ausdauerleistungsfahigkeit.
In Anlehnung an: ASTRAND 1993, Abb. 18.2, S.190.

3.1.3 Messung der Ausdauerleistungsfahigkeit: Die maximale Sauerstoffaufnahme
Einen aussagekréftigen und zuverlassigen Indikator fir die Ausdauerleistungsfahigkeit einer
Person stellt ihre maximale Sauerstoffaufnahme (VO.max) dar. Sie gilt in der Sportwissen-
schaft unter mehreren weiteren MeBmethoden als der Goldstandard zur Beurteilung der
Ausdauerleistungsfahigkeit (MEYER u. KINDERMANN 1999). Die VO,max ist definiert als das
grolite Volumen an Sauerstoff, welches der Kdrper unter intensiver Belastung pro Minute auf-
nehmen und in aeroben Stoffwechselprozessen verbrauchen kann (GARRET u. KIRKENDALL
2000). Um die Ausdauerleistungsfahigkeit von Individuen mit unterschiedlicher KérpergroRe
und Korperbau besser vergleichen zu kdénnen, wird die maximale Sauerstoffaufnahme oft
auch in Relation zum Kérpergewicht in ml/kg-min™ angegeben (HOLLMAN u. HETTINGER
2000).

Eine hohe VO,max ist absolute Voraussetzung fir Spitzenleistungen im gesamten Aus-
dauerbereich (FAGARD et al. 1991). So erreichen Weltklasseausdauersportler maximale Sauer-
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stoffaufnahmeraten von bis zu 90ml/kg-min™, wahrend die Mehrzahl untrainierter gesunder
Normalpersonen VO,max-Werte im Bereich von 30-50ml/kg-min” aufweist (MEYER u.
KINDERMANN 1999, HOLLMANN u. HETTINGER 2000, GARRET U. KIRKENDALL 2000).

Durch Ausdauertraining kann bei normaler Ausgangslage die maximale Sauerstoffaufnahme
durchschnittlich um 20-30%, maximal um ca. 40% gesteigert werden (BOUCHARD et al. 1988,
BoucHARD et al. 1992). Nur in Ausnahmeféllen - insbesondere, wenn die VO,max einen
extrem niedrigen Ausgangswert hatte, wie z.B. nach langer Bettruhe - sind auch Verbes-

serungen um mehr als 40% beobachtet worden (HOLLMAN u. HETTINGER 2000).

3.1.4 Korperliche Anpassungsreaktionen in Folge von Ausdauertraining

Die Maoglichkeit zur Steigerung der Ausdauerleistungsféhigkeit durch Training l&sst sich auf
adaptive Vorgange in den verschiedenen beteiligten Organsystemen zuriickfuhren. Im kardio-
pulmonalen System richten sich diese Anpassungen in ihrer Gesamtheit auf eine Zunahme der
Kapazitat fur die Sauerstoffaufnahme aus der Atemluft ins Blut und des Sauerstofftransports
im Blut zur arbeitenden Muskulatur (GARRET u. KIRKENDALL 2000). In der Muskulatur selbst
sind sowohl strukturelle als auch metabolische Veradnderungen zu beobachten, die in ihrem
Zusammenspiel zu einer groRBeren und effizienteren aeroben Energiebereitstellung fihren
(HoLLMAN u. HETTINGER 2000). Auf der strukturellen Ebene kann es durch Ausdauertraining
zu einer Verschiebung der Muskelfasertypenrelation von Typ Il oder ”Fast twitch” (FT)
Fasern zu Gunsten der Typ | auch ”Slow Twitch” (ST) Fasern kommen (WANG et al. 2004).
FT-Fasern kontrahieren schnell und mit groRer Kraft, generieren die benétigte Energie aber
uberwiegend anaerob und ermiiden daher sehr schnell. ST-Fasern kontrahieren zwar lang-
samer und weniger kraftvoll, sind jedoch auf Grund ihres vorwiegend aeroben Stoffwechsels
relativ resistent gegen Ermudungserscheinungen und damit prédestiniert fur Ausdauer-
belastungen (GoLLNICK et al. 1972, SALTIN et al. 1977, ZIERATH et al. 2004). Die Umwand-
lung von Typ Il zu Typ | Fasern wird vermutlich Giber ein System von miteinander inter-
agierenden Regulationsproteinen und Signalwegen gesteuert. Unter anderen sollen Peroxi-
some Proliferator-activated Receptor y coactivator 1la (PGC-1a), Peroxisome Proliferator-
activated Receptor y coactivator 1B (PGC-1p), Calcium/Calmodulin dependent protein kKinase
IV (CaMKIV) und Calcineurin A (CnA) in diesem Regulationssystem wichtige Positionen
einnehmen (HANDSCHIN et al. 2003). In metabolischer Hinsicht kann Ausdauertraining tber
eine Vermehrung von Mitochondrien und oxidativen Stoffwechselenzymen und eine Vergros-
serung der Energiesubstratspeicher in der Skelettmuskulatur eine Steigerung der aeroben
Stoffwechselkapazitat um mehr als 100% bewirken (GoLLNicK et al. 1973, HOLLOSZY u.
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CoYLE 1984, HOLLMAN u. HETTINGER 2000). Dieses hat unter anderem auch positive Effekte
auf die Nutzung von Fettsduren als Energielieferant.

Der Anteil der Fettsdureoxidation an der gesamten Energieversorgung der arbeitenden
Muskulatur ist vor allem von der Arbeitsintensitat abhéngig und nimmt mit der Dauer einer
gleich bleibenden Belastung zu. Die hochste Rate der Fettsdureoxidation wird bei einer
mittleren Belastungsintensitat von ca. 60-65% VO,max gemessen. Ein weiteres Ansteigen der
Intensitit fuhrt zu einer Abnahme der Fettsdureoxidation bei zunehmendem Anteil der
Kohlenhydratnutzung (RomuN et al. 2000, LANGE 2004). Ausdauertrainierte sind dank der
groReren aeroben Kapazitat ihrer Skelettmuskulatur in der Lage, die unter Belastung benétigte
Energie bei gleicher absoluter und relativer Arbeitsintensitat zu einem deutlich hoheren
Prozentsatz aus der Oxidation von Fettsduren zu gewinnen als Untrainierte (HOLLOSZY u.
CoOYLE 1984, COGGAN et al. 1993, KIENS 2003, LANGE 2004). Dadurch wird der Verbrauch an
den nur begrenzt vorhandenen Kohlenhydraten reduziert und die Laktatproduktion vermin-
dert. Beide Effekte verlangern die Zeit bis zum Eintreten erster Erschépfungsanzeichen
(HOLLMAN u. HETTINGER 2000, SPRIET 2003, LANGE 2004).

3.2 Vererbung von Ausdauerleistungsfahigkeit und Trainierbarkeit

3.2.1 Studien zur Vererbung von Ausdauerleistungsféahigkeit und Trainierbarkeit

In frihen Studien Uber die physiologischen Grundlagen der Ausdauerleistungsféhigkeit
wurden immer wieder grof3e interindividuelle Unterschiede in der Ausprédgung der Ausdauer-
leistungsfahigkeit und ihrer Trainierbarkeit festgestellt. So maflen z.B. LORTIE und Mitar-
beiter bei Probanden nach einem 20-wo6chigen systematischen Ausdauertrainingsprogramm
Zunahmen der VO,max, die von 5-88% variierten (LORTIE et al. 1984). Da in Familienstudien
bei Mitgliedern einer Familie oft auffallige Ahnlichkeiten in der Auspragungen der
Ausdauerleistungsfahigkeit und ihres Zuwachses nach Training beobachtet worden waren,
kamen eine Reihe von Autoren zu dem Schluss, dass die Ausdauerleistungsfahigkeit zumin-
dest zum Teil von genetischen Faktoren beeinflusst sein muss (KLISSOURAS 1971, MONTOYE
u. GAYLE 1978, LORTIE et al. 1982, LESAGE et al. 1985). Mehrere Familien- und Zwillings-
studien von den 80er Jahren bis heute bestatigten die Bedeutung genetischer Faktoren fir die
Ausdauerleistungsfahigkeit (BOuCHARD et al. 1986, BOUCHARD et al. 1988, BOUCHARD et al.
1992). Es liegen ebenfalls zahlreiche wissenschaftliche Untersuchungen vor, die zeigen, dass
die immensen interindividuellen Unterschiede in der Trainierbarkeit wahrscheinlich zum
groRBen Teil vom Genotyp abhangig sind (PRUD'HOMME et al. 1984, HAMEL et al.1986,
BOUCHARD et al. 1989, BOUCHARD et al. 1992, SKINNER et al. 2001).
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Allerdings variieren die Studienergebnisse hinsichtlich der relativen Bedeutung der Ver-
erbung zum Teil stark. Wahrend LESAGE und Mitarbeiter in einer Studie den Einfluss der
Erbfaktoren auf die maximalen Sauerstoffaufnahme nach Alters-, Geschlechts-, und Ge-
wichtsnormierung mit 10-20% angaben (LESAGE et al. 1985), ermittelte KLISSOURAS in Zwil-
lingsuntersuchungen eine 90%ige Vererblichkeit der VO,max (KLISSOURAS 1971). In neueren
Zwillingsstudien berechneten mehrere Arbeitsgruppen unabhdngig voneinander, dass die
Auspragung der VO,max zu 65-70% durch genetische Faktoren bestimmt wird. (HAMEL et al.
1986, FAGARD et al. 1991, MAES et al. 1996). BOUCHARD geht nach mehreren Unter-
suchungen davon aus, dass Erbfaktoren einen ca. 40%igen Anteil an der Auspragung der
Ausdauerleistungsfahigkeit haben (BoucHARD et al. 1986, BOUCHARD et al. 1992). Die
Autoren erkléaren die Unterschiede in ihren Ergebnissen mit den oft geringen Fallzahlen in
frihen Arbeiten und einer ungenugenden Einbeziehung von umweltbedingten Einflissen
(BOUCHARD et al. 1988, BOUCHARD et al. 1992, KLISSOURAS 1997).

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass Zwillings- und Familienstudien, trotz stark vari-
ierender Angaben uber den Grad der Vererblichkeit, in ihrer Gesamtheit flir einen deutlichen
genetischen Einfluss auf die Ausdauerleistungsfahigkeit und ihre Trainierbarkeit sprechen.
Die Frage, welche Gene hierfur speziell verantwortlich sind, konnte allerdings in der
Vergangenheit mit den verfuigbaren wissenschaftlichen Methoden nicht beantwortet werden.
Erst in jingeren Jahren sind hierfir durch entsprechende Fortschritte in Molekulargenetik und

Gentechnologie geeignete Techniken entwickelt worden.

3.2.2 Studien zu den genetischen Grundlagen der Ausdauerleistungsfahigkeit

3.2.2.1 Aktuelle Forschungsansatze

Das molekularbiologische und molekulargenetische Wissen ist in den vergangenen Jahren
enorm gewachsen. Moderne Techniken ermdglichen es jetzt unter anderem, genetische Unter-
schiede zwischen Individuen auf DNA-Ebene zu analysieren oder auch in Zellkulturen oder
bei Versuchstieren bestimmte Gene durch Genmanipulation selektiv ein- oder auszuschalten.
Wegen des komplexen Zusammenspiels verschiedenster Organsysteme beim Phé&notyp der
Ausdauerleistungsfahigkeit und bei den Adaptationsvorgidngen an regelméRiges Ausdauer-
training wird angenommen, dass es sich hierbei um polygene Merkmale handelt. So bleibt es
trotz moderner Methoden eine grof’e Herausforderung, in der Vielzahl der moglichen betei-
ligten Gene jene Genvarianten ausfindig zu machen, welche direkt den phéanotypischen
Auspragungen von Ausdauerleistungsfahigkeit und ihrer Trainierbarkeit zugeordnet werden

konnen. Im Folgenden werden zwei verschiedene Forschungsansétze kurz erléutert.
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Molekularbiologischer Ansatz

Molekularbiologische Methoden sind darauf ausgerichtet, grundlegende Regulationsmecha-
nismen von biologischen Prozessen und Zellfunktionen wie Stoffwechsel, Wachstum, Diffe-
renzierung und Adaptation zu identifizieren und in biochemischer Hinsicht zu entschlisseln.
Unter anderem beschaftigt sich die Molekularbiologie auch mit der Frage, wie die Tran-
skription von Genen und die folgende Translation und Faltung in funktionelle Proteine ablauft
und gesteuert wird. Zur Erforschung der Funktion einzelner Gene werden vor allem Zell-
kulturen und Tiermodelle eingesetzt. Nach gentechnischer Manipulation in Form von Aus-
schalten oder artifizieller Aktivitatssteigerung des untersuchten Gens kénnen dann die daraus
im Vergleich zum Wildtyp resultierenden Verédnderungen beobachtet werden (STEINACKER
und WOLFARTH 2002).

Molekulargenetischer Ansatz

Im Gegensatz zur experimentellen VVorgehensweise in der molekularbiologischen Forschung
wird im Rahmen des molekulargenetischen Ansatzes versucht, auf epidemiologischem Weg
direkte Assoziation einzelner Genvarianten mit der Vererbung eines bestimmten phéno-
typischen Merkmals zu identifizieren, ohne notwendigerweise den genauen zugrunde liegen-
den physiologischen Zusammenhang zu kennen (STEINACKER u. WOLFARTH 2002). Dazu
konnen verschiedene Strategien eingesetzt werden. Eine unter dem Namen ,,Genomic Scan”
bekannt gewordene Methode vergleicht das gesamte Genom bzw. ganze Chromosomen
verschiedener Probanden, um Variationen in einzelnen, z.T. mehrere Gene beinhaltenden,
DNA-Regionen - so genannten ,,Quantitative trait loci (QTL)” - ausfindig zu machen, welche
mit bestimmten Phanotypen assoziiert sind (BRAY 2000).

Eine Alternative zum Genomic Scan stellt der auch in der vorliegenden Arbeit verfolgte so
genannte ,,Kanditatengen”-Ansatz dar. Hier liegt das Augenmerk auf Polymorphismen in
einzelnen Genen, fir welche eine Rolle in physiologischen Regulationsmechanismen oder

Stoffwechselprozessen bekannt ist oder vermutet wird (BRAY 2000).

3.2.2.2 Beispiele vorangegangener Studien und erste Ergebnisse

Im Rahmen der Suche nach verantwortlichen Genen wurde 1999 das Projekt der ,,Human
Gene Map for Fitness and Performance” ins Leben gerufen. In ihr wird eine jahrlich
aktualisierte Zusammenstellung von bisher gefundenen Einflussen einzelner Genvariationen
auf Phanotypen in den Bereichen allgemeine aerobe Ausdauer, Eliteausdauersportlerstatus,
Muskelkraft, andere Muskeleigenschaften und Trainingsintoleranz veroffentlicht (WOLFARTH

et al. 2005). Die in der Genemap of Fitness and Performance enthaltenen Ergebnissen
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bezlglich der Ausdauerleistungsfahigkeit und Trainierbarkeit gehen zum Teil auf Veroffent-

lichungen zweier grof8 angelegter Studien zurtick, die hier kurz beschrieben werden sollen.

HERITAGE- Family Study

Die HERITAGE Family Studie ist eine nordamerikanische Multicenter-Familienstudie, die
mit grolRen Fallzahlen von 750 Probanden aus zwei Generationen und einer hoch standardi-
sierten 20-wochigen Trainingsintervention arbeitet, um die Rolle des Genotyps fir kardio-
vaskulare, metabolische und hormonelle Verénderungen als Antwort auf Ausdauertraining zu
untersuchen (BOUCHARD et al. 1995).

Im Rahmen dieser Studie werden sowohl der Genomic Scan- als auch der Kandidatengen-
Ansatz eingesetzt. Wahrend GAGNON et al. bei einem ersten Scan des Chromosoms 22 noch
keinen Hinweis auf einen Einfluss von ausgewéhlten DNA-Markern auf die VO,max und
ihrer Steigerung durch Training fanden (GAGNON et al. 1997), konnte bei einem folgenden
Genomic Scan eine hochsignifikante Assoziation (p < 0.001) zwischen der VO,max vor
Trainingsbeginn und QTLs auf Chromosomen 4q12, 8g24.12, 11p15.1 und 14q21.3 festge-
stellt werden. In derselben Studie wurden auch hochsignifikante Zusammenhénge (p < 0,001)
zwischen der VO,max-Zunahme nach Training und einzelnen QTLs auf den Chromosomen
1p11.2, 2pl16.1 und 11pl4.1 sowie der QTL-Kombination 4g26/6p21.33 nachgewiesen
(BOUCHARD et al. 2000).

Direkte Zusammenhédnge zwischen spezifischen Genpolymorphismen und der Ausprédgung
der Ausdauerleistungsfahigkeit oder ihrer Trainierbarkeit wurden in der HERITAGE Family
Study bisher nur fiir wenige Kandidatengene gefunden. RIVERA und Mitarbeiter stellten eine
signifikante Assoziation zwischen einem CKMM (muscle specific creatine kinase) Ncol
Polymorphismus und der VO,max-Zunahme nach Beendigung des standardisierten Trainings-
programms bei nicht verwandten Probanden aus der HERITAGE Family Study fest (RIVERA
et al. 1997a). Ergebnisse einer Studie von MONTGOMERY et al. 1998 hinsichtlich einer
Assoziation zwischen einem Insertions/Deletions (1/D) Polymorphismus im Angiotensin-
Converting-Enzyme (ACE) und bestimmten Parametern der Ausdauerleistungsfahigkeit
konnten in der HERITAGE-Studie nicht sicher repliziert werden (RANKINEN et al. 2000a).

GENATHLETE- Studie

Die Genathlete-Studie ist eine internationale multizentrische Fall-Vergleichsstudie, in der eine
Kohorte von ca. 300 Eliteausdauersportlern mit ca. 300 nicht verwandten Normalpersonen
kaukasischer Abstammung hinsichtlich der Haufigkeit des Auftretens von bestimmten Poly-

morphismen in Kanditatengenen verglichen wird. Als Kandidatengene werden dabei solche
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Gene angesehen, die wichtige Rollen in den Bereichen leistungsregulierende Hormone,
Muskelstoffwechsel, Fettstoffwechsel, Wachstumsfaktoren, Wachstumsregulation und zellul-
lare Mediatoren spielen (fur eine ausflhrlichere Beschreibung des Studiendesigns siehe
WOLFARTH 2002).

Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Kohorten konnten bisher nur fir relativ
wenige Genvarianten ermittelt werden. So wies die Athletengruppe eine 3,5fach héhere Inzi-
denz fir einen Polymorphismus im Erythropoetin-Rezeptor (EPOR)-Gen auf. Weitere signifi-
kante, wenn auch nicht ganz so deutliche Assoziationen, wurden fir den Dral-Polymor-
phismus im Alpha-2A-adrenergen Rezeptor (ADRA2A) (WOLFARTH et al. 2000) und einen
Mikrosatelliten Marker im Endotheliale Nitrooxid-Synthetase 3 (NOS3)-Gen gefunden.
Dagegen konnten Ergebnisse vorhergehender Studien, dass ein I/D-Polymorphismus im
Angiotensin-Converting-Enzym (MONTGOMERY et al. 1998) sowie ein Polymorphismus in
der muskuldren Kreatinkinase (HERITAGE-Family-Studie, RIVERA et al. 1997a) mit der
Auspragung und der Trainierbarkeit der Ausdauerleistungsfahigkeit assoziiert seien, in der
Genathlete-Studie nicht repliziert werden (RANKINEN et al. 2000b, RIVERA et al. 1997h).
Daher bleibt die Rolle dieser beiden Polymorphismen fir die Trainierbarkeit der Ausdauer-

leistungsfahigkeit unklar.

Unabhéangig von diesen beiden grof3 angelegten Studien erregte kiirzlich eine Untersuchung
von Lucia et al. Aufmerksamkeit, in der ein Gly482Ser Polymorphismus im PGC-1a-Gen in
einer Gruppe von Weltklasse-Ausdauerathleten mit 29,1% signifikant seltener vorkam, als in

einer Gruppe von untrainierten Kontrollpersonen (40,0%) (p = 0,01) (LuclA et al. 2005).

3.3 Geeignete Kandidatengene: Die Peroxisome Proliferator-activated Receptors

Aus der Vielzahl der mdglichen Kandidatengene wurde flr diese Arbeit die Gruppe der
Peroxisome Proliferator-activated Receptors (PPARs) ausgewéhlt, die mit ihren drei im Zell-
kern lokalisierten Rezeptorensubtypen PPARa, PPARS und PPARy der Superfamilie der
Steroid-/Thyroid-/Retinoidrezeptoren zuzuordnen ist (CLARKE et al. 1999). Als Transkrip-
tionsregulatoren fiir verschiedene Enzyme und Transportproteine spielen PPARs eine wich-
tige Rolle in der Regulation des Fett- und Kohlenhydratstoffwechsels. Sie haben aber unter
anderem auch eine Bedeutung bei Entstehung von Diabetes Typ Il, Atherosklerose, Krebs,
Entzindungsreaktionen und der Embryonalen Implantation (DESVERGNE u. WAHLI 1999,
KERSTEN et al. 2000).

Gemeinsam ist den drei Subtypen von PPARSs ihr struktureller Proteinaufbau in vier Domanen

sowie die Organisation der sechs codierenden Exons und die Art der Aktivierung durch lang-
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kettige und ungesattigte Fettsduren bzw. einige Fettsdurederivate (CLARKE et al. 1999,
BERGER und MoLLER 2002). Bindet ein Ligand an ein PPAR-Protein, beginnt eine Kaskade
von molekularen Abldufen, welche letztendlich zu einer Regulierung der Transkription von
Zielgenen fuhrt (siehe Abbildung 2). Zuné&chst bildet das aktivierte PPAR Protein einen
Heterodimer mit dem Retinoid-X-Receptor (RXR), welches dann an eine spezifische DNA-
Sequenz (Peroxisome Proliferator Response Element = PPRE) im Zielgen bindet. Nach Dis-
soziation von Co-Repressoren und Rekrutierung von Transkriptionscofaktoren erfolgt dann
die Transkription des Zielgens (DESVERGNE und WAHLI 1999, BERGER und MOLLER 2002).

