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>Eine Moglichkeit, deine Augen zu 6ffnen, ist,
dich selbst zu fragen:
,,Was wiire, wenn ich das vorher nie gesehen hitte?
Was wiire, wenn ich wiisste,

dass ich es nie wieder sehen wiirde?“<

- Rachel Carson (1907-1964,

Biologin, Zoologin, Journalistin)



Gewidmet den Versuchstieren, deren Leben fiir die Wissenschaft eingesetzt

wird.
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Einleitung

1  Einleitung

Die Muskulatur ist ein wichtiger Bestandteil des Lebens: Muskelfasern, bei
hoheren Organismen zu Muskeln zusammengeschlossen, ermoglichen die
willkiirliche Fortbewegung und somit die aktive Beteiligung an unserer
Umwelt. Auch unbewusst laufen viele lebensnotwendige Vorginge des
Korpers iliber das Zusammenspiel von Muskeln ab: Das Zwerchfell ist der
Hauptatemmuskel des Korpers, in den Winden der Blutgefile verlaufen
Muskelfasern und die Verdauung, und somit Aufnahme von Energie, ist
abhingig von enteraler Motorik. Muskulatur nimmt 40 % der Korpermasse
ein und ist fihig, chemische Energie direkt in motorische umzuwandeln
(Frontera&Ochala, 2015).

1.1 Muskeltypen

Anhand der mikroskopisch sichtbaren Querstreifung unterscheidet man
zwischen glatter und quergestreifter Muskulatur. Glatte Muskulatur ist
vegetativ innerviert, also nicht abhingig von willkiirlicher Beeinflussung.
Diesen Muskeltyp findet man u. a. in Hohlorganen, wie Magen, Darm und
Harnblase, in Blutgefden, Gallengéngen, Uterus und im Auge. Glatte
Muskelzellen kontrahieren zwar langsamer als Skelettmuskelzellen, sind
diesen jedoch in Kraft, Ausdauer und Energieeffizienz tiberlegen.

Im Gegensatz zur glatten Muskulatur ist — wie der Name sagt — bei der
quergestreiften Muskulatur eine feine Querstreifung bei mikroskopischer
Betrachtung erkennbar. Die Skelettmuskulatur ist in der Regel somatisch
innerviert und zu schneller Bewegung und grofer Kraftentwicklung fahig.
Ein Sonderfall der quergestreiften Muskulatur ist die Herzmuskulatur: Diese
ist vegetativ innerviert, ermiidet nicht und weist zusitzlich mikroskopisch
sichtbare Glanzstreifen auf.
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1.2 Aufbau des Skelettmuskels und Ablauf der Muskelkontraktion

Ein Skelettmuskel ist immer iiber eine Sehne mit einem Knochen verbunden,
wobei er mehrere solcher Urspriinge aufweisen kann. Der Muskelbauch wird
aus mehreren Muskelfaserbiindeln gebildet, die vom bindegewebigen
Epimysium zum Muskel zusammengefasst werden. Perimysium verbindet
die Muskelfaserbiindel miteinander, die wiederum aus mehreren
Muskelfasern mit dazwischen gelagertem Endomysium bestehen (vgl. Abb.
1). Eine Muskelfaser ist stets ein Synzytium mehrerer Myofibrillen. Durch
diesen Zusammenschluss kommt es dazu, dass jede Muskelfaser mehrere
Zellkerne enthilt und eine Linge von 1 mm bis 15 cm erreichen kann. Die
Myofibrillen sind aus den diinnen Aktin- und den dicken Myosinfilamenten
aufgebaut, die an sogenannten Z-Scheiben miteinander verbunden und fiir die
namensgebende Querstreifung verantwortlich sind. Den Bereich zwischen
zwei Z-Scheiben nennt man Sarkomer. Eine Myofibrille setzt sich somit aus
mehreren Sarkomeren zusammen. Ein Myosinfilament ist aus mehreren
hundert Myosinmolekiilen aufgebaut, die wiederum aus Hexameren
bestehen. Das Myosinmolekiil wird aus zwei schweren (myosin heavy chain,
Mhc) und vier leichten Myosinketten (myosin light chain, Mlc) gebildet. Die
leichten Ketten formen den sogenannten Hals, die schweren - den
Schwanzbereich und die beiden Myosinkopfe. Diese wirken als ATPase
(Adenosintriphosphatase), d. h. sie konnen den Magnesium-ATP-Komplex
binden und ATP spalten. Die Kopfe interagieren auch mit den
Aktinfilamenten, worauf das Protein Troponin hemmenden Einfluss hat. Die
diinnen Filamente bestehen somit aus Aktinketten, an welche jeweils eine
Tropomyosinkette angelagert ist, die wiederum mit Troponinkomplexen
verbunden ist. Hier unterscheidet man das Troponin T, das Tropomyosin
bindet, Troponin C, das die Fihigkeit besitzt, Kalzium zu binden und das
Troponin I, welches die Wechselwirkung zwischen Aktin und Myosin hemmt
(Knechtle, 2002).