AF2

AF1 DBD Gelenk Dimerisation LBD
—r— ——r— ——
NH | A/B ] —-COOH'
Liganden Transkription
WARNTNTN

PPRE

AGGTCA-X-AGGTCA \‘\};_\.}’L \‘\\;-. ‘%& l

mRNA \s \‘x_ \ \ \\_

Translation

Protein 05 0s00Le)

Abbildung 2: Vereinfachte schematische Darstellung der Struktur und molekularen Funktionsweise eines
PPAR-Gens. AF1 = Aktivierungsfunktion 1, DBD = DNA-Bindungsdoméne, AF2 = Aktivierungsfunktion
2, LBD = Ligandenbindungsdoméne, PPRE = PPAR Response Element.

In Anlehnung an: Diradourian et al. 2005, Fig. 1, S.34

3.3.1 PPARa: Vorkommen, Funktionen und bekannte Polymorphismen

Vorkommen und Funktionen

Menschliches PPARa-Protein ist in besonders groBer Konzentration in Geweben mit hohem
oxidativen Metabolismus vorhanden, u.a. in der Leber, in der Niere, sowie in der Herz- und
Skelettmuskulatur (Muolo et al. 2002, FERRE 2004). Hier reguliert PPARo die Expression
von einer Reihe von katabol in den Fettstoffwechsel involvierten Genen. Die Aktivierung von
PPARa erfolgt endogen durch verschiedene langkettige Fettsduren und mehrfach ungesattigte
Fettsauren, Eiconsanoiden und auch durch Glukokortikoide (FERRE 2004). Sie fuhrt Uber die
Up-Regulation einer Vielzahl von an der Fettsaureoxidation beteiligten Enzymen sowie von
Fettsdure-Transportproteinen in der Zell- und Mitochondrienmembran zu einer Steigerung der
Fettsdureoxidation in der Leber und Skelettmuskulatur. Damit verbunden ist eine Senkung der
Fettsduresynthese und -freisetzung in der Leber und eine Hemmung der Fettspeicherung in
Adipozyten (DESVERGNE u. WAHLI 1999, Muolo et al. 2002, ZHANG et al 2004). Daraus

resultiert unter anderem eine drastischen Senkung der Triglyceridkonzentration im Blut-
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plasma. Dieser Effekt wird bei VVorliegen einer Hyperlipiddmie therapeutisch bereits mit Hilfe
synthetischer PPARa-Liganden, vor allem aus der Klasse der Fibrate, genutzt (KERSTEN et al.
2000, GOUNI-BERTHOLD et al. 2004). Die von PPARa vermittelte Steigerung der Fettsaure-
oxidation spielt besonders bei der Stoffwechselanpassung an Fastensituationen eine Rolle
(LEONE et al. 1999, KERSTEN et al. 1999). Zudem stellten zwei Arbeitsgruppen nach mehr-
wadchigem Ausdauertraining eine erhdhte PPARa-Expression und -Aktivitat fest (HOrRowITZ
et al. 2000, RussEL et al. 2003).

Geninformation und bekannte Polymorphismen

Das menschliche PPARa-Gen (+MIM 170998, ONLINE MENDELIAN INHERITANCE IN MEN
2007) befindet sich auf Chromosom 22 in der Region 22g12 — 22913.1 (SHER et al. 1993).
Unter mehreren verbreiteten Genvarianten ist eine von der Arbeitsgruppe VoHL et al.
identifizierte C>G-Substitution an Position 484 in Exon 5 (entsprechend der ersten Position
im Codon 162) bisher am ausfiihrlichsten untersucht worden. Diese Mutation flhrt bei der
Translation zu einer Substitution der Aminosdure Leucin durch die Aminoséure Valin in der
DNA-Bindungsdomane des PPARa-Proteins (VOHL et al. 2000). Der Polymorphismus wird
mit mehreren Stoffwechselveranderungen in Verbindung gebracht, unter anderem mit einer
hoheren Konzentrationen an LDL-Apolipoprotein B- und LDL-Cholesterin im Blut (VOHL et
al. 2000), einer niedrigeren Nichternkonzentration von Triglyceriden im Serum (BOSSE et al.
2003), einem geringerer Body Mass Index (BMI) und Korperfettanteil bei unverdnderter
Fettverteilung sowie einem hoheren Alter bei erstmaligem Auftreten von Diabetes mellitus
Typ 2 (FLAVELL et al. 2005).

Fur einen G>C-Polymorphismus im Intron 7 des PPARa-Gens wurde zunéchst ein Zusam-
menhang mit dem Ausmal? der trainingsbedingten linksventrikulédren Hypertrophie festgestellt
(Jamshidi et al. 2002). Kiirzlich zeigte sich dann auch eine signifikante Assoziation zwischen
dem Auftreten des selteneren C-Allels und dem Anteil an Fast-Twitch-Muskelfasern bei

russischen Leistungssportlern (AHMETOV et al. 2006).

3.3.2 PPARS&: Vorkommen, Funktionen und bekannte Polymorphismen

Vorkommen und Funktionen

PPARS wird in einer Vielzahl von Geweben in relativ gleichm&Rig hohen Konzentrationen
exprimiert und hat dementsprechend vielféltige Wirkungsgebiete, z.B. in Keratozytendifferen-
zierung und Wundheilung (MICHALIK et al. 2001, TAN et al. 2001), Entziindungsreaktionen
(HE et al. 1999, TAN et al. 2001), Atherosklerose (LEE et al. 2003), Plazentaimplantation
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(BARAK et al. 2002), Myelination im Zentralen Nervensystem und der Entstehung von Darm-
krebs (BERGER u. MOLLER 2002).

In der Skelettmuskulatur, wo PPARGS der vorherrschende PPAR-Subtyp ist, ahnelt seine stoff-
wechselregulierende Funktion der von PPARa (WANG et al. 2003). PPARS wird ebenfalls
durch langkettige Fettsdauren und Prostacycline sowie spezifische synthetische Substanzen
aktiviert (HoLsT et al. 2003). Er vermittelt durch vermehrte Transkription von Genen, die an
Cholesterin-Efflux, Energie-Entkopplung, Fettsauretransport in die Zellen und die Mitochon-
drien, [3-Oxidation sowie an der Respiration in den Mitochondrien beteiligt sind, eine
Steigerung des Anteils der Fettsaureoxidation zu Lasten der aeroben Glykolyse (DRESSEL et
al. 2003, HoLsT et al. 2003, TANAKA et al. 2003, GRIMALDI 2005). Infolgedessen fuhrt die
Aktivierung von PPARS zu einem gesteigerten Energieumsatz aus Fettsduren, wodurch das
Risiko flur die Entwicklung einer erndhrungsbedingten Adipositas und Insulinresistenz
gesenkt wird (WANG et al. 2003, TANAKA et al. 2003). Zusétzlich entdeckten WANG und
Mitarbeiter, dass PPARS eine Rolle in der Transformation von Typ II zu Typ I Muskelfasern
zu spielen scheint (WANG et al. 2004).

Geninformation und bekannte Polymorphismen

Das menschliche PPARS-Gen (*MIM 600409, ONLINE MENDELIAN INHERITANCE IN MEN
2006) befindet sich auf Chromosom 6 in der Region 6p21.2 — p21.1 (SKOGSBERG et al. 2000).
Es konnten bereits mehrere Polymorphismen identifiziert werden, die eine Auswirkung auf
Stoffwechselparameter haben. So fand beispielsweise die Arbeitsgruppe um VANTTINEN bei
drei von sechs untersuchten Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) im PPARS Gen
(rs2267668, rs2076167, rs1053049, rs6902123) jeweils alleine oder in Kombination
Assoziationen mit Blutdruck, der Gesamtcholesterin- bzw. LDL-Konzentration im Plasma
und der Menge der Glukoseaufnahme in die Skelettmuskulatur (VANTTINEN et al. 2005).
Auch fiur die in der vorliegenden Arbeit untersuchte +294T>C-Mutation im nicht trans-
latierten Abschnitt des Exons 4 zeigte sich in vorhergehenden Studien ein Zusammenhang
zwischen dem Vorliegen des selteneren C-Allels und einer erhohten LDL-Plasma-

konzentration (SKOGSBERG et al. 2003).

3.3.3 PPARy:Vorkommen, Funktionen und bekannte Polymorphismen

Vorkommen und Funktionen

PPARy kommt beim Menschen in zwei verschiedenen Subtypen PPARyl und PPARY2,
welche durch unterschiedliches Splicen am 5’-Ende entstehen (MUKHERIEE et al. 1997,

ROSEN und SPIEGELMANN 2001). PPARYy1 wird in den meisten Geweben zu einem gewissen
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Grad exprimiert, besonders stark im Fettgewebe und in der Dickdarmschleimhaut, sehr gering
in Skelettmuskelfasern. PPARYy2 ist dagegen fast ausschlieBlich im Fettgewebe zu finden
(MUKHERJEE et al. 1997). Neben langkettigen Fettsduren z&hlen auch Prostaglandine und
Insulin zu den aktivierenden Liganden von PPARy. Im Gegensatz zu den anderen beiden
PPAR-Subtypen hat PPARy im Fett- und Kohlenhydratstoffwechsel vornehmlich anabole
Wirkungen. So induziert aktiviertes PPARYy in Fettzellen Enzyme, welche die Aufnahme von
Fettsauren und Kohlenhydraten und ihre anschlieRende Speicherung als Triglyceride fordern.
In Leber und Skelettmuskulatur werden diese Enzyme dagegen gehemmt (BERGER und
MoLLER 2002, FERRE 2004). Bei der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 nutzt man diese
Funktionen von PPARy mit Hilfe von synthetischen Agonisten (Thiazolidindione und Glita-
zone), um einen Insulin-sensitivierenden Effekt zu erzielen (ROSEN u. SPIEGELMANN 2001).
Neben der Entwicklung von Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2 sind Entziindungs-
reaktionen in Verbindung mit Atherosklerose und die Entstehung von Darm- und Brustkrebs

weitere PPARy-bezogene Forschungsgebiete (ROSEN u. SPIEGELMANN 2001).

Geninformation und bekannte Polymorphismen

Das menschliche PPARy-Gen befindet sich auf Chromosom 3 in der Region 3p25 (*MIM
601487, ONLINE MENDELIAN INHERITANCE IN MEN 2007). Bisher konnten flr mehrere
Polymorphismen (u.a. Prol2Ala, C1431T, C618G) eine Korrelation mit biometrischen oder
Stoffwechselparametern identifiziert werden. Unter ihnen ist der urspriinglich von YEN et al.
identifizierte Pro12Ala-Polymorphismus in der Liganden unabhéngigen Aktivierungsdoméne
des PPARy2-Proteins schon wegen seiner relativen Haufigkeit in der Bevolkerung bisher am
intensivsten untersucht worden (YEN et al. 1997). Das seltenere Ala-Allel fiihrt zu einer
verminderten Affinitdt zum PPRE der PPARy-Zielgene und senkt die Transkriptionsaktivitat
um 50% (DeeB et al. 1998). Der Prol2Ala-Polymorphismus ist bis dato hauptséchlich in
Verbindung mit der Insulinsensitivitat untersucht worden. Er scheint das Risiko fur die
Entwicklung eines Typ Il Diabetes und einer Adipositas zu senken und geht mit einer stark
verminderten Aktivitat der Lipoproteinlipase in Fettzellen (LPL) einher (DEEB et al. 1998,
STUMVOLL u. HARING 2002, SCHNEIDER et al. 2002). WEIss und Mitarbeiter fanden zudem
eine starkere Steigerung der Insulinsensitivitat nach Ausdauertraining fir Heterozygote als flr

homozygote Pro-Tréager (WEIss et al 2005).
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3 Theoretische Grundlagen und Problemstellung

3.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit lag darin, drei relativ hdufig vorkommende funktionelle
Polymorphismen in den stoffwechselregulatorisch bedeutsamen PPAR-Genen im Rahmen
einer klassischen Fall-Kontroll-Studie durch molekulargenetische Untersuchungen auf eine
mdogliche Assoziation mit dem Phanotyp Ausdauerleistungsfahigkeit hin zu prifen. Im
Einzelnen handelte es sich hierbei um den Leul62Val-Polymorphismus im PPARa-Gen, den
+294T>C-Polymorphismus im PPARS-Gen und den Prol2Ala-Polymorphismus im PPARy2-
Gen. Hierzu wurden 617 ménnliche Probanden einer internationalen Fallvergleichsstudie
(Genathlete-Studie) mittels Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse an diesen
drei Genorten genotypisiert. Die Studienteilnehmer waren je nach Hohe ihrer maximalen
Sauerstoffaufnahme einer der zwei Gruppen Eliteausdauerathleten (VO,max > 75ml/kg'min™)
bzw. untrainierte Normalpersonen (VO,max < 50ml/kg'min™) zugeordnet. AnschlieRend
wurde durch einen Vergleich der Haufigkeitsverteilung der drei genetischen Varianten in der
Athleten- und der Kontrollgruppen ermittelt, ob eine erkennbare Korrelation zwischen dem
Vorhandensein der einzelnen PPAR-Genpolymorphismen und der Ausprédgung der Ausdauer-
leistungsfahigkeit vorliegt. Da es sich bei dieser Untersuchung um eine epidemiologische
Fall-Kontroll-Studie handelt, kdnnen beobachtete Assoziationen zwischen den einzelnen
Polymorphismen und dem Grad der Ausdauerleistungsféhigkeit lediglich als Hinweis fur eine
maogliche Rolle des jeweiligen Gens in der Regulation von Anpassungsvorgangen an Aus-
dauertraining gewertet werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit sind also nicht geeignet, kausale
Zusammenhange zwischen den einzelnen PPAR-Polymorphismen und der Ausdauerleistungs-
fahigkeit aufzudecken, kénnen aber als Ausgangsbasis fir entsprechende weiterfiihrende
Studien dienen.
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4  MATERIAL UND METHODIK

4.1 Probandenkollektiv

Das Probandenkollektiv fur diese Arbeit bildeten die 617 mannlichen Teilnehmer der
Genathlete-Studie. Sie waren nordamerikanischer, deutscher oder finnischer Herkunft und
allesamt kaukasischer Abstammung. Von ihnen waren 314 Hochleistungsausdauersportler
(elite endurance athletes = EEAS) und 303 gesunde, untrainierte Kontrollpersonen (sendentary
controls = SCs).

Als Einschlusskriterium fir die Aufnahme in die Athletengruppe wurde in Anlehnung an
vorausgehende Studien eine maximale Sauerstoffaufnahme (VO,max) von mindestens
75 ml/kg-min™ festgelegt. Dieser Grenzwert wurde gewahlt, weil in der Regel nur Spitzen-
sportler mit entsprechender Veranlagung solch hohe VO,max-Werte erreichen (MEYER u.
KINDERMANN 1999). Die eingeschlossenen Ausdauersportler kamen aus den Bereichen
Skilanglauf (33,2%), Biathlon (27,5%), Radsport (22,7%), Leichtathletik (12,1%) und
weiteren ausdauerorientierten Sportarten (4,5%). Sie waren zu 24,3% Nordamerikaner, zu
59,4% Deutsche und zu 16,3% Finnen.

Fiir die Aufnahme in die Kontrollgruppe wurde ein VO,max von 50 ml/kg-min™ oder weniger
vorausgesetzt. Auf diese Weise sollten nach Mdglichkeit solche Personen von der Kontroll-
gruppe ausgeschlossen werden, die zwar ein genetisches Potenzial fur eine hohe VO,max
haben, diese aber mangels Training nicht verwirklichen. Die nordamerikanischen Kontroll-
personen (29,6%) wurden der HERITAGE-Family Studie und der Quebec Family Studie
(QFS) entliehen, die deutschen Probanden (54,9%) wurden von der Abteilung fir Sport-
medizin der Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg eigens fur die Genathlete-Studie rekrutiert,
und die finnischen Kontrollpersonen (15,5%) waren Teilnehmer der DNASCO-Studie von der

University of Kuopio in Finnland.

Tabelle 1: Biometrische Daten des Probandenkollektivs. Aufgefiihrt sind jeweils
die Mittelwerte fir Alter, GroRe, Gewicht und VO,max in den einzelnen
Untergruppen. Der Wert in Klammern gibt die Standardabweichung an

Anzahl Alter Grole Gewicht VO,max

[Jahren] [cm] [kal [ml/kg*min-1]
EEA Gesamt 314| 21,5 (5,40)| 178,7 (6,15)| 69,3 (7,09) 79,1 (3,46)
Nordamerikaner 76| 24,6 (5,46)| 177,8 (6,16)| 68,3 (7,78) 79,1 (3,19)
Finnen 51| 21,5(5,72)] 178,5(5,85)| 69,9 (6,03) 78,2 (3,04)
Deutsche 187| 20,3 (4,82)| 179,1(6,23)| 69,5 (7,06) 79,3 (3,65)
SC Gesamt 303]28,8 (12,03) 178,0 (7,35)| 75,4 (9,43) 40,2 (6,98)
Nordamerikaner 89| 25,0 (4,89)| 175,5(5,55)| 72,4 (9,07) 38,0 (6,31)
Finnen 46| 54,6 (3,02)| 172,6 (5,78)| 75,7 (8,63) 31,8 (5,50)
Deutsche 168| 23,8 (5,47) 180,9 (7,27)] 76,9 (9,52) 43,7 (4,96)
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4.2 VO;max-Messung

Zur Bestimmung ihrer maximalen Sauerstoffaufnahme absolvierten die Probanden einen
Leistungstest mit stufenweise ansteigender Belastung, wéhrend dem die respiratorischen Aus-
tauschparameter (CO,- und O,-Konzentration in Ein- und Ausatemluft) mit einem Open-chain
System fortlaufend spirometrisch aufgezeichnet wurden. Die Ausdauerathleten wurden auf
einem Fahrradergometer oder Laufband getestet, je nachdem, welcher Bewegungsablauf ihrer
sportlichen Disziplin am nachsten kam. In der Kontrollgruppe wurde der Test fur alle Pro-
banden auf einem Fahrradergometer durchgefiihrt, da hier die geringsten koordinativen
Probleme zu erwarten sind und eine sichere konditionelle Ausbelastung mdglich ist. Das
Fahrradergometerprogramm bestand aus jeweils 3-min(tigen Belastungsstufen, in denen die
Belastung von einer Anfangsleistung von 50 Watt ausgehend mit Beginn jeder neuen Stufe
um 25 Watt erhdht wurde, bis der Proband subjektiv konditionell erschopft war. In &hnlicher
Weise hatte das Laufbandprogramm ebenfalls 3-mindtige Belastungsstufen, mit deren Beginn
die Laufgeschwindigkeit jeweils um 2 km/h gesteigert wurde. In beiden Testverfahren wurde
die hochste Rate der Sauerstoffaufnahme, die mit einem Plateau von mindestens 30 Sekunden
gemessen wurde, als VO,max angenommen. Die konditionelle Ausbelastung der Probanden
zum Zeitpunkt der so ermittelten VO,max wurde zusétzlich durch Messungen des Laktat-
spiegels aus Kapillarblut Gberpruft, welches alle 3 Minuten jeweils am Ende einer Belastungs-

stufe aus dem Ohrl&dppchen enthommen wurde.

4.3 Genotypisierung

4.3.1 DNA-Gewinnung

Die genomische DNA der Probanden wurde durch DNA-Extraktion aus Vollblut gewonnen.
Dazu wurde der Genomix® DNA-Extraktionskit (Talent/Italien) nach den Angaben des Her-
stellers eingesetzt. Im Anschluss an die Extraktion wurde die Konzentration und der Rein-
heitsgrad der gewonnenen DNA mit Hilfe eines Spektralphotometers (Firma Carl Zeiss/
Deutschland) durch Extinktionsmessung bei den Wellenldngen 260nm (OD260) ftr DNA und
280nm (OD280) fur Proteine und Phenole bestimmt. Lag der Quotient OD260/0D280 als
MaR fur den Reinheitsgrad unter 1,5, wurde die gewonnene DNA weiteren Reinigungs-
schritten unterzogen, bis der geforderte Reinheitsgrad erreicht war.
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4.3.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermdglicht die Herstellung von mil-
lionenfachen selektiven Kopien eines gewtiinschten DNA-Abschnitts, auch wenn dieser in der
Ursprungsprobe nur in sehr geringen Mengen vorhanden ist. Voraussetzung hierfir ist, dass
der gewiinschte DNA-Abschnitt beidseitig durch bekannte Teilsequenzen begrenzt wird.
Diesen bekannten Teilsequenzen entsprechend werden 20-30bp lange spezifische Oligo-
nukleotidprimer eingesetzt, die als Startpunkte fur die DNA-Replikation durch eine hitze-
stabile bakterielle DNA-Polymerase dienen. Die PCR l&uft in den drei sich zyklisch wieder-
holenden Schritten Strangtrennung (Denaturierung), Hybridisierung der Primer (Annealing)
und DNA-Synthese (DNA-Extension) ab.

PCR-Materialien

Tabelle 2: Verwendete PCR-Reagenzien

Reagenz Konzentration Hersteller

DNA-Template 10 ng/ul

Tag-Polymerase 5U /pl Invitek/ Deutschland

Primer 100 uM Metabion international AG
dNTP-Mix 2mM je dNTP Invitek/ Deutschland

(hergestellt aus Invitek dNTP set) | (4 x 0,5 ml 50mM)

PCR-Reaktionspuffer 10x Invitek/ Deutschland
MgCl,-L6ésung 25 uM Invitek/ Deutschland

Purified BSA-Ldsung 10 mg/ml New England Biolabs/ Deutschland
Entionisiertes, steriles H,O Eigenherstellung

Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotidprimer

Primerbezeichnung Sequenz Polymorphismus
A010 (fw) 5-GACTCAAGCTGGTGTATGACAAGT-3*

PPARa Leul62Val
A011 (rw) 5-CGTTGTGTGACATCCCGACAGAAT-3" *
A012 (fw) 5-CATGGTATAGCATGCAGGAA-3"

PPARS +294T>C
A013 (rw) 5-CTTCCTCCTGTGGCTGCTC-3*

* Die abweichende Base im Ruckwartsprimer ist durch Unterstreichung markiert

4.3.2.1 Amplifikation des PPARa Leul62Val-Polymorphismus

Ein den Leul62Val-Polymorphismus enthaltender 117bp langer Abschnitt im Exon 5 des
PPARa-Gens wurde in Anlehnung an das von VoHL und Mitarbeitern beschriebene Verfahren
aus der genomischen DNA mit Hilfe einer Mismatch-PCR amplifiziert (VOHL et al. 2000).
Bei einer Mismatch-PCR ist die Basenfolge einer der beiden Primer an einer Position nicht

exakt komplementar zur Sequenz des DNA-Templates, so dass die amplifizierten DNA-
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Fragmente ebenfalls an einer Stelle von der Sequenz der genomischen DNA-Matrize ab-
weichen. In diesem Fall wurde durch Verwendung der Mismatch-PCR-Methode bei Vor-
liegen der gesuchten C>G-Mutation im PCR-Produkt eine sonst nicht vorhandene Schnitt-
stelle fur das Restriktionsenzym Hinfl (siehe Abschnitt 4.3.3.1) erzeugt.

PCR-Bedingungen:

20ul Reaktionsansatze, bestehend aus 10ng genomischer DNA, 0,5U Taq Polymerase, je 1uM
der beiden Primer A0O10 und AO11, 100uM pro dNTP, 1,5uM MgCl,, 1x PCR-Puffer, 2ug
purified BSA wurden auf Eis in 200ul PCR Softstrips pipettiert. Anschlielend durchliefen die
Reaktionsgefélle in einem Thermocycler (Whatman Biometra T1 Thermocycler) das in
Tabelle 4 angegebene PCR-Programm.

Tabelle 4: PCR-Programm PPARa Exon 5, Leul62Val-Polymorphismus

Phasen Temperatur Dauer

Erste Denaturierungsphase 94°C 3 min

35 Zyklen mit jeweils:

Denaturierungsphase 94°C 30s

Annealingphase 59°C 30s

Synthesephase 72°C 30s
Gefolgt von

Finale Synthesephase 72°C 5 min

4.3.2.2 Amplifikation des PPARS +294T>C Polymorphismus

Ein den +294T/C-Polymorphismus tragendes 269bp langes Fragment des Exon 4 des PPARS-
Gens wurde aus der genomischen DNA durch PCR wie folgt amplifiziert: 20ul Reaktions-
ansatze, bestehend aus 10ng genomischer DNA, 0,5U Taq Polymerase, je 1uM der beiden
Primer A012 und A013, 100uM pro dNTP, 1,5uM MgCl,, 1x PCR-Puffer, 2ug purified BSA
wurden auf Eis in 200ul PCR Softstrips pipettiert. Das verwendete PCR-Programm ist in
Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: PCR-Programm PPARS Exon 4, +294T>C-Polymorphismus

Phasen Temperatur Dauer

Erste Denaturierungsphase 94°C 3 min
30 Zyklen mit jeweils:
Denaturierungsphase 94°C 30s
Annealingphase 58°C 30s
Synthesephase 72°C 30s
Gefolgt von

Finale Synthesephase 72°C 5 min

=24 -



4 Material und Methodik

4.3.3 Restriktionsenzymverdau

Restriktionsenzyme (=Restriktionsendonukleasen) sind Proteine, die von Bakterien als
Abwehrmechanismen gegen Virusinfektionen produziert werden (GOODSELL 2002, WINKLER
1992). Restriktionsenzyme vom Typ Il erkennen eine fur sie spezifische kurze DNA-Sequenz
und spalten (”verdauen”) die beiden DNA-Strange an ebenfalls spezifischen Positionen in
zwei DNA-Restriktionsfragmente (GoobDSeLL 2002, WINKLER 1992). Diese Eigenschaft
macht man sich zu Nutze, um so genannte ,Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen
(RFLPs)” zu identifizieren. Liegt ein Genpolymorphismus innerhalb der Erkennungssequenz
eines Restriktionsenzyms, so kann durch die Variation einer Base die Schnittstelle verloren
gehen. Andererseits ist es ebenfalls moglich, dass durch den Austausch zweier Basen erst eine
Erkennungssequenz fiir ein Restriktionsenzym entsteht. In beiden Fallen fihrt die Restrik-
tionsenzymreaktion bei Wildtyp und Genvariante zu verschieden langen DNA-Restriktions-
fragmenten, die eindeutig den vorliegenden Genotyp erkennen lassen.

4.3.3.1 Restriktionsenzymverdau am PPARa Leul62Val Locus
Materialien

Tabelle 6: Reagenzien fiir den Restriktionsenzymverdau am PPARa Leul62Val-Locus

Reagenz Konzentration Hersteller
Restriktionsenzym Hinfl 10.000U/ml New England Biolabs
Reaktionspuffer NEB 2 10x New England Biolabs
Purified BSA-Ldsung 10mg/ml New England Biolabs
Entionisiertes, steriles Wasser Eigene Herstellung

Fur den Restriktionsenzymverdau wurden 20ul Reaktionsansétze bestehend aus 10ul PCR-
Produkt, 4U Hinfl, 2,0ul des vom Hersteller empfohlenen 10x Puffers NEB2, 4,0ug Purified
BSA-L6sung und 3,6pl sterilem Wasser auf Eis in 200ul PCR Softstrips pipettiert und bei
37°C uber Nacht inkubiert (Biometra T1 Thermocycler).

Ist im durch die Mismatch-PCR amplifizierten Genabschnitt das hdufigere Leu-Allel vor-
handen, besteht keine Erkennungssequenz fur Hinfl, wodurch das 117bp lange PCR-Produkt
nicht geschnitten wird. Nur wenn das seltenere Val-Allel vorliegt, d.h., an der Position 484
das C durch ein G ersetzt ist, entsteht eine Schnittstelle fur Hinfl und der amplifizierte Gen-
abschnitt wird von Hinfl in zwei Restriktionsfragmente der Lange 93bp und 24bp gespalten
(Siehe auch Abbildung 4) (GoOUINI-BERTHOLD et al. 2004).
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4.3.3.2 Restriktionsenzymverdau am PPARS + 294 T/C-Locus
Materialien

Tabelle 7: Reagenzien fiir den Restriktionsenzymverdau am PPARS +294T>C-Locus

Reagenz Konzentration Hersteller
Restriktionsenzym Bsl1 10.000U/ml New England Biolabs
Reaktionspuffer NEB 3 10x New England Biolabs
Purified BSA 10mg/ml New England Biolabs
Entionisiertes, steriles Wasser Eigene Herstellung

Fur den Restriktionsenzymverdau wurden 25ul Reaktionsansatze, bestehend aus 10ul PCR-
Produkt, 6U Bsl1, 2,5ul des vom Hersteller empfohlenen 10x Puffers NEB 3, 5,0ug Purified
BSA und 6,9ul destilliertem Wasser, auf Eis in 200ul PCR Softstrips pipettiert und bei 55°C
uber Nacht inkubiert (Biometra T1 Thermocycler). Im amplifizierten Genabschnitt ist nur
dann eine Schnittstelle fir Bsl1 enthalten, wenn das seltenere C-Allel vorliegt. In diesem Fall
schneidet Bsl1 das Fragment in zwei Teile von 169bp und 102bp Lé&nge. Enthélt der ampli-
fizierte Genabschnitt das haufigere T-Allel, besteht hingegen keine Erkennungssequenz fir
Bsl1 und daher bleibt das amplifizierte DNA-Fragment in voller Lange von 269bp erhalten
(Siehe auch Abbildung 3 und 5).

!

A 5wr [CCNNNNNNNG G| -3 — 5 |CCNNNNN | INNG G|~ 3
3 [GGNNNNNNNCC|~5 3~ [GGNN] [INNNNNCC]-5
KeineBs/1 Erkennungssequenz
+280 [CTGATGGGGAACCATCCTGTAGAGGTCCATC |*+310
B +294 T/C SNP

+280 [CTGATGGGGAACCACCCTGTAGAGGTCCATC]+310

Schnittstelle
Bsi1 Erkennungssequenz

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Funktionsweise des Restriktionsverdaus am PPARS
+ 294 T/C-Locus

A: Erkennungssequenz und Schnittstelle von Bsl1. Der Buchstabe N steht fur eine beliebige Base

B: Entstehung einer Schnittstelle fir Bsl1 durch die +294 T>C Substitution
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4.4 Gelelektrophorese und UV-Licht Darstellung

Mittels Gelelektrophorese konnen in einem Gemisch vorliegende DNA-Fragmente unter-
schiedlicher Léange entsprechend ihrer GrolRe aufgetrennt werden. Das aufzutrennende
Gemisch wird dazu in kleine Taschen eines Agarosegels pipettiert und anschlie3end in einer
Elektrophoresekammer einem elektrischen Gleichstrom ausgesetzt. Wegen ihrer negativen
Ladung wandern die DNA-Fragmente in dem Agarosegel vom Minus- zum Pluspol, wobei
kleine Fragmente schneller als grof3e Fragmente durch die Poren des Gels hindurch gelangen.
Unter UV-Licht konnen die unterschiedlich groflen, mit Ethidiumbromid angefarbten
Fragmente nach Abschluss der Gelelektrophorese dann als einzelne Banden sichtbar gemacht

werden.

4.4.1 Kontrolle der PCR-Produkte

Die Produkte der Amplifikation der Genabschnitte von PPARa und PPARS wurden mit Hilfe
einer Gelelektrophorese auf Quantitat und Kontamination berpruft. Dazu wurden jeweils 3ul
PCR-Produkt zusammen mit 0,5ul Auftragspuffer in die Geltaschen eines 1,5%igen (PPAR«)
bzw. 1%igen (PPARJ) Agarose-Gels pipettiert. In eine weitere Tasche wurde 1ul einer 100bp
DNA Ladder (New England Biolabs) gegeben. Sodann wurde das Gel in eine mit 1x TBE
Puffer gefiillte Elektrophoresekammer gelegt und fir 50-60min einem Gleichstrom von
125mA ausgesetzt (Kodak Bio Max MBP 300 sowie Pharmacia Biotech EPS3500). Unter
UV-Licht (Eagle Eye I, Stratagene) zeigten sich die PCR-Produkte als 117bp (PPAR«) bzw.
269bp (PPARGS) lange Banden. Fir den folgenden Restriktionsenzymverdau wurden nur PCR-

Produkte der korrekten Lange bei jeweils zugehoriger unkontaminierter Leerprobe verwendet.

4.4.2 Analyse der Restriktionsfragmentlangen

4.4.2.1 Analyse der Restriktionsfragmentlangen am PPARa Leul62Val-Locus

Jeweils 15-16ul Restriktionsenzymverdau-Produkt wurden zusammen mit 2ul Auftragspuffer
in die Tasche eines 2,5%igen Agarosegels pipettiert. Eine weitere Tasche wurde mit einer
100bp DNA Ladder (New England Biolabs) als GroRenmarker versehen. Das Gel wurde in
ein mit 1x TBE-Puffer gefulltes Elektrophoresebecken gelegt und fir 60-75min einer Span-
nung von 130V ausgesetzt (Kodak Bio Max MBP 300 sowie Pharmacia Biotech EPS3500).
Unter UV-Licht (Eagle Eye Il, Stratagene) konnten nun die Genotypen der Probanden
identifiziert werden. Fur das Leu-Allel homozygote Probanden zeigen lediglich eine einzelne
Bande in der GroéRenordnung des unverdauten PCR-Produkts von 117bp (siehe Spuren 1-3

und 5-6 in Abbildung 4). Fur das Val-Allel homozygote Probanden weisen eine einzelne
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Bande mit der Lange von 93bp auf, welche dem gréReren Fragment des durch die Restrik-
tionsendonuklease in zwei Teile geschnittenen PCR-Produkts zuzuordnen ist (siehe Spur 7 in
Abbildung 4). Das kleinere Restriktionsfragment ist mit seiner Lange von 24bp nicht von
eventuell im PCR-Produkt noch vorhandenen tberschiissigen Primern zu unterscheiden. Bei
heterozygoten Probanden tritt sowohl eine Bande bei 117bp als auch eine Bande bei 93bp auf
(siehe Spuren 4, 8 und 9 in Abbildung 4).

1000bp

500bp
400bp

300bp

Abbildung 4: UV-Lichtfoto nach Restriktionsenzymverdau und Gelelektrophorese am
PPARa Leul62Val-Locus. Spur 0: 100bp-Leiter als GréRenmarker, Spur 1-3, 5-6: Leu-homo-
zygot, Spur 4, 8-9: heterozygot, Spur 7: Val-homozygot

4.4.2.2 Analyse der Restriktionsfragmentlangen am PPARS +294T>C-Locus

Die Gelelektrophorese und UV-Lichtdarstellung zur Identifizierung der PPARS-Genotypen
wurde grundsatzlich analog zu dem fiir PPARa beschriebenen Prozedere durchgefiihrt, jedoch
mit der Abwandlung, dass 2,0%ige Agarosegele verwendet wurden und die Dauer der Strom-
wirkung nur 50-60min betrug.

Unter UV-Licht zeigt sich bei fiir das T-Allel homozygoten Probanden lediglich eine einzelne
Bande in der GroRenordnung des unverdauten PCR-Produkts von 269bp (siehe Spuren 2, 4-8,
10 und 12 in Abbildung 5). Bei homozygoten Tragern des C-Allels erscheinen zwei Banden
der GroRe 167bp und 102bp, welche den beiden Restriktionsfragmenten entsprechen (siehe
Spuren 3 und 13 in Abbildung 5). Heterozygote Probanden weisen alle drei Banden auf: eine
bei 269bp fur den ungeschnittenen T-Allel tragenden DNA-Strang, sowie je eine Bande bei
167bp und 102bp fur die zwei Restriktionsfragmente des geschnittenen C-Allel tragenden
DNA-Strangs (siehe Spuren 1, 9 und 11 in Abbildung 5). Riickstande von (iberschiissigen
Primern im PCR-Produkt waren zum Teil als schwache Bande der GréRenordnung von 20bp

zu sehen (siehe Spuren 5-8).
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Abbildung 5: UV-Lichtfoto nach Restriktionsenzymverdau und Gelelektro-

phorese am PPARS +294 T>C-Locus. Spur 0: 100bp-Leiter als GréBenmarker,

Spur 2, 4-8, 10, 12: T-homozygot, Spur 1, 9,11: heterozygot, Spur 3, 13: C-homo-

zygot
4.5 Amplifikation und Restriktionsenzymverdau am PPARYy2 Prol2Ala-Locus
Die Amplifikation und Genotypisierung am Prol2Ala-Locus des PPARy2-Gens wurde im
Labor des Lehrstuhls fur Molecular Nutrition der Christian Albrecht Universitat Kiel durch-
gefiihrt. Dazu wurde das TagMan SNP System (Applied Biosystems (ABI), Foster City, CA,
USA) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Die Genotypisierung erfolgte durch
Fluoreszenzmessung mit dem ABI Prism 7900 HT Sequence Detection System (Applied

Biosystems (ABI), Foster City, CA, USA).

4.6 Fehlerprufung

Um die Ergebnisse der Genotypisierung zu tberpriifen, wurde fur den PPARa Leul62Val-
Polymorphismus und den PPARS +294T>C-Polymorphismus der gesamte Ablauf bei knapp
10% der Proben wiederholt. Dazu wurden aus Athleten- und Kontrollgruppe jeweils 30 Stich-
proben nach dem Zufallsprinzip ausgewahlt. Fiir diese Stichproben stimmten die Resultate der

zweiten Genotypisierung zu 100% mit den Ergebnissen der ersten Genotypisierung tberein.

4.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Computerprogramms ”SPSS fir Windows
13.0” (SPSS Inc., Chicago, USA) durchgefiihrt. Als Signifikanzniveau fir die statistischen
Tests wurde grundsétzlich ein p-Wert < 0,05 gewéhlt. Fir die einzelnen Genloci (PPARa,
PPARGS und PPARY) wurde jeweils der in den Punkten 4.7.1 — 4.7.3 beschriebene Testablauf

durchgefihrt.
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4.7.1 Vergleich der Genotypenfrequenz mit dem Hardy-Weinberg-Equilibrium

Die Ubereinstimmung der Genotypenverteilung mit dem Hardy-Weinberg-Equilibrium wurde
fir das Gesamtkollektiv, die Athleten- bzw. Kontrolluntergruppen und die einzelnen
Nationengruppen durch einen Chi?-Mehrfelder-Test iiberpriift (BORTZ u. LIEHNERT 2003).

4.7.2 Nationenvergleich
Die verschiedenen Nationen (Nordamerikaner, Deutsche und Finnen) wurden hinsichtlich der
Allelfrequenz, der Genotypenverteilung sowie den Tragerfrequenzen vom haufigeren und
selteneren Allel mit Hilfe eines Chi’>-Mehrfelder-Tests verglichen. Wenn in mehr als 20% der
Felder des Chi’>-Mehrfelder-Tests eine zu erwartende Haufigkeit von weniger als 5 vorlag,
wurde auf Grund der in diesem Fall mangelnden Zuverlassigkeit des Chi®-Mehrfelder-Tests
ersatzweise ein exakter Test nach Fisher herangezogen (BORTz u. LIEHNERT 2003). Diese
Tests sollten dartiber Aufschluss geben, ob sich die einzelnen Nationen bezliglich dieser
Merkmale statistisch signifikant unterscheiden. Im Einzelnen wurden zum Vergleich der
Nationalitaten folgende Tests durchgefihrt:

1) Vergleich der nationalen Gruppen miteinander ungeachtet des Trainingsstatus

2) Vergleich der Athleten-Gruppen der verschiedenen Nationen

3) Vergleich der Kontroll-Gruppen der verschiedenen Nationen
Zeigte sich im Chi’-Mehrfelder-Test ein signifikanter Unterschied zwischen den drei
Nationengruppen, so wurden die Nationen jeweils noch paarweise mit einem Pearson Chi?-

Test bzw. einem exakten Test nach Fisher miteinander verglichen.

4.7.3 Vergleich der Athleten- und Kontrollgruppen
Zur ldentifizierung eines moglichen Zusammenhangs zwischen dem jeweiligen Polymorphis-
mus und dem Phanotyp ”Ausdauerleistungsfahigkeit” wurden im néchsten Schritt folgende
Gruppenvergleiche (Allelfrequenz, Genotypverteilung, Tragerstatus fur haufigeres und selte-
neres Allel) mittels Chi%-(Mehrfelder)-Test bzw. einem exakten Test nach Fisher erstellt:

1) Vergleich der zusammengefassten Athletengruppe mit der zusammengefassten

Kontrollgruppe ungeachtet der Nationalitat

2) Vergleich der Athleten mit den Kontrollpersonen innerhalb der einzelnen Nationen.
Durch den Vergleich der Athleten und Kontrollpersonen innerhalb der einzelnen nationalen
Gruppen wurde die Mdoglichkeit geprift, dass sich der Zusammenhang zwischen den
Polymorphismen und der Ausdauerleistungsfahigkeit in den verschiedenen untersuchten

Populationen (Nordamerikaner, Deutsche und Finnen) unterschiedlich gestaltet.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Hardy-Weinberg Equilibrium

Die beobachteten Genotypverteilungen an den drei Genloci PPARa, PPARS und PPARy
zeigten im Gesamtkollektiv, in allen drei Nationengruppen sowie in den Untergruppen der
Athleten und Kontrollpersonen keine statistisch signifikanten Abweichungen von den nach

dem Hardy-Weinberg-Equilibrium erwarteten Genotypverteilungen.

5.2 Auswertung der Genotypisierung am PPARa Leul62Val-Locus

5.2.1 Verteilung der Genotypen, der Allele und des Tragerstatus am PPARa
Leul62Val-Locus im gesamten Probandenkollektiv

Der Genotyp am PPARa Leul62Val-Locus konnte fiir jeden der 617 Probanden erfolgreich
bestimmt werden. Im Probandenkollektiv traten alle drei moglichen Genotypen (Leu/Leu,
Leu/Val, Val/Val) auf, wobei der Genotyp Leu/Leu am hadufigsten (89,3%) und der Genotyp
Leu/Val am zweithdufigsten (9,9%) waren. Der Genotyp Val/Val kam mit 0,8% nur sehr
selten vor (siehe Abbildung 6). Entsprechend der Genotypverteilung war das Leu-Allel mit
94,2% deutlich haufiger vertreten als das Val-Allel (5,8%) (Abbildung 7).

100% - 100% - 94,2%
89,3%
90% - 90% A
80% 1 80% -
70% 1 o 70% A
= g
> 60% 1 D 60%
E 2
£ 50% T 50% A
(] [}
> b=
S 40% A & 40% 4
5 Q
& 300 - X 300
20% A 20% 4
10% 1 9.9% 10% 4 5,8%
o ' ' 0.8% ' % .
LeulLeu LeuNal ValVal Leu Val
Genotyp Allel
Abbildung 6: Verteilung der Genotypen am Abbildung 7: Verteilung der Allele am PPARa
PPARo Leul62Val-Locus im gesamten Probanden- Leul62Val-Locus im gesamten Probandenkollektiv
kollektiv

Wie Abbildung 8 veranschaulicht wird, war die grof’e Mehrheit der Probanden Trager des
Leu-Allels (99,2%). Homozygote Val-Tréger bildeten die Ausnahme (0,8%). Der Anteil der
Val-Trager blieb mit 10,7% der Genotypenverteilung entsprechend weit hinter dem Leu-

Homozygoten-Anteil zuriick (Abbildung 9).
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Abbildung 8: Relative Haufigkeit der Leu-Trager
am PPARa Leul62Val-Locus im gesamten Proban-
denkollektiv
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Abbildung 9: Relative Haufigkeit der Val-Trager
am PPARa Leul62Val-Locus im gesamten Proban-
denkollektiv

5.2.2 Vergleich der nationalen Gruppen am PPARa Leul62Val-Locus

5.2.2.1 Vergleich der Nationengesamtgruppen ungeachtet des Trainingsstatus

Zwischen den ermittelten Genotypenfrequenzen der einzelnen Nationen bestand ein signifi-

kanter Unterschied (p = 0,013) (siehe Abbildung 10). Gemeinsam war allen drei Nationen-

gruppen, dass die groBe Mehrheit der Probanden den Leu/Leu-Genotyp aufwies. Allerdings

variierte dessen relative Haufigkeit zwischen den Nationen (Nordamerikaner: 83,6%, Deut-

sche: 90,4%, Finnen: 94,8%) ebenso wie der Anteil des Leu/Val-Genotyps (Nordamerikaner:
14,5%, Deutsche: 9,3%, Finnen: 4,1%). Der Val/Val Genotyp kam in allen drei Nationen-

gruppen nur sehr selten vor (Nordamerikaner: 1,8%, Deutsche: 1,0%, Finnen: 0,3%).