Durch Erhohung des Kalziumspiegels im Inneren der Muskelfaser, als
Antwort auf einen Nervenimpuls an der motorischen Endplatte, wird die
Muskelkontraktion eingeleitet. Troponin C bindet dieses Kalzium, wodurch
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das Protein seine Konformation &ndert und die Myosinkdpfe an Aktin binden
konnen. Durch gleichzeitige Erhhung der ATPase-Aktivitit verdndert sich
auch die Konformation der Myosinkopfe und die dicken Myosinfilamente
schieben sich in einer Art Ruderbewegung an Aktin entlang. Dieser Prozess
verbraucht Energie durch Spaltung von ATP und der Querbriickenzyklus
bedingt eine Filamentverschiebung von 10-20 nm; fiir eine sichtbare
Bewegung muss der Ablauf also mehrfach hintereinander erfolgen.

Perimysmum  Endomysium

Knochen  ppoopa Sarkomer

/ i
Muskelfaser- Plasma M-Linie  M-Linie
= bundel_ — ._J. e, Myofibrille | |

_ [ Muskel:, \/ S
faser | 1
\ N :__f
Sehne

Hals: Mlc

Abb. 1: Aufbau eines Muskels aus Faserbiindeln, Myofibrillen, Sarkomeren und letztlich Aktin-
und Myosinfilamenten. Modifiziert nach Giinther, Mockli und Studyblue (Giinther, 2017,
Mockli, 2015, Studyblue, 2017).
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1.3 Fasertypen der Skelettmuskulatur
Anhand ihrer metabolischen und kontraktilen Eigenschaften lassen sich
mehrere  Myosin-heavy-chain (Mhc) Isoformen im  Skelettmuskel
unterscheiden (vgl. Tbl. 1). Typ I-Fasern sind zu ausdauernder Kontraktion
fahig, Typ II-Fasern eher zu schnellem Kraftaufwand. Typ [-Fasern weisen
dementsprechend eine hohe Dichte an Mitochondrien, Kapillaren,
Myoglobin und intramuskulédren Lipiden auf. Sie decken ihren Energiebedarf
durch oxidative Verbrennung von Glukose und Fettsduren in den
Mitochondrien. Dieser Muskeltyp wird auch als ,rot“ und ,langsam‘
bezeichnet. Bewegungen konnen bei geringer Ermiidungstendenz lang
ausdauernd, doch bei vergleichsweise geringem Kraftaufwand ausgefiihrt
werden.
Typ II-Fasern hingegen weisen eine niedrigere Konzentration der
,;,oxidativen* Succinatdehydrogenase (SDH) und eine héhere Konzentration
der myofibrilliren Adenosintriphosphatase (mATPase) auf. Aufgrund der
deutlich geringeren Zahl an enthaltenen Mitochondrien, Myoglobin und
Kapillaren spricht man hier auch von ,,weiler* Muskulatur (Moosburger,
1995). Typ II-Fasern konnen anhand der Mhc-Isoformen noch weiter
unterteilt werden: Mhc IIA-Fasern sind zu schneller, ausdauernder
Kraftleistung fiahig und enthalten sowohl ,glykolytische®, als auch
,;,oxidative® Enzyme in hoher Zahl. Sie weisen viele Charakteristika der Typ
I-Fasern auf. Mhc IIB-Fasern, die nur bei Nagetieren vorkommen, sind sehr
schnell, aber leicht ermiidbar und fiir kurze Belastungen mit hohem
Kraftaufwand ausgelegt. Mhc 1IX-, auch -IID-Fasern genannt, weisen einen
eher ,.glykolytischen® Metabolismus auf, sind aber immunhistochemisch
auch fir die SDH deutlich anfirbbar und sind beziiglich ihrer
Kontraktionsgeschwindigkeit zwischen Mhc IIA- und -IIB-Fasern
angesiedelt (Marini&Veicsteinas, 2010). Muskelfasern kénnen auch parallel
mehrere Isoformen bilden. Diese Muskelfasern nennt man Hybridfasern. Sie
stehen beziiglich ihrer Eigenschaften zwischen spezifischen Fasertypen, wie
z. B. Typ I- und IIA-Fasern. Man findet sie vermehrt wéahrend
Trainingsanpassungsprozessen (Brummer et al., 2013).
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Fasertyp Typ I Typ I
Mhc-Isoform Mhc1 | MhcITIA | MhcIIB | Mhe IIX
Kontraktionsgeschwindigkeit | langsam | schnell sehr schnell