Wegen des signifikanten Unterschiedes

zwischen den drei L&ndern wurden die
einzelnen Nationengruppen zusatzlich paar-
weise verglichen. Dabei ergab sich jeweils
ein signifikanter Unterschied zwischen der
nordamerikanischen und der finnischen bzw.
zwischen der nordamerikanischen und der
deutschen Probandengruppen (p = 0,016
bzw. p = 0,030), wahrend der Unterschied
zwischen den Finnen und den Deutschen

nicht signifikant war (p = 0,129).
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9.3% 4.1% | o valival
ElLeu/Val

OLeu/Leu
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83,6% 90.4% '
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0%

Deutsche Finnen

Nationengruppe

Amerikaner

Abbildung 10: Vergleich der Genotypenverteilung
am PPARo Leul62Val-Locus zwischen den nord-
amerikanischen, deutschen und finnischen Nationen-
gesamtgruppen
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Hinsichtlich der Allelfrequenzen war der Unterschied zwischen den drei Landergruppen

ebenfalls signifikant (p = 0,006). Entsprechend der Genotypenverteilung dominierte bei allen
Nationengruppen das Leu-Allel (Nordamerikaner: 90,9%, Deutsche: 95,1%, Finnen: 96,9%).

Auffallig war, dass bei den Nordamerika-
nern das seltenere Val-Allel mit 9,1% bei-
nahe doppelt bzw. dreimal so oft vorkam,
wie bei den Deutschen (4,9%) und Finnen
(3,1%) (Abbildung 11). Der paarweise
Vergleich der Nationen zeigte wiederum
einen signifikanten Unterschied zwischen
den Nordamerikanern und den anderen
beiden Nationengruppen (p = 0,017 bzw.
p = 0,009), wéhrend die Allelfrequenzen
der Finnen und Deutschen nicht signifikant

voneinander abwichen (p = 0,276).
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Nationengruppe

Abbildung 11: Vergleich der Allelverteilung am
PPARo Leul62Val-Locus zwischen den nord-
amerikanischen, deutschen und finnischen Nationen-
gesamtgruppen

Im Gegensatz zu den Genotypen- und Allelfrequenzen lagen die Anteile der Leu-Trager in

den drei Landergruppen mit 98,2% bei den Nordamerikanern, 99,0% bei den Finnen und

99,7% bei den Deutschen dicht beieinander (Abbildung 12), so dass sich aus ihnen kein

signifikanter Unterschied zwischen den drei Nationengruppen ergab (p = 0,119).
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Abbildung 12: Vergleich der relativen Haufigkeit
von Leu-Tragern am PPARa Leul62Val-Locus
zwischen den nordamerikanischen, deutschen und
finnischen Nationengesamtgruppen
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Abbildung 13: Vergleich der relativen Haufigkeit
von Val-Trdgern am PPARo Leul62Val-Locus
zwischen den nordamerikanischen, deutschen und
finnischen Nationengesamtgruppen

Die relative Haufigkeit der VVal-Tréager in den drei Nationengruppen war wiederum signifikant

verschieden (p = 0,010). Entsprechend der Genotypenverteilung traten bei den Finnen nur
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sehr wenige Val-Tréger (5,2%) auf, wéhrend der Prozentsatz bei den Deutschen fast doppelt
(9,6%) und bei Nordamerikanern mehr als dreimal so hoch war (16,4%) (Abbildung 13). Der
paarweise Nationenvergleich ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den Nord-
amerikanern und den Finnen bzw. Deutschen (p = 0,007 bzw. p = 0,025). Finnen und

Deutsche unterschieden sich hingegen nicht signifikant (p = 0,169).

5.2.2.2 Nationenvergleich der Athletengruppen

Beim Vergleich der Genotypenfrequenzen in den Athletengruppen fiel der Unterschied zwi-
schen den drei Landern nicht signifikant aus (p = 0,244) (Abbildung 14). Die grundsatzlichen
Merkmale der Genotypenverteilung in den einzelnen Sportlergruppen entsprachen denjenigen,
die auch fir die gesamten Landergruppen beobachtet worden waren. In allen drei EEA-
Gruppen war der homozygote Leu/Leu-Genotyp vorherrschend, am stérksten bei den Finnen
(94,1%), gefolgt von den Deutschen (90,9%) und den Nordamerikanern (85,5%). Der hetero-
zygote Genotyp Leu/Val trat bei den finnischen Sportlern mit 3,9% im Vergleich zu den nord-
amerikanischen (13,2%) und deutschen Athleten (8,6%) deutlich seltener auf. Der Val/Val-
Genotyp kam bei allen drei Athletengruppen am seltensten vor (Nordamerikaner: 1,3%,
Deutsche 0,5%, Finnen 2,0%).
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Abbildung 14: Vergleich der Genotypenverteilung  Abbildung 15: Vergleich der Allelverteilung am
am PPARo Leul62Val-Locus zwischen den nord- PPARa Leul62Val-Locus zwischen den nordameri-
amerikanischen, deutschen und finnischen Athleten kanischen, deutschen und finnischen Athleten

Hinsichtlich der Allelfrequenz ergab sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen
den drei Athletengruppen (p = 0,282). Wie Abbildung 15 zeigt, wog bei allen drei EEA-
Gruppen die relative Haufigkeit des Leu-Allels (Nordamerikaner: 92,1%, Deutsche: 95,2%,
Finnen: 96,1%) bei weitem die des Val-Allels (Nordamerikaner: 7,9%, Deutsche: 4,8%,
Finnen: 3,9%).
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Auch im Leu-Trager-Status zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Athletengruppen der drei Nationen (p = 0,358). Die groRe Mehrzahl der Sportler waren
Tréger des Leu-Allels (Nordamerikaner: 98,7%, Deutsche: 99,5%, Finnen: 98,0%). Bezlglich
des Val-Trager-Status wurde zwar ein deutlicher jedoch kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den drei Athletengruppen beobachtet (p = 0,241). So wiesen die nordamerikanischen
Sportler mit 14,5% mehr als doppelt so viele Val-Tréger auf als die finnischen Sportler
(5,9%). Die deutschen Athleten lagen mit einem Val-Trager-Anteil von 9,1% zwischen den

Nordamerikanern und den Finnen.

5.2.2.3 Nationenvergleich der Kontrollgruppen

Die Genotypenfrequenz in den drei Kontrollgruppen wies erhebliche Unterschiede auf, die
allerdings noch knapp oberhalb der Signifikanzgrenze lagen (p = 0,056). Wiederum war der
homozygote Genotyp Leu/Leu in allen drei Kontrollgruppen mit Abstand der h&ufigste, sein
Anteil variierte jedoch malRgeblich (Nordamerikaner: 82,0%, Deutsche: 89,9%, Finnen:
95,7%). Hinsichtlich des heterozygoten Leu/Val-Genotyps lieR sich eine genau gegenteilige
Reihenfolge der Nationen feststellen (Nordamerikaner: 15,7%, Deutsche: 10,1%, Finnen:
4,3%). Fir das Val-Allel homozygote Kontrollpersonen kamen nur in der nordamerikanischen
Kontrollgruppe (2,2%) vor, in den finnischen und deutschen Kontrollgruppen dagegen nicht
(je 0,0%) (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: Vergleich der Genotypenverteilung  Abbildung 17: Vergleich der Allelverteilung am
am PPARa Leul62Val-Locus zwischen den nord-  PPARa Leul62Val-Locus zwischen den nordameri-
amerikanischen, deutschen und finnischen Kontroll-  kanischen, deutschen und finnischen Kontrollgruppen

gruppen

Die schon in der Genotypenfrequenz beobachteten Unterschiede zwischen den drei Kontroll-
gruppen ubertrugen sich auf die Allelfrequenz und waren hier auch signifikant (p = 0,017).
Wie aus Abbildung 17 ersichtlich wird, herrschte das Leu-Allel bei den drei Kontrollgruppen
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in verschiedenem Male vor (Nordamerikaner: 89,9%, Deutsche: 94,9%, Finnen: 97,8). Dem-
entsprechend war das Val-Allel bei den Finnen (2,2%) im Vergleich zu den Nordamerikanern
(10,1%) und Deutschen (5,1%) eher selten. Im anschlielenden paarweisen Vergleich ergab
sich ein signifikanter Unterschied in den Allelfrequenzen zwischen den nordamerikanischen
und sowohl den deutschen als auch den finnischen Kontrollpersonen (p=0,030 bzw.
p = 0,018). Die deutschen und finnischen Kontrollpersonen unterschieden sich untereinander
jedoch nicht signifikant in ihren Allelfrequenzen (p = 0,390).

Die relative Haufigkeiten der Leu-Trager in den drei Kontrollgruppen lagen eng beieinander
(Nordamerikaner: 97,8%, Deutsche: 100%, Finnen: 100%), so dass die aufgetretenen Unter-
schiede zwischen den Gruppen keine Signifikanz erreichten (p = 0,108). Anders verhielt es
sich hinsichtlich des Prozentsatzes an Val-Trégern, welcher zwischen den drei Nationen-
gruppen signifikant variierte (p = 0,043). Dabei wies die nordamerikanische SC-Gruppe mit
18,0% den hdchsten Anteil an Val-Tragern auf, gefolgt von der deutschen (10,1%) und der
finnischen Kontrollgruppe (4,3%). Im paarweisen Landervergleich zeigte sich ein signifi-
kanter Unterschied zwischen den nordamerikanischen und den finnischen Kontrollpersonen
(p = 0,007), wohingegen die deutschen Kontrollpersonen sich weder von den nordamerika-

nischen noch von den finnischen signifikant unterschieden (p = 0,073 bzw. p = 0,378).

5.2.3 Vergleich der Athleten mit den Kontrollpersonen

5.2.3.1 Vergleich der Athleten mit den Kontrollpersonen ungeachtet der Nationalitat

Die Genotypenverteilung war in den natio- 100% -

. 90,1% gg 405 BEEA
neniibergreifenden Athleten- und Kontroll- 90% 1 osc
gruppen sehr &hnlich. Die maximale Ab- o D= 0,663

= 70%
weichung zwischen beiden Gruppen betrug % oo ]
zwei Prozentpunkte (p = 0,663). In beiden 2 g0 ]
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T 3004
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20% 4
Val/Val-Genotyp sehr selten vorkam 8,00 109%
10% A
(EEA: 1,0%, SC: 0,7%.). Der heterozygote 0% | , ﬂ o
Leu/Leu Leu/Val Val/Val
Leu/Val-Genotyp war in der SC-Gruppe Genotyp
etwas haufiger vertreten als in der EEA- Abbildung 18: Vergleich der Genotypenverteilung
] am PPARa Leul62Val-Locus zwischen den EEA-
Gruppe (10,9% vs. 8,9%) (Abbildung 18). und SC-Gesamtgruppen
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Zwischen den Allelfrequenzen in der
Athleten- und der Kontrollgruppe bestan-
den ebenfalls nur minimale Unterschiede
(p = 0,602). In der SC-Gruppe war das
Leu-Allel mit 93,9% zu Gunsten des Val-
Allels (6,1%) geringfiigig seltener vertre-
ten als in der EEA-Gruppe (94,6% bzw.
5,4%) (siehe Abbildung 19).

Der Anteil der Leu-Trager war in Athleten-
und Kontrollgruppe fast identisch (99,0%
bzw 99,3%) (p = 0,682). Auch hinsicht-
lich des Val- Tréger-Status fiel der Unter-

schied zwischen der Athleten- und der

Relative Haufigkeit
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Abbildung 19: Vergleich der Allelverteilung am
PPARa Leul62Val-Locus zwischen den EEA- und SC-
Gesamtgruppen

Kontrollgruppe relativ klein aus. Die Kontrollgruppe besal? einen ca. 2% hoheren Anteil an

Val-Trégern als die Athletengruppe (11,8% vs. 9,9%). Auch dieser Unterschied war nicht

signifikant (p = 0,500).

5.2.3.2 Vergleich der nordamerikanischen Athleten und Kontrollpersonen

Wie Abbildung 20 und Abbildung 21 zeigen, wichen die nordamerikanischen Athleten- und

Kontrollgruppe beziglich ihrer Genotypen- und Allelfrequenzen nur unbedeutend vonein-

ander ab (p = 0,864 bzw. p = 0,485). In der Kontrollgruppe war das seltenere Val-Allel mit

10,1% etwas héufiger, und im Gegenzug das Leu-Allel (89,9%) etwas seltener zu beobachten

als in der Sportlergruppe (7,9% bzw. 92,1%).
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Abbildung 20: Vergleich der Genotypenverteilung
am PPARa Leul62Val-Locus zwischen den nord-
amerikanischen Athleten und Kontrollpersonen
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Auch die relativen Haufigkeiten der Leu-Allel-Trdger in der Kontroll- und Athletengruppe
kamen sich sehr nahe, so dass kein signifikanter Unterschied auszumachen war (p > 0,999).
Ebenfalls nicht signifikant war der ermittelte Unterschied zwischen der Kontroll- und der
Athletengruppe hinsichtlich des Val-Tréager-Status (p = 0,674), auch wenn hier die Differenz
zwischen den beiden Gruppen mehr als 3 Prozentpunkte betrug (SC: 18,0% Val-Trager, EEA:
14,5% Val-Tréager).

5.2.3.3 Vergleich der deutschen Athleten und Kontrollpersonen

Die deutschen Athleten und Kontrollpersonen waren sich hinsichtlich aller gepruften
Merkmale, d.h. in ihrer Genotypenverteilung, in ihrer Allelverteilung und in den jeweiligen
Anteilen an Leu- und Val-Trdgern sehr dhnlich, so dass keine signifikanten Unterschiede zu
verzeichnen waren (p = 0,850, p = 0,880, p > 0,999, p = 0,742) (Siehe Abbildung 22 und
Abbildung 23).
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Abbildung 22: Vergleich der Genotypenverteilung  Abbildung 23: Vergleich der Allelverteilung am
am PPARa Leul62Val-Locus zwischen den deutschen  PPARa Leul62Val-Locus zwischen den deutschen
Athleten und Kontrollpersonen Athleten und Kontrollpersonen

5.2.3.4 Vergleich der finnischen Athleten und Kontrollpersonen

Unter den finnischen Kontrollpersonen gab es im Gegensatz zu den finnischen Sportlern
keine Homozygote fiir das seltenere Val-Allel (SC: 0,0%, EEA: 2,0%). Im Ausgleich kamen
der Leu/Leu- und der Leu/Val-Genotyp in der finnischen SC-Gruppe etwas haufiger vor als in
der finnischen EEA-Gruppe (Abbildung 24). Insgesamt waren die Unterschiede in der Geno-
typenfrequenz zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant (p > 0,999). Anders als bei den
Nordamerikanern und den Deutschen war der Prozentsatz des Leu-Allels in der finnischen
EEA-Gruppe niedriger als in der SC-Gruppe (Sportler: 96,1%, Kontrollpersonen: 97,8%)
(Abbildung 25). Dieser Unterschied war aber ebenfalls nicht signifikant (p = 0,685).
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Abbildung 24: Vergleich der Genotypenverteilung
am PPARa Leul62Val-Locus zwischen den finni-
schen Athleten und Kontrollpersonen
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Abbildung 25: Vergleich der Allelverteilung am
PPARa Leul62Val-Locus zwischen den finnischen
Athleten und Kontrollpersonen

Alle Mitglieder der finnischen SC-Gruppe waren Tréger des Leu-Allels, in der finnischen

EEA-Gruppe betrug der Anteil der Leu-Trager nur 98,0%. Dieser Unterschied war jedoch wie
auch der Unterschied bezlglich des Val-Tragerstatus (EEA: 5,9% Val-Tréager, SC: 4,3% Val-

Tréger) nicht signifikant (jeweils p > 0,999).

5.3 Auswertung der Genotypisierung am PPARd +294T>C-Locus
5.3.1 Verteilung der Genotypen, Allele und Tragerstatus am PPARS +294T>C-Locus

im gesamten Probandenkollektiv

Am PPARS +294T>C-Locus verlief die
Genotypenbestimmung fur alle 617 Proban-
den erfolgreich. Die Genotypenverteilung im
Gesamtkollektiv ist in Abbildung 26 darge-
stellt. Mit 62,1% war der T/T-Genotyp am
haufigsten vertreten, gefolgt vom T/C-Geno-
typ mit 33,4% . Der C/C-Genotyp kam nur

bei 4,5% der Studienteilnehmer vor.
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Abbildung 26: Verteilung der Genotypen am PPARS
+294T>C-Locus im gesamten Probandenkollektiv

-39-



5 Ergebnisse

Aus dieser Genotypenverteilung ergab sich, 100% -

eine sehr viel hohere T-Allel- als C-Allel- 90% 1 o

Frequenz (78,6% vs. 21,4%) (Abbildung 27). ] —

Die Uberwiegende Mehrheit (95,5%) der g ZZ:

Probanden war Tréger des T-Allels. Nur % 50%

4,5% der Studienteilnehmer wiesen kein T- é 40% 1

Allel auf (Abbildung 28). Immerhin 37,9% ‘°’°:/°' 21.3%
der Probanden waren Trager des selteneren jZ:

C-Allels. Die Mehrheit der Probanden 0%

(62,1%) war jedoch kein Tréager des C-Allels Allel

(Abbildung 29). Abbildung 27: Verteilung der Allele am PPARS
+294T>C-Locus im gesamten Probandenkollektiv
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Abbildung 28: Relative Haufigkeit de T-Trager am
PPARS +294T>C-Locus im gesamten Probanden-
kollektiv

Abbildung 29: Relative Haufigkeit der C-Trager am
PPARS +294T>C-Locus im gesamten Probanden-
kollektiv

5.3.2 Vergleich der nationalen Gruppen am PPAR$ +294T>C-Locus

5.3.2.1 Vergleich der Nationengesamtgruppen ungeachtet des Trainingsstatus

Wie Abbildung 30 zeigt, wiesen die drei Nationengruppen signifikante Unterschiede beziig-
lich der Genotypenverteilung am PPARS +294T>C-Locus auf (p = 0,004). In allen Nationen-
gruppen kam der T/T-Genotyp am haufigsten vor. Bei den finnischen Probanden dominierte
dieser mit 76,3% am deutlichsten, gefolgt von den Deutschen mit 61,1% und den Nord-
amerikanern mit lediglich 55,8%. Der heterozygote Genotyp T/C war in allen drei Nationen-
gruppen der zweith&ufigste (Nordamerikaner: 36,4%, Deutsche: 34,9%, Finnen: 22,7%), der
C/C-Genotyp der seltenste (Nordamerikaner: 7,9%, Deutsche: 3,9%, Finnen: 1,0%).
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Der anschlieBende paarweise Vergleich der Nationengruppen ergab einen signifikanten
Unterschied sowohl zwischen den Finnen und Nordamerikanern (p = 0,001) als auch
zwischen den Finnen und Deutschen (p = 0,017), wahrend sich die Nordamerikaner und
Deutschen nicht signifikant voneinander unterschieden (p = 0,137).
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Abbildung 30: Vergleich der Genotypenverteilung  Abbildung 31: Vergleich der Allelverteilung am
am PPARS +294T>C-Locus zwischen den nord-  PPARS +294T>C-Locus zwischen den nordameri-
amerikanischen, deutschen und finnischen Nationen-  kanischen, deutschen und finnischen Nationenge-
gesamtgruppen samtgruppen

Die schon bei der Genotypenverteilung beschriebenen signifikanten Unterschiede zwischen
den nordamerikanischen, finnischen und deutschen Probandengruppen spiegelten sich in der
Allelverteilung wider (p < 0,001). In allen drei Nationengruppen fand sich das T-Allel
weitaus haufiger als das C-Allel, wobei der Abstand zwischen relativen H&aufigkeiten der
Allele bei den Finnen am groRten (87,6% vs. 12,4%) und bei den Nordamerikanern am
geringsten ausgepragt war (73,9% vs. 26,1%). Die deutschen Probanden nahmen eine Mittel-
stellung ein (Abbildung 31). Im paarweisen Vergleich unterschieden sich wiederum die
Finnen signifikant von sowohl den Nordamerikanern als auch den Deutschen (p < 0,001 und
p = 0,005). Zwischen Nordamerikanern und Deutschen bestand dagegen kein signifikanter
Unterschied (p = 0,096).

Hinsichtlich der relativen Haufigkeit der T-Trédger lagen ebenfalls signifikante Abweichungen
zwischen den drei Nationengruppen vor (p = 0,025) (siehe Abbildung 32). Die Finnen waren
bis auf eine Ausnahme alle T-Trager (99,0%). Bei den Nordamerikanern waren immerhin
7,9% keine T-Trager. Die Deutschen nahmen wiederum eine Mittelstellung ein.

Der Anteil der C-Tréger variierte ebenfalls signifikant zwischen den drei Nationengruppen
(p = 0,010). Den hochsten Anteil an C-Tragern wiesen die Nordamerikaner mit 44,2 % auf,
gefolgt von den Deutschen mit 38,9%. Bei den Finnen waren lediglich 23,7% der Probanden

C-Trager (Abbildung 33). Im paarweisen Vergleich ergab sich dasselbe Bild wie schon beim
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Genotyp und bei der Allelfrequenz: Die Finnen unterschieden sich signifikant sowohl von den

Nordamerikanern als auch von den Deutschen (p < 0,001 bzw. p = 0,005). Zwischen Nord-

amerikanern und Deutschen traten keine signifikanten Abweichungen auf (p = 0,096).
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Abbildung 32: Vergleich der relativen Haufigkeit der
T-Trager am PPARS +294T>C-Locus zwischen den
nordamerikanischen, deutschen und finnischen Natio-
nengesamtgruppen
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Abbildung 33: Vergleich der relativen Haufigkeit der
C-Trager am PPARS +294T>C-Locus zwischen den
nordamerikanischen, deutschen und finnischen Natio-
nengesamtgruppen

5.3.2.2 Nationenvergleich der Athletengruppen

Wurden nur die Athletengruppen der drei Nationen miteinander verglichen, blieben die unter
Punkt 5.3.2.1 beschriebenen nationenspezifischen Charakteristika bezuglich den Merkmals-
verteilungen auch in den EEA-Gruppen erhalten. D.h., die finnischen Sportler zeichneten sich
durch die groften relativen Haufigkeiten vom homozygoten T/T-Genotyp, vom T-Allel und
vom T-Trager-Status aus. Hingegen wiesen die nordamerikanischen Sportler die hdchsten
Anteile vom heterozygoten T/C-Genotyp, vom homozygoten C/C-Genotyp, vom C-Allel und
vom C-Tréger-Status auf. Die deutschen Sportler lagen in ihren Merkmalsverteilungen
wiederum zwischen den Finnen und den Nordamerikanern (Abbildung 34 und Abbildung 35).
Insgesamt fielen die Unterschiede zwischen den drei Athletengruppen geringer aus als beim
Vergleich der Landergesamtgruppen. Fir keines der vier Merkmale Genotypenverteilung,
Allelfrequenz, T-Tréger-Status und C-Trager-Status ergab sich ein signifikanter Unterschied
(p=0,777,p =0,414, p = 0,818 und p = 0,409).
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Abbildung 34: Vergleich der Genotypenverteilung Abbildung 35: Vergleich der Allelverteilung am
am PPARS +294T>C-Locus zwischen den nordame- PPARS +294T>C-Locus zwischen den nordamerika-
rikanischen, deutschen und finnischen Athleten nischen, deutschen und finnischen Athleten

5.3.2.3 Nationenvergleich der Kontrollgruppen

Im Gegensatz zu den Athletengruppen unterschieden sich die Kontrollgruppen der drei
Nationen in allen vier Merkmalen Genotypenverteilung, Allelfrequenz, T-Trégerstatus und
C-Trager-Status signifikant (p = 0,003, p < 0,001, p = 0,020, p = 0,003). In der finnischen
SC-Gruppe Uberwogen der T/T-Genotyp (82,6%) bzw. das T-Allel (91,3%) am starksten,
wahrend der C/C-Genotyp Uberhaupt nicht auftrat. Die nordamerikanische SC-Gruppe war
von allen diejenige Untergruppe mit den hochsten Anteilen vom heterozygoten T/C-Genotyp
(36,0%), homozygoten C/C-Genotyp (11,2%), C-Allel (29,2%) und C-Tragerstatus (47,2%)
(siehe Abbildung 36 - Abbildung 39).

Im paarweisen Landervergleich wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den finnischen
und nordamerikanischen Kontrollpersonen bezuglich aller vier Merkmale (Genotypenver-
teilung: p = 0,002; Allelfrequenz: p < 0,001; T-Tréager-Status: p = 0,016, C-Tréger-Status:
p =0,001) beobachtet. Zwischen den finnischen und deutschen Kontrollpersonen bestanden
fur drei der vier Merkmale mit Ausnahme des T-Tréger-Status ebenfalls signifikante
Unterschiede (Genotypenverteilung: p = 0,013; Allelfrequenz: p = 0,003; T-Tréager-Status:
p =0,206; C-Trager-Status: p = 0,005). Die nordamerikanischen und deutschen Kontroll-
personen unterschieden sich in keinem der vier Merkmale signifikant (Genotypenverteilung:
p =0,133; Allelfrequenz: p = 0,085; T-Trager-Status: p = 0,053 und C-Trager-Status:
p = 0,259).
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Abbildung 36: Vergleich der Genotypenvertei-
lung am PPARS +294T>C-Locus zwischen den
nordamerikanischen, deutschen und finnischen
Kontrollpersonen.
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Abbildung 38: Vergleich der relativen Haufigkeit
der T-Tréger am PPARS +294T>C-Locus zwi-
schen den nordamerikanischen, deutschen und
finnischen Kontrollpersonen.
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Abbildung 37: Vergleich der Allelverteilung am
PPARS +294T>C-Locus zwischen den nordameri-
kanischen, deutschen und finnischen Kontroll-
personen.
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Abbildung 39: Vergleich der relativen Haufigkeit
der C-Trdager am PPARS +294T>C-Locus zwi-
schen den nordamerikanischen, deutschen und
finnischen Kontrollpersonen.

5.3.3 Vergleich der Athleten mit den Kontrollpersonen am PPAR® +294T>C-Locus

5.3.3.1 Vergleich der Athleten mit den Kontrollpersonen ungeachtet der Nationalitat

Beim Vergleich der gesamten Athletengruppe mit der gesamten Kontrollgruppe ergaben sich

nur geringfugige, nicht signifikante Unterschiede (Abbildung 40). In der SC-Gruppe waren

der homozygote T/T-Genotyp sowie der heterozygote T/C-Genotyp etwas seltener zu finden

als in der EEA-Gruppe. Auffallend war, dass der C/C-Genotyp in der Kontrollgruppe mit

5,9% fast doppelt so oft vorkam wie in der Sportlergruppe (3,2%). In Folge dieser Genotypen-

verteilungen Uberstieg die T-Allelfrequenz in der Sportlergruppe die entsprechende Frequenz

in der Kontrollgruppe um 2,1 Prozentpunkte (siehe Abbildung 41).
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Abbildung 40: Vergleich der Genotypenverteilung  Abbildung 41: Vergleich der Allelverteilung am
am PPARS +294T>C-Locus zwischen den EEA- und  PPARS +294T>C-Locus zwischen den EEA- und SC-
SC-Gesamtgruppen Gesamtgruppen

Die relative Haufigkeit der T-Tréager lag in der EEA-Gruppe (96,8%) nur knapp Uber der-
jenigen in der SC-Gruppe (94,1%) (p=0,122). Auch die Anteile der C-Tréger lagen in beiden
Gruppen mit 37,3% bei den EEAs und 38,6% bei den SCs nahe beieinander (p = 0,741).

5.3.3.2 Vergleich der nordamerikanischen Athleten und Kontrollpersonen

Die Genotypenverteilung der nordamerikanischen Athleten wich insbesondere bei den homo-
zygoten Genotypen von derjenigen der Kontrollpersonen ab, wahrend sich der Anteil der
Heterozygoten in beiden Gruppen sehr dhnlich war (Abbildung 42). In der EEA-Gruppe war
der T/T-Genotyp mit 59,2% deutlich hdufiger vertreten als in der SC-Gruppe (52,8%). Hin-
gegen war der C/C-Genotyp in der Sportlergruppe sehr viel seltener (EEA: 3,9%, SC: 11,2%).
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Abbildung 42: Vergleich der Genotypenverteilung Abbildung 43: Vergleich der Allelverteilung am
am PPARS +294T>C-Locus zwischen den nord- PPARS +294T>C-Locus zwischen den nordameri-
amerikanischen Athleten und Kontrollpersonen. kanischen Athleten und Kontrollpersonen.
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Hinsichtlich der Allelverteilung wies die nordamerikanische Sportlergruppe einen Kklar
hoheren Anteil vom T-Allel auf als die Kontrollgruppe (EEA: 77,6%, SC: 70,8%) (siehe
Abbildung 43). Der Genotypenverteilung entsprechend lag auch der Prozentsatz der T-Trager
in der EEA-Gruppe um mehr als 7 Prozentpunkte iber dem in der SC-Gruppe (96,1% in der
EEA-Gruppe vs. 88,8% in der SC-Gruppe), wahrend die EEA-Gruppe bezuglich der relativen
Héufigkeit der C-Trager um knapp 7 Prozentpunkte hinter der SC-Gruppe zuriickblieb (40,7%
vs. 47,2%). Jedoch war keiner der hier beschriebenen Unterschiede statistisch signifikant
(Genotypenverteilung: p = 0,298; Allelverteilung: p = 0,208, T-Tréager-Status: p = 0,083;
C-Tréger-Status: p = 0,409).

5.3.3.3 Vergleich der deutschen Athleten und Kontrollpersonen

Im Vergleich zu den anderen beiden Nationengruppen fielen die Unterschiede zwischen den
deutschen Athleten und Kontrollen nur minimal und nicht signifikant aus (Genotypen-
verteilung: p = 0,742, Allelverteilung: p = 0,574, T-Trager-Status: p = 0,453; C-Tréger-Status:
p=0,712). Weder bei der Genotypenverteilung noch bei der Allelverteilung betrug die
Differenz zwischen den beiden Gruppen mehr als 2 Prozentpunkte (Abbildung 44 und
Abbildung 45). Wie schon bei den Nordamerikanern waren der homozygote T/T-Genotyp und
das T-Allel tendenziell in der EEA-Gruppe héufiger und das C-Allel seltener als in der SC-
Gruppe. Ebenso gering wie bei der Genotypen- und Allelverteilung fielen die Abweichungen
zwischen deutschen Sportlern und Kontrollpersonen hinsichtlich des T-Trager-Status (EEAs:
96,8% vs. SCs: 95,2%) und des C-Tréger-Status (EEAs: 38,0% vs. SCs: 39,9%) aus.
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Abbildung 44: Vergleich der Genotypenverteilung Abbildung 45: Vergleich der Allelverteilung am
am PPARS +294T>C-Locus zwischen den deut- PPARS +294T>C-Locus zwischen den deutschen
schen Athleten und Kontrollpersonen. Athleten und Kontrollpersonen.
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5.3.3.4 Vergleich der finnischen Athleten und Kontrollpersonen

Innerhalb der finnischen Probanden ergaben sich hinsichtlich der Genotypenverteilung auffal-
lige Unterschiede zwischen Athleten- und Kontrollgruppe. Im Gegensatz zu den nordamerika-
nischen und deutschen Probanden war es bei den Finnen die Kontrollgruppe, die anteilig mehr
T-Homozygote (SC: 82,6%, EEA: 70,6%) und weniger Heterozygote (SC: 17,4%, EEA:
27,5%) und C-Homozygote (SC: 0%, EEA: 2,0%) enthielt (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Vergleich der Genotypenverteilung  Abbildung 47: Vergleich der Allelverteilung am
am PPARS +294T>C-Locus zwischen den finnischen ~ PPARS +294T>C-Locus zwischen den finnischen
Athleten und Kontrollpersonen. Athleten und Kontrollpersonen

Infolgedessen war die T-Allelfrequenz bei den finnischen SCs um 7 Prozentpunkte groRer
(SCs: 91,3% vs. EEASs: 84,3%) (siehe Abbildung 47) und der Anteil der C-Tréger um etwa 12
Prozentpunkte geringer als bei den finnischen EEAs (SCs: 17,4% vs. EEAs: 29,4%). Der
Anteil der T-Trager war in beiden Gruppen dagegen sehr dhnlich (SC: 100%, EEA: 98,0%).
Keiner dieser beobachteten Unterschiede zwischen den finnischen EEAs und SCs erreichte
statistische Signifikanz (Genotypenverteilung: p = 0,232; Allelverteilung: p = 0,140,
T-Trager-Status: p > 1,000; C-Trager-Status: p = 0,165).

5.4 Auswertung der Genotypisierung am PPARYy2 Prol2Ala-Locus

5.4.1 Verteilung der Genotypen, Allele und Tragerstatus am PPARYy2 Prol2Ala-Locus
im gesamten Probandenkollektiv

Der Genotyp am PPARYy2 Prol2Ala-Locus konnte fiir 611 der insgesamt 617 Studienteil-

nehmer ermittelt werden. Die grolRe Mehrheit der Probanden hatte den Genotyp T/T (74,8%).

Am zweithdufigsten war der Pro/Ala-Genotyp mit 22,7%. Der Ala/Ala-Genotyp war mit 2,5%

nur selten vertreten (Abbildung 48).
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kollektiv

Wie schon aus der Genotypenverteilung ersichtlich war, trat das Pro-Allel mit 90,5% deutlich
héaufiger auf als das Ala-Allel mit nur 9,5% (Abbildung 49). Die groRe Mehrheit der Proban-
den (97,5%) war Tréger des Pro-Allels. Nur 2,5% der Probanden wiesen kein Pro-Allel auf
(Abbildung 50). Etwa ein Viertel (25,2%) der untersuchten Probanden waren Tréager des Ala-
Allels (Abbildung 51).
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Abbildung 50: Relative Haufigkeit der Pro-Trager  Abbildung 51: Relative Haufigkeit der Ala-Trager
am PPARy2 Prol2Ala-Locus im gesamten Proban-  am PPARy2 Prol2Ala-Locus im gesamten Proban-
denkollektiv denkollektiv
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5.4.2 Vergleich der verschiedenen Nationen am PPARYy2 Prol2Ala-Locus

5.4.2.1 Vergleich der nationalen Gruppen ungeachtet des Trainingsstatus
Im Gegensatz zu den PPARa- und PPARS-Genloci lielen sich am PPARy2 Prol2Ala-Locus

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Nationengruppen beziiglich der Merkmale

Genotypenverteilung (p = 0,537), Allelverteilung (p = 0,577), Pro-Tréager-Status (p = 0,712)

und Ala-Tréager-Status (p = 0,416) feststellen. Es wurden daher keine paarweisen Vergleiche

der Nationengruppen durchgefiihrt. In allen
drei L&ndergruppen dominierte der Pro/Pro-
Genotyp, gefolgt vom Pro/Ala-Genotyp und
dem seltenen Ala/Ala-Genotyp. VVon den drei
Nationengruppen zeichneten sich die Nord-
amerikaner durch den gro3ten Anteil des
homozygoten Pro/Pro-Genotyp (Nordameri-
78,0%, Deutsche: 74,4%,
71,6%) und den geringsten Anteil am hetero-

kaner: Finnen:
zygoten Pro/Ala-Genotyp (Nordamerikaner:
19,5%, Deutsche: 22,8%, Finnen: 28,4%)
aus. Die Finnen hatten als Gruppe zwar den

groRten Anteil an Heterozygoten, der flir das
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Abbildung 52: Vergleich der Genotypenverteilung
am PPARy2 Prol2Ala-Locus zwischen den nord-
amerikanischen, deutschen und finnischen Nationen-
gesamtgruppen

seltenere Ala-Allel homozygote Genotyp kam bei ihnen im Vergleich zu den Deutschen und

Nordamerikanern aber nur knapp halb so oft vor (Nordamerikaner: 2,4%, Deutsche: 2,8%,

Finnen: 1,1%) (Abbildung 52).

Die Allelfrequenzen in den drei Nationen-
gruppen lagen sehr eng beieinander. Die
nordamerikanische Probandengruppe zeich-
nete sich entsprechend der Genotypenvertei-
lung durch die hochste relative Haufigkeit
des Pro-Allels (Nordamerikaner: 87,8%,
Deutsche: 85,9%, Finnen: 84,9%) und die
niedrigste relative Haufigkeit des Ala-Allels
aus (Nordamerikaner: 12,2%,
14,1%, Finnen: 15,1%) (Abbildung 53).
Auch bezuglich des Pro-Trager-Status be-
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Abbildung 53: Vergleich der Allelverteilung am
PPARy2 Prol2Ala-Locus zwischen den nord-
amerikanischen, deutschen und finnischen Nationen-
gesamtgruppen
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den drei Landergruppen, wobei der Prozentsatz an Pro-Tragern zwischen 97,2% bei den
Deutschen und 99,0% bei den Finnen lag (Abbildung 54). Die Variationen zwischen den drei
Nationengruppen hinsichtlich der relativen Haufigkeit der Ala-Tréger betrugen maximal 7,2
Prozentpunkte (22,0% bei den Nordamerikanern vs. 29,2% bei den Finnen), waren aber
ebenfalls nicht signifikant (p = 0,416) (Abbildung 55).
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Abbildung 54: Vergleich der relativen Haufigkeit der
Pro-Trager am PPARy2 Prol2Ala-Locus zwischen
den nordamerikanischen, deutschen und finnischen
Nationengesamtgruppen

Abbildung 55: Vergleich der relativen Haufigkeit der
Ala-Tragern am PPARy2 Prol2Ala-Locus zwischen
den nordamerikanischen, deutschen und finnischen
Nationengesamtgruppen

5.4.2.2 Nationenvergleich der Athletengruppen

Wourden lediglich die Athleten der einzelnen Lander miteinander verglichen, fielen die Unter-
schiede zwischen den Nationen ahnlich gering aus wie beim Vergleich der Landergesamt-
gruppen. Sie waren daher ebenfalls nicht signifikant (Genotypenverteilung p = 0,909, Allel-
verteilung p = 0,839). Tendenziell wiesen die drei Sportler-Gruppen einen etwas geringeren
Anteil am homozygoten Pro/Pro-Genotyp auf als das Gesamtkollektiv, wobei der Pro/Pro-
Anteil bei den finnischen EEAs mit 68,0% am niedrigsten und bei den deutschen EEAs mit
72,4% am hochsten war. Umgekehrt war der heterozygote Pro/Ala-Genotyp bei den
finnischen EEAs etwas haufiger (30,0%) als bei den deutschen (24,9%) und nordamerika-
nischen EEAs (25,0%) zu finden. Homozygote flr das Ala-Allel kamen in allen drei Sportler-
Gruppen nur selten vor, davon noch am haufigsten bei den nordamerikanischen EEAs (4,0%)
(Abbildung 56).

Als Konsequenz aus der Genotypenverteilung variierten die relative Haufigkeit des selteneren
Ala-Allels nur wenig zwischen den drei EEA-Gruppen (Nordamerikaner: 16,4%, Deutsche:
15,1%, Finnen: 17,0%). (Abbildung 57). Der prozentuale Anteil der Pro-Trégern lag zwischen
96,1% bei den nordamerikanischen EEAs und 98,0% bei den finnischen EEAs (p = 0,890).
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Auch die Unterschiede zwischen den drei Sportlergruppen beziiglich des Ala-Trager-Anteils

waren gering (Nordamerikaner: 28,9%, Deutsche: 27,6%, Finnen: 32,6%) und damit nicht

statistisch signifikant (p = 0,823).
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Abbildung 56: Vergleich der Genotypenverteilung
am PPARy2 Prol2Ala-Locus zwischen den nord-
amerikanischen, deutschen und finnischen Athleten.
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Abbildung 57: Vergleich der Allelverteilung am
PPARy2 Prol2Ala-Locus zwischen den nord-
amerikanischen, deutschen und finnischen Athleten.

5.4.2.3 Nationenvergleich der Kontrollgruppen

Obwohl die Unterschiede zwischen den Kontrollpersonen der drei Nationen etwas ausge-

pragter waren als zwischen den entsprechenden EEA-Gruppen, erreichten sie ebenfalls flr

keines der untersuchten Merkmale statistische Signifikanz (Genotypenverteilung: p = 0,404,
Allelverteilung: p = 0,270, Pro-Tréager-Status: p = 0,614 und Ala-Trager-Status: p = 0,276).

Die relative Haufigkeit des homozygoten
Pro/Pro-Genotyps variierte von 84,1% bei
den nordamerikanischen tber 76,5% bei den
deutschen bis zu 73,9% bei den finnischen
Kontrollpersonen. Beim Pro/Ala-Genotyp
bestand eine umgekehrte Lénderreihenfolge
(Nordamerikaner: 14,8%, Deutsche: 20,5%,
Finnen: 26,1%). Der Ala/Ala-Genotyp war in
den nordamerikanischen und deutschen
Kontroll-Gruppen nur selten (3,0% bzw.
1,1%), in der finnischen SC-Gruppe gar

nicht vorhanden (siehe Abbildung 58).
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Abbildung 58: Vergleich der Genotypenverteilung
am PPARy2 Prol2Ala-Locus zwischen den nord-
amerikanischen, deutschen und finnischen Kon-
trollpersonen
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Die Allelfrequenzen waren in der deutschen 100% -
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(siehe Abbildung 59).

Die (berwiegende Mehrheit der Kontroll-

Relative Haufigkeit

30% -

20% -

10% -

personen aller drei Nationengruppen war 0%
Trager des Pro-Allels
98,9%, Deutsche: 97,0%, Finnen: 100%).
Grolere Unterschiede zwischen den drei

Deutsche Finnen

Nationengruppe

Amerikaner

(Nordamerikaner:

Abbildung 59: Vergleich der Allelverteilung am
PPARY2 Prol2Ala-Locus zwischen den nordamerika-
nischen, deutschen und finnischen Kontrollpersonen.

Kontrollgruppen lieBen sich in Hinsicht auf die prozentualen Anteile von Ala-Trégern
feststellen (Nordamerikaner: 15,9%, Deutsche: 23,5%, Finnen: 26,1%).

5.4.3 Vergleich der Athleten mit den Kontrollpersonen

5.4.3.1 Vergleich der Athleten mit den Kontrollpersonen ungeachtet der Nationalitat

Wie in Abbildung 60 zu sehen ist, kamen in der EEA-Gesamtgruppe die das seltenere Ala-
Allel beinhaltenden Genotypen Pro/Ala und Ala/Ala deutlich hdufiger vor als in der
SC-Gesamtgruppe (25,7% vs. 19,3% und 2,9% vs. 2,0%), der homozygote Pro/Pro-Genotyp
dagegen in einer niedrigeren relativen Haufigkeit (71,4% vs. 78,7%). Diese Abweichungen

zwischen der EEA- und der SC-Gruppe waren statistisch jedoch nicht signifikant (p = 0,114).
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Abbildung 60: Vergleich der Genotypenverteilung ~ Abbildung 61: Vergleich der Allelverteilung am

am PPARy2 Prol2Ala-Locus zwischen den EEA- und
SC-Gesamtgruppen

PPARy2 Prol2Ala-Locus zwischen den EEA- und
SC-Gesamtgruppen
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Hinsichtlich der Allelverteilung wurden ebenfalls groRere Unterschiede zwischen den
Athleten und den Kontrollpersonen beobachtet, die hier auch statistisch schwach signifikant
waren (p =0,047). Entsprechend der Genotypenverteilung Uberstieg die Frequenz des
selteneren Ala-Allels in der EEA-Gruppe diejenige in der SC-Gruppe merklich (11,8% vs.
7,0%). Im Gegenzug fiel die Pro-Allel-Frequenz in der Athletengruppe hinter derjenigen der
Kontrollgruppe zurtick (88,2% vs. 93,0%) (Abbildung 61). Beziiglich des Pro-Trager-Status
unterschieden sich die EEA- und die SC-Gruppe nur um knapp einen Prozentpunkt und damit
nicht statistisch signifikant (p = 0,475). In beiden Gruppen war die eindeutige Mehrheit der
Probanden Tréger des Pro-Allels (EEA: 97,1%, SC: 98,0%) (Abbildung 62).

Die relative Haufigkeit der Ala-Trager wies wesentlich groRere und statistisch auch schwach
signifikante Unterschiede zwischen der EEA- und der SC-Gruppe auf (p = 0,048). Wie
Abbildung 63 veranschaulicht, enthielt die EEA-Gruppe prozentual deutlich mehr Ala-Trager
als die SC-Gruppe (28,6% vs. 21,7%).

0% =
100% - 97,1% 98,0% 100% BEEA
BEEA 90% { P=0048 osc
90% osc
0,
- 20% | 78,3%
80% - p =0.475 71,4%
- 70%
= 70% 4 T
Q X
X 2 60% -
2 60% 1 =
3 T 50%
I 50% °
[} > "
% 40% A g A0% 1
° & 300 28,6%
(4 ] th
30% 21,7%
20% 4 20% o
% 10% -
10% 29%  2,0%
0% . [ —] . 0% r
Pro-Trager Nicht-Pro-Tréager Ala-Trager Nicht-Ala-Trager
Trager-Status Tréager-Status

Abbildung 62: Vergleich der relativen Haufigkeit der ~ Abbildung 63: Vergleich der relativen Haufigkeit der
Pro-Trager am PPARy2 Prol2Ala-Locus zwischen  Ala-Trdgern am PPARy2 Prol2Ala-Locus zwischen
den EEA- und SC-Gesamtgruppen. den EEA- und SC-Gesamtgruppen.

5.4.3.2 Vergleich der nordamerikanischen Athleten und Kontrollpersonen

Beim Vergleich zwischen nordamerikanischen Athleten und Kontrollpersonen ergaben sich
klare Unterschiede, die allerdings wie bei den EEA- und SC-Gesamtgruppen nur fiir die Allel-
frequenz und den Ala-Tréger-Status statistische Signifikanz erreichten. Die das seltenere Ala-
Allel enthaltenden Genotypen Pro/Ala und Ala/Ala traten in der nordamerikanischen EEA-
Gruppe jeweils mit Abstand haufiger auf, als in der nordamerikanischen SC-Gruppe (Pro/Ala:
25,0% vs. 14,8%; Ala/Ala: 4,0% vs. 1,1%), wahrend die Frequenz des Pro/Pro-Genotyps bei
den Athleten 13 Prozentpunkte niedriger als bei den Kontrollpersonen war. Diese Unter-
schiede zwischen den beiden Gruppen waren jedoch nicht statistisch signifikant (p = 0,133).
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Abbildung 64: Vergleich der Genotypenverteilung Abbildung 65: Vergleich der Allelverteilung am
am PPARy2 Prol2Ala-Locus zwischen den nord- PPARy2 Prol2Ala-Locus zwischen den nord-
amerikanischen Athleten und Kontrollpersonen. amerikanischen Athleten und Kontrollpersonen.

Hinsichtlich der Allelverteilung wurden ebenfalls starke Abweichungen zwischen den nord-
amerikanischen Sportlern und Kontrollpersonen beobachtet und erreichten hier auch statisti-
sche Signifikanz (p = 0,029). So kam das seltenere Ala-Allel in der nordamerikanischen
Athletengruppe mit 16,4% annahernd doppelt so haufig vor wie in der Kontrollgruppe (8,5%),
das h&ufigere Pro-Allel dementsprechend seltener (83,6% vs. 91,5%) (Abbildung 65).

Trotz dieser relativ grofRen Variationen in den Genotypen- und Allelverteilungen zwischen
den nordamerikanischen EEAs und SCs bestand hinsichtlich des Pro-Tragerstatus kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p = 0,337). Sowohl

bei den Athleten als auch bei den Kontroll-

. . . 100% 1 p=o0,044 mEeA
personen war die Mehrheit Pro-Trager 0% osc
(I 84,1%
(EEA: 96,1%, SC: 98,6%) (p = 0,337). 80% - 1%
Ein enormer und auch statistisch signifi- %1
— 60% +
kanter Unterschied (p = 0,044) zwischen § 50% 4
nordamerikanischer Athleten- und Kon- & 0% | 25 00
30% - il
troll-Gruppe lie3 sich beziglich der rela- 2096 | 15.9%
tiven Haufigkeit der Ala-Tréager feststellen 10% -
: : : : 0%
(siehe Abbildung 66). Diese war in der NaCarrer NichtCarrier
EEA-Gruppe mit 28,9% fast doppelt so Trager-Status
.. Abbildung 66: Vergleich der relativen Haufigkeit der
groR wie in der SC-Gruppe (15,9%). Ala-Trager am PPARy2 Prol2Ala-Locus zwischen den

nordamerikanischen Athleten und Kontrollpersonen.
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5.4.3.3 Vergleich der deutschen Athleten und Kontrollpersonen

Im Gegensatz zu den nordamerikanischen Probanden ergab der Vergleich zwischen den
deutschen Athleten und Probanden bei keinem der vier Merkmale Genotyp, Allelfrequenz,
Pro-Trager-Status und Ala-Tréger-Status statistisch signifikanten Unterschiede.

Bei Betrachtung der Genotypenverteilungen (Abbildung 67) zeigte sich wieder der schon bei
den Nordamerikanern beobachtete Sachverhalt, dass in der Athletengruppe der homozygote
Pro/Pro-Genotyp nicht ganz so oft (72,4% vs. 76,5%), der Pro/Ala-Genotyp dagegen haufiger
(24,9% vs. 20,5%) vertreten war als in der Kontrollgruppe. Die relative Haufigkeit des
Ala/Ala-Genotyps war in beiden Untergruppen ahnlich niedrig (EEA: 2,7%, SC: 3,0%),
(p = 0,618). Die Frequenzen des Pro- und Ala-Allels in der deutschen Athleten- und Kontroll-
gruppe wichen nur geringfuigig und nicht statistisch signifikant voneinander ab (p = 0,476). In
der deutschen EEA-Gruppe war die Pro-Frequenz etwas niedriger (84,9% vs. 87,0%) und die
Ala-Frequenz entsprechend hoher als in der deutschen SC-Gruppe (Abbildung 68).
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Abbildung 67: Vergleich der Genotypenverteilung  Abbildung 68: Vergleich der Allelverteilung am
am PPARy2 Prol2Ala-Locus zwischen den deutschen ~ PPARy2 Prol2Ala-Locus zwischen den deutschen
Athleten und Kontrollpersonen Athleten und Kontrollpersonen

Der Anteil an Pro-Tragern war in beiden Untergruppen fast identisch (EEAs: 97,3%,
SCs: 97,0%), (p > 0,999). Etwas deutlicher fiel der Unterschied zwischen deutschen Athleten
und deutschen Kontrollpersonen hinsichtlich der relativen Haufigkeit der Ala-Trager aus. Wie
auch schon bei den Nordamerikanern, wies die deutsche EEA-Gruppe (27,6%) einen héheren
Prozentsatz an Ala-Trégern auf als die deutsche SC-Gruppe (23,5%) (p = 0,383).
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5.4.3.4 Vergleich der finnischen Athleten und Kontrollpersonen

Wie in der deutschen Nationengruppe zeigten sich beim Vergleich der finnischen Athleten
und Kontrollpersonen keine signifikanten Unterschiede beziiglich der vier Merkmale Geno-
typ, Allelfrequenz, Pro-Tréger-Anteil und Ala-Trager-Anteil. Wieder wiesen die finnischen
EEAs jeweils einen hdheren Anteil der Genotypen Pro/Ala und Ala/Ala auf als die finnischen
SCs (Abbildung 69). Der Unterschied zwischen den beiden Untergruppen war jedoch nicht
statistisch signifikant (p = 0,735). Die Allelfrequenzen des Pro- und Ala-Allels wichen im
Vergleich der finnischen Athleten- und Kontrollgruppe ebenfalls nicht signifikant
voneinander ab (p = 0,444). Die Ala-Frequenz lag in der finnischen Sportlergruppe (17,0%)
um 4 Prozentpunkte hoher als in der Kontrollgruppe (13,0%) (Abbildung 70).
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finnischen Athleten und Kontrollpersonen Athleten und Kontrollpersonen

Bezuglich des Pro-Trager-Anteils wurden nur ein minimaler Unterschied zwischen den
finnischen Untergruppen ermittelt (EEA: 98,0%, SC: 100%) (p > 0,999). Hinsichtlich des
Ala-Trager-Status fielen die Unterschiede zwischen finnischer Athleten- und Kontrollgruppe
zwar groler aus (32,0% in der EEA-Gruppe vs. 26,1% in der SC-Gruppe), waren jedoch
ebenfalls nicht signifikant (p = 0,524).
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6 DISKUSSION

6.1 Probandenkollektiv und Methodik

6.1.1 GroRe des Probandenkollektivs

Das Probandenkollektiv dieser Arbeit umfasste insgesamt 617 ménnliche Personen kauka-
sischer Abstammung aus Nordamerika, Deutschland und Finnland. Diese wurden hinsichtlich
der drei Polymorphismen PPARa Leul62Val, PPARS +294T>C und PPARy2 Prol2Ala
genotypisiert, um zu untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten dieser
Polymorphismen und dem Grad der Ausdauerleistungsfahigkeit besteht. Dazu wurden die
Probanden je nach der Hohe ihrer maximalen Sauerstoffaufnahme in eine Hochleistungs-
Ausdauerathletengruppe (n = 314) und eine Gruppe untrainierter Kontrollpersonen (n = 303)
eingeteilt. Das Gesamtkollektiv wurde dabei aus Probanden drei verschiedener Herkunfts-
l&ander zusammen gestellt, um insbesondere in der EEA-Gruppe eine hinreichende Anzahl an
Studienteilnehmern fur eine aussagekréftige statistische Auswertung zu erreichen. Es ist
davon auszugehen, dass die KollektivgroRe von 617 Probanden ausreichte, um fur den PPARS
+294T>C-Locus zuverlassige Ergebnisse zu liefern, da hier das seltenere C-Allel mit einer
Frequenz von 0,214 in genligend groRer Fallzahl auftrat. Kritischer sind die Ergebnisse
beziglich des PPARa Leul62Val-Polymorphismus und des PPARy2 Prol2Ala-Polymor-
phismus zu sehen. An beiden Loci kam das jeweils seltenere Allel nur in relativ geringer
Fallzahl vor (Val-Allel 5,8%, Ala-Allel 9,5%). Bei solch niedrigen Allelfrequenzen muss aus
statistischer Sicht eher damit gerechnet werden, dass beobachtete Unterschiede zwischen zwei
Gruppen auf Zufdllen beruhen. So erlangten beispielsweise beim Vergleich der Geno-
typenverteilung von EEAs und SCs am PPARYy2 Prol2Ala Locus selbst Abweichungen von 6
Prozentpunkten bei Pro-Homozygoten und Heterozygoten keine statistische Signifikanz.
Derselbe prozentuale Unterschied ware in einem Kollektiv von mehr als 920 Probanden aber
statistisch signifikant gewesen. Bei der vorliegenden KollektivgréRe von 617 Probanden
werden bei niedriger Frequenz des seltenen Allels also nur relativ groRe Unterschiede
zwischen EEA- und SC-Gruppe als Zeichen flr eine Assoziation zwischen Polymorphismus
und Ausdauerleistungsfahigkeit gewertet. In Anbetracht der Zielsetzung der Genathlete-
Studie, in der Vielzahl moglicher Kandidatengene einzelne Polymorphismen zu identifizieren,
welche die Auspragung der Ausdauerleistungsfahigkeit stark beeinflussen, erscheint es aber
sinnvoll, nur maRgebliche Unterschiede zwischen Athleten- und Kontrollgruppe als Hinweis
auf eine nennenswerte Rolle des entsprechenden Polymorphismus anzusehen. Unabhéngig
davon sollte ein Ausbau des Probandenkollektivs auf eine Gesamtzahl von mehr als 1000

Teilnehmer (mindestens je 500 pro Untergruppe) angestrebt werden.
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6.1.2 Zusammensetzung des Probandenkollektivs

Sowohl die Athleten- als auch die Kontrollgruppe war aus Probanden nordamerikanischer,
deutscher und finnischer Herkunft zusammengesetzt, wobei die Kontrollpersonen so rekrutiert
wurden, dass die jeweiligen Anteile von Nordamerikanern, Deutschen und Finnen in den
EEA- und SC-Gruppen jeweils sehr dhnlich waren. Hierdurch konnte sichergestellt werden,
dass beim Vergleich der Athleten- und Kontroll-Gesamtgruppen mégliche - und letztendlich
auch fur zwei der drei untersuchten Polymorphismen beobachtete - Unterschiede zwischen
den einzelnen Landergruppen hinsichtlich der Haufigkeit des Auftretens der einzelnen Poly-
morphismen (siehe Punkt 6.2) ausgeglichen wurden. Ein zusétzlicher Vorteil des aus mehre-
ren Nationengruppen zusammengestellten Probandenkollektivs ist, dass man durch Vergleich
der Nationengruppen uberprifen kann, ob eine beobachtete Assoziation zwischen dem
Auftreten eines Polymorphismus und dem Grad der Ausdauerleistungsféhigkeit nur isoliert in
einer Nationengruppe auftritt oder nationendibergreifend zu beobachten ist. Eine nationen-
ubergreifend festzustellende Assoziation zwischen Polymorphismus und Auspragung der
Ausdauerleistungsfahigkeit wirde einen starkeren Hinweis auf einen generellen Zusammen-
hang zwischen Vorliegen des jeweiligen Polymorphismus und der Ausdauerleistungsféhigkeit
liefern, als wenn dieselbe Assoziation nur in einer Nationengruppe vorliegt.

Kritisch kdnnte man allerdings die unterschiedlich starke Vertretung der einzelnen Nationen-
gruppen in der Athleten- und Kontrollgruppe bewerten. Die Deutschen stellten mit 59,6% in
der Athleten- und 55,4% in der Kontrollgruppe die Mehrheit der Probanden. Die finnischen
Probanden waren mit 16,2% in der Athleten- und 15,2% in der Kontrollgruppe stark in der
Minderheit. Der Anteil der nordamerikanischen Sportler und Kontrollpersonen lag mit 24,2%
bzw. 29,4% zwischen dem der deutschen und finnischen. Auf Grund dieser Verteilung
nahmen die deutschen Probanden den weitaus starksten Einfluss auf die Gesamtergebnisse,
wéhrend die finnischen Probanden flr die Gesamtauswertung nur eine geringe Rolle spielten.
Daher kommt z.B. der fiir die nordamerikanische Probandenuntergruppe fir den PPARYy
Prol2Ala-Polymorphismus ermittelte signifikante Unterschied zwischen Athleten- und
Kontrollgruppe in der Gesamtanalyse (ungeachtet der Nationalitit) weniger stark zum tragen,
als wenn derselbe Unterschied in der deutschen Probandenuntergruppe beobachtet worden
ware. Um eine solche unterschiedliche Wichtung der einzelnen Nationengruppen in der
Gesamtanalyse zu vermeiden, ware es erstrebenswert, in Zukunft die Anteile von Deutschen,

Nordamerikanern und Finnen in Athleten- und Kontrollgruppe méglichst anzugleichen.
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6.1.3 Vergleichbarkeit von Alter, Gréf3e und Gewicht der Probanden

Zwischen den Athleten- und Kontrollgruppen der drei Nationen traten zum Teil deutliche
Abweichungen hinsichtlich Alter, GroRe und Gewicht der Probanden auf. Am ausgeprag-
testen waren diese Unterschiede in der finnischen Probandengruppe. Hier waren die Kontroll-
personen durchschnittlich 33,1 Jahre alter, 5,9cm kleiner und 5,8kg schwerer als die Aus-
dauerathleten. Auch in der deutschen SC-Gruppe lag das Durchschnittsalter um 3,5 Jahre, die
KorpergroRe um 1,8cm und das Durchschnittsgewicht um 7,4kg Uber den entsprechenden
Werten in der EEA-Gruppe. Die nordamerikanischen Kontrollpersonen waren im Mittel 0,4
Jahre dlter, 2,3cm kleiner und 4,1kg schwerer als die nordamerikanischen Athleten.

Alter, Kdrpergewicht und in geringerem MaR auch die Korpergrolie haben Einfluss auf die
Hohe der VO,max (HOLLMANN UND HETTINGER 2000). Gewichtsunterschiede zwischen den
EEAs und den SCs wurden durch die Wahl der Angabe der VO,max in ml/ kg-min einiger-
mafen neutralisiert. Hinsichtlich des Alters geht man davon aus, dass die grofite VO,max
zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr erreicht wird, und danach mit zunehmendem Alter
kontinuierlich absinkt. Im 60. Lebensjahr ist die VO,max bei Untrainierten im Vergleich zum
Maximalwert im Alter zwischen 20-30 Jahren bereits um 1/4 bis 1/3 vermindert (HOLLMANN
UND HETTINGER 2000). Das mittlere Alter lag in den EEA-Gruppen aller drei Lander sowie in
den nordamerikanischen und deutschen SC-Gruppen zwischen 20 und 30 Jahren und damit im
dem Altersbereich, wo normalerweise die hochste individuell erreichbare VO,max beobachtet
wird. Daher sollten die Altersunterschiede zwischen den nordamerikanischen bzw. deutschen
EEA- und SC-Gruppen beziglich der maximalen Sauerstoffaufnahme kaum ins Gewicht
fallen. Da die finnischen Kontrollpersonen jedoch im Mittel 54,6 Jahre alt waren, ist anzu-
nehmen, dass ihr VO,max-Wert zum Zeitpunkt der Messung schon deutlich unter ihrem
jeweiligen personlichen Maximalwert in jingerem Alter lag. Unter Umstanden kdnnten somit
Probanden in die Kontrollgruppe eingeschlossen worden sein, deren urspringliche VO,max
mehr als 50ml/kg-min™® betrug. Allerdings hatten die finnischen Kontrollpersonen mit
durchschnittlich 31,8ml/kg-min™ eine sehr niedrige maximale Sauerstoffaufnahme. Selbst
wenn man davon ausgeht, dass die finnischen Kontrollpersonen zum Zeitpunkt bereits 1/3
ihrer urspriinglichen VO,max eingebuf3t hatten, ergibt sich aus der Zuriickberechnung auf das
Alter zwischen 20 und 30 Jahren eine VO,max von unter 48ml/kg:min™. Auf Grund der
geringen Anzahl der finnischen Probanden erscheint es zudem unwahrscheinlich, dass
einzelne fehlerhaft in die finnische Kontrollgruppe aufgenommenen Probanden das Gesamt-
ergebnis maligeblich beeinflussen. Trotzdem ware flr zuklnftige Studien eine altersmaRige

Angleichung der finnischen Kontrollgruppe an die Athletengruppe wiinschenswert.
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6.1.4 Festlegung der VO,max Schwellen fir die Gruppenzuordnung

In Anlehnung an vorhergehende Studien wurde als Einschlusskriterium fir die Athleten-
gruppe eine VO,max von mindestens 75ml/kg-min™ festgelegt, da in der Regel nur Spitzen-
sportler mit entsprechender Veranlagung solch hohe VO,max-Werte erreichen (GARRETT und
KIRKENDALL 2000).

Fur die Aufnahme in die Kontrollgruppe wurde ein oberer Grenzwert der VO,max von
50ml/kg-min™ gewahlt. Durch diesen oberen Grenzwert der VO,max sollte mit hoher Sicher-
heit ausgeschlossen werden, dass solche Personen in die Kontrollgruppe aufgenommen
wirden, die zwar die genetischen Voraussetzungen fir eine sehr hohe maximale Sauerstoff-
aufnahme mitbringen, diese jedoch auf Grund fehlenden Trainings nie erreichen. Die Wahl
dieses Grenzwertes beruht auf der Tatsache, dass in der Literatur die maximal mogliche
trainingsbedingte Steigerung der VO,max mit bis zu 40% eines normalen Ausgangswertes
angegeben wird (BOUCHARD et al. 1988, BOUCHARD et al. 1992). Selbst bei einer optimalen
Steigerung von 40% wirden die Kontrollpersonen bei einem VO,max Ausgangswert von
50 ml/kg-min™ lediglich einen Endwert von 70 ml/kg-min™ erlangen, welcher deutlich unter
dem Einschlusskriterium fiir die Athletengruppe von mindestens 75 ml/kg-min™ liegt. Somit
sollte durch die Festlegung der jeweiligen VO,max-Grenzwerte eine ausreichend scharfe

Trennung zwischen Kontroll- und Athletengruppe erzielt worden sein.

6.1.5 DNA-Gewinnung und Genotypisierung mittels PCR und Restriktionsverdau

Alle in dieser Arbeit verwendeten Methoden zur DNA-Gewinnung und Genotypisierung sind
seit Jahren etabliert und werden in vielen vergleichbaren Untersuchungen angewendet.
Insbesondere die Kombination aus PCR und anschlieBender Restriktionsfragmentlangen-
polymorphismus-Analyse durch Restriktionsenzymverdau ist eine beliebte und sehr zuver-
lassige Methode fur die SNP-Genotypisierung. Allerdings mussen fir jedes Gen-Fragment die
PCR und der Restriktionsenzymverdau erst durch die Auswahl geeigneter PCR-Primer und
der Restriktionsendonuklease sowie Ermittlung der besten jeweiligen Reaktionsbedingungen
optimiert werden, was unter Umstédnden Schwierigkeiten bereiten kann. In der vorliegenden
Arbeit wurden fir alle drei untersuchten Polymorphismen bereits in vorhergehenden Studien
erprobte PCR-Primer und Restriktionsenzymverdaubedingungen erfolgreich Gbernommen.
Um die Zuverlassigkeit der Genotypisierung in dieser Arbeit zu Uberprifen, wurden fur die
Loci PPARa Leul62Val und PPARS +294T>C jeweils 10% der Proben zuféllig ausgewéhlt
und ein zweites Mal genotypisiert. Die 100%ige Ubereinstimmung zwischen erster und
zweiter Genotypisierung der Stichproben zeigt eine hohe Zuverléssigkeit der Ergebnisse.

Fehlbestimmungen des Genotyps kénnen damit weitgehend ausschlossen werden.
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6.2 Frequenzen der Polymorphismen im Gesamtkollektiv

Die im Gesamtkollektiv fir den PPARa Leul62Val-Locus ermittelte Genotypenverteilung
(Leu/Leu 89,3%, Leu/Val 9,9%, Val/Val 0,8%) entsprach in etwa derjenigen, die VOHL und
Mitarbeiter in einer friheren Untersuchung in einem Kollektiv von Nordamerikanern beob-
achtet hatten (Leu/Leu 87,2%, Leu/Val und Val/Val zusammen 12,8%) (VOHL et al. 2000).
Auch am PPARGS +294T>C-Locus wurde in der vorliegenden Arbeit eine &hnliche Geno-
typenverteilung ermittelt (T/T 62,1%, T/C 33,4%, C/C 4,5%) wie schon in einer friiheren
Studie von SHIN et al. fir ein anderes Probandenkollektiv kaukasischer Abstammung
(T/T: 60,0%, T/C: 34,0%, C/C: 6,0%) (SHIN et al.2004). Die C-Allelfrequenz im Gesamt-
kollektiv lag mit 21,3% merklich Uber den von SKOGSBERG und Mitarbeitern fir zwei
Kollektive skandinavischer Herkunft angegebenen Frequenzen von 15,6% bzw. 15,9%
(SKOGSBERG et al. 2003), welche wiederum noch groRer waren, als die C-Allel-Frequenz in
der finnischen Untergruppe dieser Arbeit (12,4%). Am PPARy2 Prol2Ala-Locus blieb die
Frequenz des selteneren Ala-Allels im Gesamtkollektiv (9,5%) ebenfalls nur geringfiigig
hinter der in der Literatur von mehreren Autoren relativ konstant mit Ala-Frequenz von
ca. 11% zurick (Ek et al. 2001, NickLAs et al. 2001., STumMvoLL u. HARING 2002).
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die in der vorliegenden Studie ermittelten
Genotypenverteilungen und Allelfrequenzen an allen drei Genloci nicht nennenswert von

Ergebnissen fur Probanden kaukasischer Abstammung aus friiheren Studien abweichen.

6.3 Frequenzunterschiede der Polymorphismen in den drei Nationengruppen

Auf Grund von populationsgenetischen Mechanismen unterscheiden sich ethnische Gruppen
oder auch einzelne Bevolkerungsgruppen oft maRgeblich hinsichtlich der Frequenz bestimm-
ter Genpolymorphismen. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit fiir jeden untersuchten Poly-
morphismus neben der Analyse des Gesamtkollektivs auch ein Vergleich der drei das
Probandenkollektiv bildenden Nationengruppen durchgeftihrt. Obwohl alle Probanden kauka-
sischer Abstammung waren, ergaben die statistischen Auswertungen an den Genloci PPARa
Leul62Val und PPARS +294T>C jeweils signifikante Unterschiede hinsichtlich der Geno-
typen- und Allelverteilung zwischen den drei Nationengruppen. Interessanterweise liel} sich
hier keine der Nationengruppen eindeutig von den anderen zwei abgrenzen. So unterschieden
sich im paarweisen Vergleich am PPARao Leul62Val-Locus die Nordamerikaner signifikant
von Finnen und Deutschen. Am PPARS +294T>C-Locus sonderten sich hingegen die Finnen
im paarweisen Vergleich von den Nordamerikanern und Deutschen ab. Auch am PPARy2

Prol2Ala-Locus bestanden nicht zu tibersehende Abweichungen zwischen den Genotypen-
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frequenzen in den einzelnen Nationengruppen, diese erreichten jedoch keine Signifikanz.
Auffallend war, dass die Finnen und Nordamerikaner an allen drei Genloci jeweils die
Extreme bezliglich der Genotypenverteilung aufzeigten, wahrend die Genotypenverteilung in
der deutschen Probandengruppe immer zwischen denen der anderen beiden Nationengruppen
lag. So wiesen die Finnen sowohl am PPARa Leul62Val-Locus als auch am PPARS
+294T>C-Locus den hochsten Anteil an Homozygoten fur das jeweils haufigere Leu bzw.
T-Allel auf. Hingegen traten die Genotypen Leu/Val bzw. T/C sowie die jeweils selteneren
Val- bzw. C-Allele in ihrer homozygoten Form bei ihnen in der geringsten Prozentzahl auf.
Im Gegensatz dazu wurde in der nordamerikanischen Probandengruppe sowohl am PPARa
Leul62Val-Locus als auch am PPARS +294T>C-Locus der geringste Prozentsatz an Homo-
zygoten fur das jeweils hdufigere Leu bzw. T-Allel bei gleichzeitig hochstem Anteil an
Heterozygoten und Homozygoten fur das jeweils seltenere Val- bzw. C-Allel ermittelt.

Es ist anzunehmen, dass diese Beobachtungen zu einem grof3en Teil auf die unterschiedliche
populationsgenetische Geschichte der finnischen und nordamerikanischen Bevolkerung
zurtickzufuhren sind. So zeigten vorhergehende Studien, dass sich die finnische Population
uber lange Zeit relativ isoliert von anderen européischen Bevolkerungsgruppen entwickelt
und im Verlauf mehrere so genannte ”Bottleneck”-Effekte durchlebt hat (WORKMAN et al.
1976, DE LA CHAPELLE und WRIGHT 1992, KITTLES et al. 1999). Dementsprechend ist die
genetische Variabilitat in der heutigen finnischen Population relativ gering, so dass bestimmte
Genpolymorphismen, welche in der Griinderpopulation schon selten waren, auch in der
heutigen finnischen Bevdlkerung nur in geringer Frequenz anzutreffen sind. Im Gegensatz
dazu setzt sich der kaukasische Bevolkerungsanteil in Nordamerika aus Nachfahren von sich
durchmischenden europdischen Einwanderern verschiedenster Herkunft zusammen, weshalb
hier mit einer relativ grof3en genetischen Vielfalt und damit dem h&ufigeren Auftreten von
Genpolymorphismen zu rechnen ist. Deutschland ist in der Vergangenheit weder ein typisches
Einwanderungsland noch stark von anderen europdischen L&ndern isoliert gewesen, wodurch
die in dieser Arbeit hinsichtlich der Genotypenverteilungen beobachtete Mittelstellung

Deutschlands zwischen Finnland und Nordamerika erklarlich wird.

-62 -



6 Diskussion

6.4 Frequenzunterschiede der Polymorphismen in Athleten- und Kontrollgruppe

6.4.1 Frequenz des PPARa Leul62Val-Polymorphismus in EEA- und SC-Gruppe

Es ist lange bekannt, dass die Steigerung der muskuldren Kapazitét fir die Fettsaureoxidation
und die Umwandlung von Skelettmuskelfasern vom Typ Il zum Typ | wichtige Effekte von
systematischem Ausdauertraining sind. Welche speziellen Regulationsmechanismen dieser
Anpassung zugrunde liegen, ist jedoch noch weitgehend unaufgeklart. Neben anderen
Faktoren wie z.B. PGC-1a, PGC-1B, CaMKIV und Calcineurin A (HANDSCHIN et al. 2003)
wird auch PPARa wegen seines positiven Effekts auf die Fettsdureaufnahme und Fettsaure-
oxidation in der Muskulatur als moglicher Regulationsfaktor diskutiert (GOUNI-BERTHOLD et
al. 2004, ZHANG et al. 2004).

Ein denkbarer Mechanismus zur Steigerung der Fettsaureoxidationskapazitat im Skelett-
muskel nach Ausdauertraining ware eine durch belastungsbedingte Stimuli induzierte ver-
starkte Aktivierung oder Expression von PPARa. Unter Ausdauerbelastung werden vermehrt
langkettige Fettsduren aus dem Fettgewebe, aber auch Glukokortikoide, freigesetzt. Diese
konnten als direkte PPARa-Liganden zu einer PPARa-vermittelten Zunahme der Syntheserate
von am Fettstoffwechsel beteiligten Proteinen fuhren. Diese Hypothese wird durch die
Ergebnisse mehrerer Studien unterstitzt, in denen nach mehrwochigem Ausdauertraining mit
relativ hoher Intensitidt neben einer Vermehrung wichtiger Enzyme der Fettoxidation auch
eine 2-3fache Steigerung des PPARa -Gehalts in Muskelfasern vom Typ I, und in Typ lla und
-1Ix Fasern immerhin noch eine 1.5fache Erh6hung nachgewiesen werden konnte (RUSSELL et
al. 2005, HorowiTZ et al. 2000). In Einklang mit diesen Beobachtungen zeichnete sich in
einer Studie von KRAMER et al. eine Gruppe von Ausdauerathleten bei einem Vergleich mit
untrainierten Kontrollpersonen durch einen mehr als doppelt so hohen Gehalt an PPARa-
MRNA, PPARS-mRNA und PCG-1la-mRNA in einer Muskelbiopsie aus dem M. vastus
lateralis aus, wéhrend eine Gruppe von Personen mit Riuckenmarksverletzung gegentber den
Kontrollpersonen hinsichtlich des mRNA-Gehalts dieser drei Regulationsproteine deutlich
abfielen (KRAMER et al. 2006). Dem widersprechend gibt es allerdings auch Daten, die keine
signifikante Anderung der PPARa-Konzentration in der Skelettmuskulatur nach Ausdauer-
training aufzeigen (TUNSTALL et al. 2002). Die Autoren fiihren diese Diskrepanz in den
Ergebnissen auf Unterschiede in den Ausdauertrainingsprotokollen hinsichtlich ihrer Dauer
und Intensitét zurick.

In Hinblick auf die in den beschriebenen Studien angedeutete Rolle von PPARa fir die
Adaptationsvorgange in der Skelettmuskulatur an Ausdauertraining war es in der vorliegen-

den Arbeit von Interesse, inwiefern der untersuchte funktionelle Polymorphismus im PPARa-
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Gen durch eine eventuelle Veranderung der PPARa-Aktivitdt mit dem Grad der Ausdauer-
leistungsfahigkeit assoziiert ist. Unter vielen bekannten SNPs im PPARa Gen ist der
Leul62Val Polymorphismus in Exon 5 bisher am ausfuhrlichsten untersucht worden. Diese
Missense-Mutation flhrt bei der Translation zu einer Substitution der Aminosdaure Leucin
durch die Aminosédure Valin in der DNA-Bindungsdoméne des PPARa Proteins (VOHL et al.
2000). Da Leul62 im PPARa-Gen mehrerer Spezies wie Méusen, Ratten, Meerschweinchen
und Menschen stark konserviert ist, liegt es nahe, dass Leul62 wichtig fir die physiologische
PPARa-Aktivitat ist, und die Valin-Substitution moglicherweise die Funktionsfahigkeit von
PPARa senkt (VOHL et al 2000).

Bei Menschen wird die Leul62Val Transformation mit Verédnderungen mehrerer Stoff-
wechselparameter wie hoheren LDL-Apolipoprotein B und LDL-Cholesterin Konzentratio-
nen, niedrigerer Nuchternkonzentration von Serum-Triglyceriden, geringerem BMI und
Korperfettanteil sowie dem Alter bei Auftritt von Diabetes mellitus Typ 2 in Verbindung
gebracht. (VoHL et al. 2000, Bossk et al. 2003, FLAVELL et al. 2005). Untersuchungen Uber
die direkten Auswirkungen des Leul62Val-Polymorphismus auf trainingsbedingte Adapta-
tionsvorgénge in der Skelettmuskulatur fehlen bisher.

In der vorliegenden Arbeit konnte keine offensichtliche Assoziation zwischen dem Auftreten
des Leul62Val-Polymorphismus und dem Grad der Ausdauerleistungsféhigkeit festgestellt
werden. Zwischen Athleten- und Kontrollgruppe bestand weder im Gesamtkollektiv noch in
der Einzelanalyse der Nationen ein signifikanter Unterschied oder auffalliger Trend beztiglich
der relativen Haufigkeiten der drei moglichen Genotypen und des seltenen Val-Allels bzw.
der Leu-Tréger und Val-Trager. Allenfalls in der nordamerikanischen Untergruppe kann man
von einer schwachen Tendenz zu einem geringeren Anteil von Tragern des Val-Allels und der
damit verbundenen Genotypen in der Athletengruppe sprechen. In noch schwécherem Aus-
mal3 findet sich dieselbe Tendenz auch bei der deutschen Untergruppe wieder. Im Gegensatz
dazu verhielten sich die Finnen genau umgekehrt. Hier kamen in der Sportlergruppe weniger
Homozygote fir das Leu-Allel und mehr Val-Tréger vor als in der Kontrollgruppe.

Zwischen den drei Gesamtgruppen der einzelnen Nationen bestanden signifikante Unter-
schiede hinsichtlich der Genotypenverteilung, den Allelfrequenzen und der relativen Haufig-
keit der Val-Tréger. Interessanterweise verschwand diese Signifikanz, wenn nur die Athleten-
gruppen der drei Nationen miteinander verglichen wurden, wahrend sie beim Vergleich der
drei Kontrollgruppen zumindest hinsichtlich der Allelfrequenzen und des Val-Tréager-Anteils
bestehen blieb. Die Athletengruppen der drei Nationen scheinen sich also untereinander

ahnlicher zu sein als die Kontrollgruppen. Unter Umstéanden konnte dies als Hinweis gewertet
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werden, dass doch eine bestimmte Genotypkonstellation vorteilhaft fir das Erreichen einer
hohen Ausdauerleistungsfahigkeit ist. Allerdings bleibt es unerklart, warum die Genotypen-
verteilungen der Sportler und Kontrollpersonen bei den Finnen im Vergleich zu Nordamerika-
nern und Deutschen genau entgegen gesetzte Tendenzen aufwiesen.

Insgesamt macht es diese nicht eindeutige Datenlage unwahrscheinlich, dass eine Leul62Val-
Mutation die Funktion des PPARa-Gens oder -Proteins in der Skelettmuskulatur so stark
beeintrachtigt, dass die Auspragung der Ausdauerleistungsfahigkeit mafgeblich beeinflusst
wird. Allerdings schlief3t das Fehlen einer Assoziation zwischen dem Auftreten des PPAR«
Leul62Val-Polymorphismus und der Ausprédgung der Ausdauerleistungsfahigkeit nicht aus,
dass andere, hier nicht untersuchte, SNPs im PPARa-Gen allein oder in Kombination mit dem
PPARa Leul62Val-Polymorphismus einen Einfluss auf die Ausdauerleistungsfahigkeit
haben. So zeigte sich beispielsweise in einer erst kirzlich veroffentlichten Studie, dass in
einem russischen Probandenkollektiv aus Sportlern verschiedener Disziplinen und nicht
trainierten Kontrollpersonen die relative Haufigkeit eines G>C-Polymorphismus im Intron 7
des PPARa-Gens (refsnp4253778) parallel mit dem Anteil an anaerobem Energiegewinn
steigt (AHMETOV et al. 2006). In der Gruppe mit Ausdauersportlern war dort das seltenere
C-Allel mit 10,8% signifikant weniger oft anzutreffen, als in der Gruppe mit kraftorientierten
Sportlern 27,2% (p = 0,029 fur linearen Trend). In einem anschliefenden Vergleich von
Muskelbiopsien wurde zuséatzlich eine deutliche Korrelation zwischen den Vorliegen des
selteneren C-Allels und dem Prozentsatz an Fast-twitch-Muskelfasern gefunden, wobei G/G-
Homozygote den hdchsten Anteil an langsamen Muskelfasern vom Typ | aufwiesen
(AHMETOV et al. 2006). Konnten diese Ergebnisse der Arbeitsgruppe um AHMETOV in
Zukunft, z.B. im Rahmen der Genathlete-Studie oder HERITAGE-Family Study, repliziert
werden, wirden sie neben den Trainingsstudien von RUSSELL und HOROWITZ einen weiteren
wichtigen Hinweis auf eine wesentliche Rolle von PPARa in der metabolischen Anpassungs-

reaktion der Skelettmuskulatur an Ausdauertraining liefern.

6.4.2 Frequenz des PPARS +294T>C-Polymorphismus in EEA- und SC-Gruppe
PPARS ist in der Skelettmuskulatur der vorherrschende PPAR-Subtyp (WANG et al. 2004).
Aktiviertes PPARS wirkt hier &hnlich wie PPARa stimulierend auf die Transkription von
Genen, die am Fettsauretransport in die Mitochondrien, der dortigen p-Oxidation von Fett-
sauren, dem Cholesterin-Efflux, und der Energieentkopplung beteiligt sind (DRESSEL 2003,
HoLsT 2003, TANAKA 2003).
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Interessanterweise enthalten Muskelfasern vom Typ | eine weitaus grofiere Menge an PPARS
als Muskelfasern vom Typ Il. Dementsprechend fanden KRAMER und Mitarbeitern bei
Ausdauerathleten mit einem hohen Anteil von Typ | Fasern im Vergleich zu untrainierten
Kontrollpersonen einen mehr als doppelt so hohen Gehalt an PPARa-mRNA, PPARS-mRNA
und PCG-1a-mRNA in einer Muskelbiopsie aus dem M. vastus lateralis. Dagegen wies eine
Gruppe von Personen nach Rickenmarksverletzung, bei denen Typ | Fasern drastisch zuriick-
gebildet werden, gegeniiber den Kontrollpersonen und Ausdauerathleten einen sehr geringen
Gehalt an mRNA dieser drei Regulationsproteine auf (KRAMER et al. 2006).

LUQUET et al. fanden heraus, dass ein sechswochiges moderates Ausdauertraining bei
Wildtyp-Méusen einen Anstieg des PPARS-Proteins in Typ | Muskelfasern auf das 2,7fache
bewirkte. In derselben Studie flihrte eine muskelspezifische Uberexpression von PPARS in
transgenen Mé&usen im Vergleich zu Wildtyp-Méausen zu einer ebenfalls 2,7-fachen Erhéhung
der oxidativen Muskelfasern im Tibialis anterior Muskel (LUQUET et al. 2003). Wird das
PPARGS-Gen speziell in der Skelettmuskulatur von Mé&usen ausgeschaltet, so entwickeln sich
bei diesen Mdausen hauptsachlich Skelettmuskelfasern mit nur geringer oxidativer Kapazitat
(SCHULER et al. 2006). WANG et al. untersuchten ebenfalls die Auswirkung einer gezielten
Uberaktivierung von PPARS in der Skelettmuskulatur von Mausen auf die Muskelfaser-
zusammensetzung. Die transgenen Mé&use hatten dabei im Vergleich zu den Wildtyp-Ma&usen
einen doppelt so hohen Prozentsatz von Typ | Muskelfasern im M. gastrocnemius. Dabei
erstreckten sich die Auswirkungen des artifiziell aktivierten PPARSs nicht nur auf die intra-
zelluldre Umstellung von anaerob-glykolytischer auf oxidative Energiegewinnung, sondern es
wurden ebenfalls neuromuskuldre und vaskuldre Verédnderungen beobachtet, die den physio-
logischen Adaptationsvorgdngen nach Ausdauertraining entsprachen. Dass die PPARGS-indu-
zierten Typ | Fasern voll funktionsféahig waren, zeigte sich in einem Ausdauertest, in dem die
mit artifiziell aktivierten PPARGJ-Gen transfizierten untrainierten Mduse ca. doppelt so weite
Strecken auf dem Laufrad zurlcklegten wie Wildtyp-Mause, wéahrend PPARGS-Null-Mause
deutlich hinter den Wildtyp-M&usen zurtick blieben (WANG et al. 2004).

Ob PPARGS selbst direkt eine Umwandlung von Typ II zu Typ | Muskelfaser stimuliert oder
seine Wirkungen uber die Aktivierung von PGC-la entfaltet, konnte bisher noch nicht
eindeutig geklart werden. Auf jeden Fall scheint das Vorhandensein von PPARS in der
Skelettmuskulatur zumindest bei Méusen eine Bedingung fiir die Entwicklung und den Erhalt
von Typ | Fasern zu sein (SCHULER et al. 2006).

Angesichts dieses beeindruckenden Effekts von (beraktiviertem PPARS auf die Ausdauer-

leistungsfahigkeit ist es denkbar, dass es bestimmte Genvarianten im PPARJ-Gen gibt,
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welche die Funktionsféhigkeit von PPARS verstarken oder vermindern und somit die Aus-
dauerleistungsfahigkeit positiv oder negativ beeinflussen konnten. Es wurden bereits mehrere
funktionelle PPARS-Polymorphismen mit Auswirkung auf bestimmte Stoffwechselparameter
identifiziert. SHIN et al. (2004) beobachteten in einem koreanischen Probandenkollektiv
schwache Korrelationen zwischen dem Auftreten von funf Polymorphismen im PPARS-Gen
und dem Nuchternblutzucker sowie dem BMI. In einer Studie von VANTTINEN und Mitarbei-
tern wurden flr vier SNPs im PPARGS-Gen jeweils einzeln oder in Kombination Assoziationen
mit Blutdruck (rs2267668), der Gesamtcholesterin- bzw. LDL-Konzentration im Plasma
(rs2076167, rs1053049) und der Menge der Glukoseaufnahme des gesamten Korpers
(rs2076167, rs1053049, rs6902123) sowie in die Skelettmuskulatur (rs2076167, rs1053049,
rs6902123) gefunden (VANTTINEN et al. 2005). Fur die in der vorliegenden Arbeit untersuchte
T>C-Mutation im nicht translatierten Abschnitt des Exons 4, welche in der Studie von
VANTTINEN et al. mit keinem der gemessenen metabolischen Parameter korrelierte, berichtete
die Arbeitsgruppe um Hu von einer positiven Assoziation zwischen dem Vorliegen des
selteneren C-Allels und der Hohe des Nuchternblutzuckerspiegels in einem chinesischen
Probandenkollektiv (Hu et al. 2006). SKOGSBERG et al. fanden in einer Untersuchung einer
schwedischen Population einen deutlichen Zusammenhang zwischen der Eigenschaft des
C-Tragers und einer erhohten LDL-Plasmakonzentration (SKOGSBERG 2003). In derselben
Untersuchung konnte gezeigt werden, dass durch die T>C-Mutation eine zusétzliche Erken-
nungssequenz fiir den Transkriptionsfaktor Sp-1 im Exon 4 des PPARGJ-Gens entsteht und
infolgedessen das seltenere C-Allel gegenuber dem T-Allel eine hohere Transkriptionsrate
aufweist (SKOGSBERG et al. 2003). Zwar ist diese héhere Transkriptionsrate nicht automatisch
mit einer hoheren funktionellen Aktivitdt des PPARS-Gens gleichzusetzen, kénnte jedoch
einen ersten Schritt zu einer hoheren PPARGS-Aktivitat darstellen. In diesem Fall ware zu
erwarten, dass sich das aktivere C-Allel in Hinsicht auf die Skelettmuskulatur positiv auf den
Anteil der Typ | Fasern auswirkt, was Uber eine groRere oxidative Kapazitat der Skelett-
muskulatur einen begunstigenden Effekt auf die Ausdauerleistungsfahigkeit bei Trégern des
C-Allels vermuten liele. Dementsprechend wiirde man in der vorliegenden Untersuchung in
der Athletengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe tberdurchschnittlich viele C-Trager
vermuten.

Allerdings wurden bezlglich der Genotypen-, Allel-, und C-Tragerverteilung am PPARS
+294T>C-Locus weder im Gesamtkollektiv noch in der Einzelanalyse der drei Nationen-
gruppen statistisch signifikante Unterschiede zwischen der Athleten- und Kontrollgruppe

beobachtet, sondern es ergaben sich lediglich nichtsignifikante Tendenzen. So wiesen die
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nordamerikanischen Athleten im Vergleich zu den nordamerikanischen Kontrollpersonen
einen deutlich hoheren Anteil an Homozygoten flr das T-Allel bei einem ebenso deutlich
niedrigeren Anteil an Homozygoten flr das C-Allel sowie C-Tragern insgesamt auf. Auch bei
den deutschen Probanden war dieser Trend, wenn auch in sehr viel geringerem AusmaRg,
festzustellen. Aus dieser Beobachtung kdnnte man folgern, dass das T-Allel entgegen der
oben formulierten Erwartung maoglicherweise einer hohen Ausdauerleistungsfahigkeit eher
zutraglich, der homozygote C/C-Genotyp eher abtraglich ist. Dem widerspricht allerdings die
Tatsache, dass die Verhaltnisse im finnischen Probandenkollektiv genau umgekehrt waren,
d.h. bei den finnischen Kontrollpersonen traten der homozygote T/T-Genotyp und das T-Allel
viel hdufiger auf als bei den finnischen Sportlern. Insgesamt l&sst sich daher aus den
vorliegenden Daten keine Assoziation zwischen der T>C-Transformation und dem Grad der
Ausdauerleistungsfahigkeit ableiten. Hierdurch wird allerdings nicht ausgeschlossen, dass
PPARS an sich eine wichtige Rolle fiir den Phénotyp der Ausdauerleistungsfahigkeit spielt.

Maogliche Grinde fir die nicht vorhandene Assoziation zwischen der T>C-Transformation
und dem Auspragungsgrad der Ausdauerleistungsfahigkeit kdnnten beispielsweise darin
liegen, dass mehrere Faktoren (z.B. auch PGC-1a und PPARa) bei Steigerung der oxidativen
Kapazitdt und der Fasertypentransformation in der Skelettmuskulatur interagieren, so dass
eventuelle Stérungen durch die T>C-Variation ausgeglichen werden konnen. Weiterhin
befindet sich die T>C-Mutation in einem nicht translatierten Abschnitt des PPARS-Gens und
veréndert damit nicht die Struktur des PPARGS-Proteins. Zwar ist die Transskriptionsrate des
PPARGS-Gens bei Vorhandensein des C-Allels nachweislich erhoht, dieses scheint aber nicht
eine ebenfalls gesteigerte Aktivierung des PPARS-Proteins mit sich zu bringen, welche als
Voraussetzung fur die vermehrte Ausbildung von Typ | Muskelfasern angesehen wird.
Insofern ware es interessant, in weiteren Studien funktionelle Polymorphismen im PPARS-
Gen zu untersuchen, welche in einem translatierten Bereich des Gens liegen, z.B. in der
Ligandenbindungsdomane oder der ligandenunabhangigen Aktivierungsdoméne, und damit
direkt auf die Aktivitat des PPARS-Proteins als Rezeptor einwirken konnten. Es wirde sich
beispielsweise anbieten, im Rahmen des Genathlete-Kollektivs die von VANTTINEN
beschriebenen Polymorphismen im PPARS-Gen mit Einfluss auf die Glucoseaufnahme in die
Skelettmuskulatur (rs2076167, rs1053049, rs6902123) (VANTTINEN et al. 2005) in Hinblick
auf eine mogliche Korrelation mit der Auspragung der Ausdauerleistungsfahigkeit zu

uberprifen.
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6.4.3 Frequenz des PPARYy2 Prol2Ala Polymorphismus in EEA- und SC-Gruppe

Am PPARy2 Prol2Ala-Locus unterschieden sich die Athleten- und Kontrollgruppe des
Gesamtkollektivs schwach signifikant in der Allelverteilung (EEAs: 11,8% vs. SCs: 7,0%, p =
0,047) und hinsichtlich des Anteils an Ala-Trégern (EEAs: 28,6% vs. SCs: 21,7%, p = 0,048).
Diese Beobachtung gibt Anlass zu der Vermutung, dass das Vorhandensein eines Ala-Allels
einen gunstigen Effekt auf die Auspragung der Ausdauerleistungsfahigkeit bzw. ihre Trainier-
barkeit haben kdnnte. Einen gewissen Zusammenhang zwischen dem Vorliegen des PPARy2
Prol2Ala-Polymorphismus und der Auswirkung von Ausdauertraining zeigte sich schon in
vorausgehenden Studien, in welchen fur Trager des Val-Allels nach Ausdauertraining eine
starkere Senkung des Nuchternblutzuckerspiegels bei gleichzeitiger grolRerer Steigerung der
Insulinsensitivitdt (ADAMO et al. 2005, WEIss et al 2005) bzw. ein hoherer Gewichtsverlust
(DSTERGARD et al. 2005) nachgewiesen werden konnte als fiir homozygote Pro-Trager.

Angesichts der Tatsache, dass menschliches PPARy2 fast ausschlieBlich im Fettgewebe vor-
kommt (MUKHERJEE et al. 1997), ist es nicht ganz einfach, einen potenziellen Mechanismus
fur den mdoglichen Einfluss des Ala-Allels auf die Ausdauerleistungsfahigkeit anzugeben.
Aktiviertes PPARy2 induziert in Fettzellen Enzyme, welche die Aufnahme von Fettsduren
und Kohlenhydraten und ihre Speicherung als Triglyceride férdern. Gleichzeitig werden die
entsprechenden Enzyme in Leber und Skelettmuskulatur gehemmt (BERGER und MOLLER
2002, FERRE 2004). Eine medikamentdse Uberstimulation von PPARy fiihrt bei Mausen zu
einem vielfach hoheren Triglyceridgehalt des weil3en Fettgewebes, wahrend der Triglycerid-
gehalt in Leber und Muskelzellen sinkt. Daraus folgt eine erhohte Insulinsensitivitat, d.h.
insulinabhangige Glucoseaufnahme in die Skelettmuskulatur, allerdings in Verbindung mit
einer Gewichtszunahme durch Vermehrung des Fettgewebes (MEIRHAEGHE et al. 2005).

Die Substitution der Aminosdure Prolin durch Alanin befindet sich in der liganden-
unabhéngigen Aktivierungsdoméne des PPARy2-Proteins. Sie fiihrt zu einer verminderten
Affinitat des PPARy2-Proteins zu dem PPRE in seinen Zielgenen und dadurch zu einer um
50% reduzierten Transkription der Zielgene (DEeB et al. 1998, EK et al. 2001). Es wére
denkbar, dass infolgedessen die hemmende Wirkung von PPARy2 auf die Enzyme flr
Fettaufnahme und -speicherung in der Muskulatur geringer ausfallt, und somit bei Vorliegen
des Ala-Allels die Fettsaureaufnahme und -oxidation im Muskel weniger stark gebremst
werden. Hierdurch kénnte es, besonders auch unter Belastung, zu einem hoheren Anteil der
Fettsdureoxidation in der Skelettmuskulatur kommen, wodurch die Ausdauerleistungs-
fahigkeit dank einer effizienteren Energiebereitstellung positiv beeinflusst wiirde. Fir diesen
Mechanismus spricht, dass YAMAUCHI bei heterozygot PPARy2-defizienten M&usen eine im
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Vergleich zu Wildtyp-Mausen gesteigerte Fettsaureoxidation in der Skelettmuskulatur bei
gleichzeitig verminderter Lipogenese im Fettgewebe beobachtete (YAMAUCHI et al. 2001). In
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigten MEIRHAEGHE und Mitarbeiter, dass eine
reduzierte Aktivitat von PPARYy indirekt zu einer erhohten Insulinsensitivitat fihrt, indem der
Triglyceridgehalt sowohl im Fettgewebe als auch in Leber und Muskulatur (ber eine
vermehrte Fettsdureoxidation und verminderte Lipogenese niedrig gehalten wird (MEIR-
HAEGHE et al. 2005). Die Autoren vertreten die Hypothese, dass eine reduzierte PPARy2-
Aktivitat zu einer geringeren Suppression der Leptinausschiuttung fihrt und so indirekt lipo-
gene Enzyme hemmt, wodurch wiederum deren inhibitorische Wirkung auf PPARa-
vermittelte Fettsdaureoxidation wegfallt.

Im Widerspruch zu diesem mdglichen Mechanismus fur einen begtinstigenden Effekt eines
partiellen Funktionsverlustes von PPARy2 auf die Ausdauerleistungsfahigkeit stehen die
Ergebnisse einer Studie von WISL@FF und Mitabeitern. Diese Arbeitsgruppe ziichtete Méuse
uber 11 Generationen, welche je nach ihrer maximalen Laufdistanz im untrainierten Zustand
entweder der Gruppe der “high capacity runners (HCRs)” oder der Gruppe der “low capacity
runners (LCRs)” zugeordnet und innerhalb der jeweiligen Gruppen zur Fortpflanzung
gebracht wurden. Die HCRs der 11. Generation wiesen unter anderem eine klar hohere
PPARy-Konzentration im M. soleus auf als die LCRs (WISL@FF et al. 2005), was impliziert,
dass eine uberdurchschnittliche PPARy-Konzentration in der Muskulatur die Ausdauer-
leistungsfahigkeit positiv beeinflusst. Will man die obige Hypothese zur Vorteilhaftigkeit
eines partiellen Funktionsverlustes von PPARy fur die Ausprdgung der Ausdauerleistungs-
fahigkeit nicht in Frage stellen, so sind die Ergebnisse von WisL@rF nur erkldarlich, wenn der
erhdhte PPARy-Level gar nicht zu der gesteigerten Laufleistung der Méuse beitragen wiirde,
sondern eventuell nur im Rahmen einer insgesamt gesteigerten PPAR-Expression aller drei
bekannter Subtypen auftrate. Diese Erklarung liegt vor allem deswegen nahe, weil der
PPARa- und PPARGS-Gehalt in der Skelettmuskulatur nach Ausdauertraining ansteigt
(HorowiTz et al. 2000, RusseLL et al. 2005, KRAMER et al. 2006). PPARo und PPARS
aktivieren ihrerseits PGC-1a (PUIGSERVER und SPIEGELMAN 2003, SCHULER et al. 2006),
welcher letztendlich unter anderem aktivitatsfordernd mit PPARy interagiert (PUIGSERVER
und SPIEGELMAN 2003). PPARa- und PPARS- und PGC-1a-Konzentrationen wurden in der
Studie von WisL@FF und Mitabeitern allerdings nicht bestimmt.

Ein anderer denkbarer Mechanismus, wie das Ala-Allel zu einer besseren Ausdauerleistungs-
fahigkeit beitragen konnte, wére eine verénderte Interaktion des Ala-PPARy-Proteins mit

PGC-1a. Eine Steigerung der Aktivitdt von PPARy durch Interaktion mit PGC-la ist seit
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langerer Zeit bekannt (PUIGSERVER und SPIEGELMAN 2003). Es wére mdglich, dass das Ala-
Allel das PPARy-Protein strukturell so verandert, dass dessen Bindung an PGC-1a behindert
wird, und in der Folge die PGC-1a vermittelten Aktivierung von PPARy geringer ausfallt.
Auch wenn in der Literatur bislang so nicht beschrieben, kénnte PPARYy andererseits - ebenso
wie fir PPARa und PPARS angenommen (PUIGSERVER und SPIEGELMAN 2003, SCHULER et
al. 2006) - aktivitatssteigernd auf PGC-1a zurtickwirken und damit die PGC-1a-vermittelte
Steigerung der oxidativen Kapazitat von Muskelfasern fordern. In diesem Fall misste das
Ala-Allel die Interaktion von PGC-1a mit PPARy beglinstigen, um die in dieser Arbeit
beobachtete positive Korrelation des Ala-Allels auf die Ausdauerleistungsfahig erklaren zu
konnen. Allerdings fanden NiTz und Mitarbeiter bei einem Vergleich der Interaktion von
PGC-1ao und dem PPARYy Prol2Ala-Polymorphismus bzw. PGC-1a und dem PPARy-Wildtyp
in Leberzellen keine signifikante Anderung der resultierenden Transkriptionsaktivitat des
PPARy-Zielgens ACBP-1C (NiTz et al. 2007), so dass die hier zuletzt aufgestellten Hypo-
thesen zum Mechanismus der Ala-Allel-Wirkung unwahrscheinlich werden.

Ebenso bleibt unklar, warum die im Gesamtkollektiv beobachtete Assoziation zwischen dem
Prol2Ala-Polymorphismus und der maximalen Sauerstoffaufnahme sich lediglich in der
nordamerikanischen Subgruppe wieder fand, wahrend insbesondere bei den Deutschen fast
kein Unterschied zwischen Sportlern und Kontrollpersonen hinsichtlich der Auftretens-
h&ufigkeit des Ala-Allels bestand. Mdglicherweise l&sst sich diese Beobachtung durch eine
Wechselwirkung zwischen dem PPARy2 Prol2Ala-Polymorphismus und einem in der
vorliegenden Arbeit nicht erfassten, in den einzelnen Nationengruppen unterschiedlich haufig
vertretenen SNP erklaren (z.B. andere Mutation im PPARy2-Gen oder in einem Co-Aktivator-
Gen wie PCG-1a). Um einen positiven Einfluss des Ala-Allels auf die Ausdauerleistungs-
fahigkeit sicher postulieren zu konnen, sind daher weitere Untersuchungen notwendig.
Insbesondere ware eine prospektive Studie sinnvoll, in der die Zunahme der VO,max bei
homozygoten Pro-Trégern und Ala-Tragern nach Abschluss eines standardisierten Ausdauer-
trainingsprogramms verglichen wird. Ein weiterer Ansatz waére, eine Trainingsstudie mit
Knock-out-Mé&usen durchzufiihren, um die Relevanz der PPARy2-Aktivitat fur die Aus-
pragung der Ausdauerleistungsfahigkeit zu prifen. Ideal wére eine grof3 angelegte und damit
allerdings sehr aufwendige Studie, welche alle drei PPAR-Subtypen und ihrer Co- bzw.
Aktivierungsfaktoren (z.B. PGC-1a) mit einschlieBt, indem verschiedene Gruppen von
Knock-out-Mé&usen (jeweils eine fur die einzelnen PPAR- Subtypen mit und ohne PGC-1a)
verglichen werden. So koénnten neben der Funktion der einzelnen PPAR-Subtypen auch

mogliche Interaktionsmechanismen miterfasst werden.
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7 ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSSFOLGERUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in einer klassischen Fall-Vergleichs-Studie untersucht, in wie
weit eine Assoziation zwischen der Auspragung der Ausdauerleistungsféhigkeit und den
Polymorphismen Leul62Val im PPARa-Gen, +294T>C im PPARGS-Gen und Prol2Ala im
PPARYy2-Gen besteht. Diese Gene spielen allesamt eine wichtige Rolle in der Regulation des
Fettsaurestoffwechsels. Hierzu wurden 314 Hochleistungsausdauersportler und 303 untrai-
nierte Kontrollpersonen, welche tiber ihre maximale Sauerstoffaufnahme (VO2max) eindeutig

den entsprechenden Gruppen zugeteilt wurden, an diesen drei Loci genotypisiert.

Fur den PPARa Leul62Val-Polymorphismus und den PPARS +294T>C-Polymorphismus
ergab sich beim Vergleich der beiden Gruppen weder bei der Haufigkeit der Allele, noch bei
der Genotypenverteilung ein signifikanter Unterschied zwischen Athleten und Kontroll-
personen. Da sowohl fir PPARa als auch fur PPARS Studienergebnisse vorliegen, die auf
eine direkte, zum Teil synergistische Rolle von PPARa bzw. PPARS in den Anpassungs-
mechanismen an Ausdauertraining hindeuten, sollte in weiteren Studien untersucht werden,
ob andere funktionelle Polymorphismen in diesen Genen bzw. Kombinationen aus mehreren

SNPs einen Einfluss auf die Auspragung der Ausdauerleistungsféhigkeit haben.

Am PPARy2 Prol2Ala-Locus fanden sich in der Athletengruppe eine signifikant hohere
Frequenz des selteneren Ala-Allels (p = 0,047), sowie ein hoherer Anteil an Ala-Tragern
(p =0,048) aus. Derselbe Sachverhalt wurde bei der Subanalyse der nordamerikanischen
Untergruppe in noch etwas deutlicherer Auspragung beobachtet.

Eine mogliche funktionelle Erkl&rung findet sich in der reduzierten transkriptionellen
Aktivitadt des Ala-Allels. Dies konnte die normale PPARy-vermittelte Hemmung der Fett-
sédureaufnahme und —oxidation in der Skelettmuskulatur indirekt vermindern. Dieser Effekt
kdnnte wiederum, insbesondere unter Belastung, einen hoheren Anteil an Fettsaureoxidation
begiinstigen und damit zu einer besseren Energiebereitstellung bei Ausdauerleistungen

beitragen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und ihre Bedeutung fir die Ausdauerleistungs-
fahigkeit mussen in weiteren Studien, z.B. prospektiven Trainingsstudien Uberpruft werden.
Zusétzlich sollten funktionelle Studien mit Knock-out-Mdusen durchgefiihrt werden, um die
Bedeutung der PPARYy2-Aktivitét fir die Auspragung der Ausdauerleistungsfahigkeit genauer

bestimmen zu konnen.
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7 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Auch wenn die vorliegende Untersuchung, wie auch weiterfilhrende Untersuchungen
einzelner Gene in Bezug auf die Ausdauerleistungsfahigkeit nur kleine Teilaspekte in einem
komplexen Zusammenspiel von vielen Faktoren klaren kdnnen, tragen sie doch maligeblich
zu dem Ubergeordneten Ziel bei, die genetischen und physiologischen Regulations-
mechanismen hinter den korperlichen Anpassungsvorgangen auf Ausdauertraining besser zu

verstehen.
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9 Anhang

9 ANHANG
9.1 Haufig verwendete Puffer und Ldsungen

0,5M EDTA

73,1 g EDTA (Carl Roth, Deutschland) wurden in ca. 300 ml destilliertem H,O aufgeldst, der
pH mit NaOH-Plattchen (Carl Roth, Deutschland) auf 8 eingestellt und anschliefend mit
destilliertem H,O auf 500 ml aufgeflit.

5 x TBE-Puffer (5L)

269,59 Tris (Carl Roth, Deutschland) und 137,59 Borsaure (Carl Roth, Deutschland) wurden
in 4000ml destilliertem H,O (ber Nacht gertihrt. Dann wurden 100ml EDTA (0,5M, pH 8)
hinzugegeben und die Mischung mit destilliertem H,O auf 5 L aufgefullt.

1 x TBE-Puffer (5L)
Zu 1000 ml 5x TBE-Puffer wurden 4000 ml destilliertes H,O hinzugegeben.

Auftragspuffer (200 ml; 40% Saccharose, Bromphenolblau, Xylencyanol)
80g Saccharose (Carl Roth, Deutschland) und 20ml 0,5 M EDTA wurden mit destilliertem
H,O auf 200ml aufgefillt und autoklaviert. Anschlielend wurde je eine Spatelspitze Brom-

phenolblau und Xylencyanol hinzuftgt.

9.2 Herstellung der Gele

1 %iges Gel (20cm x 20cm, 300ml)

3g Agarose NEEO Ultra-Qualitat Roti® GAROSE f.d. DNA/RNA Elektrophorese (Carl Roth,
Deutschland) wurden mit 1x TBE-Puffer auf 300ml aufgefllt und aufgekocht. Nach leichtem
Abklhlen wurden 4-5 ul einer 1% Ethidiumbromid-L6sung (Carl Roth, Deutschland;

10mg/ml) hinzugegeben und die Mischung auf einen Geltrager gegossen.

1,5 %iges Gel (20cm x 20cm, 300ml)

4,59 Agarose NEEO Ultra-Qualitat Roti® GAROSE f.d. DNA/RNA Elektrophorese (Carl
Roth, Deutschland) wurden mit 1x TBE-Puffer auf 300ml aufgefiillt, dann aufgekocht. Nach
leichtem Abkuhlen wurden 4-5 pl einer 1% Ethidiumbromid-Losung (Carl Roth, Deutsch-

land; 10mg/ml) hinzugegeben und die Mischung auf einen Geltrager gegossen.
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2 %iges Gel (20cm x 20cm, 300ml)
6g Agarose NEEO Ultra-Qualitat Roti® GAROSE f.d. DNA/RNA Elektrophorese (Carl Roth,
Deutschland) wurden mit 1x TBE-Puffer auf 300ml aufgefullt, dann aufgekocht. Nach leich-

tem Abkihlen wurden 4-5 ul einer 1% Ethidiumbromid-Ldsung (Carl Roth, Deutschland;

10mg/ml) hinzugegeben und die Mischung auf einen Geltrdger gegossen.

2,5 %iges Gel (20cm x 20cm, 300ml)
7,5 g Agarose NEEO Ultra-Qualitat Roti® GAROSE f.d. DNA/RNA Elektrophorese (Carl
Roth, Deutschland) wurden mit 1x TBE-Puffer auf 300ml aufgefillt, dann aufgekocht. Nach

leichtem Abkihlen wurden 4-5 pl einer 1% Ethidiumbromid-Losung (Carl Roth, Deutsch-

land; 10mg/ml) hinzugegeben und die Mischung auf einen Geltrager gegossen.
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