schnell
Ausdauerleistung hoch mittel sehr gering

gering
,Oxidative* Kapazitit hoch hoch gering mittel
,,Glykolytische* Kapazitit gering mittel hoch hoch
Myoglobingehalt hoch mittel gering gering
Kapillardichte hoch mittel gering gering
Mitochondriengehalt hoch mittel gering gering
Fettstoffwechsel hoch mittel gering gering
Farbe rot rot weil weil

Tbl. 1: Kontraktile, metabolische und morphologische Eigenschaften der verschiedenen

Skelettmuskelfasertypen.

1.4 Fasertypumwandlung und metabolische Anpassungsreaktionen

1.4.1  Training und Anpassung der Skelettmuskulatur

Das Verhiltnis der Muskelfasertypen zueinander ist bereits bei der Geburt

weitgehend genetisch festgelegt (vgl. Tbl. 2). Durch verschiedene Einfliisse,

wie dem Nihrstoffangebot,

Hypoxie,

Entziindungsmediatoren und

Wachstumsfaktoren kommt es aber durchaus noch zu Muskelfaserumbau und

-anpassung. So kann z. B. die Kontraktilitit der Fasern durch andauernde

Inaktivitit aber auch durch experimentelle bzw. medizinisch eingesetzte

elektrische Stimulation oder auch durch korperliches Training beeinflusst
werden (Marini& Veicsteinas, 2010).
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Muskel Typl Typ It
Mhel | MhcIIA | Mhc IIB | Mhc IIX

M. rectus femoris 2 % 14 % 18 % 66 %
M. gastrocnemius 0-1% 17 % 84 % 0%
M. extensor digitorum 0% 11 % 89 % 0 %
longus
M. soleus 43 % 45 % 1 % 11 %
M. triceps brachii, 5 % 17 % 55 % 23 %
caput longum
M. extensor  carpi 0% 0% 63 % 37 %
radialis
M. flexor digitorum 0% 34 % 15 % 51 %
superficialis

Tbl. 2: Faserverteilung in den in dieser Arbeit untersuchten murinen Muskeln in % (Talmadge
et al., 2014, Augusto et al., 2004, Kammoun et al., 2014, Mathewson et al., 2012).

Man unterscheidet grundsitzlich zwischen Ausdauer- und Krafttraining.
Ausdauer bezeichnet die Fihigkeit des Muskels, wiederholte Anstrengungen
eine ldngere Zeit lang aufrechtzuhalten. Dies geht in der Regel mit
korperlicher Fitness einher, bei der auch das Herzkreislaufsystem trainiert
wird. Bei Kraftleistung geht es hingegen um die Uberwindung eines grofen
Widerstandes fiir einen kurzen Zeitraum. Hierzu wird Energie auf
»glykolytischem® Weg bereitgestellt und es kommt zur verstirkten
Hypertrophie der Muskulatur. Ausdauer im Herzkreislaufsystem ist hierfiir
nicht relevant.

Durch wiederholtes Training kommt es in Muskelfasern zu einer
funktionellen Anpassung wie z. B. zu einer besseren Sauerstoffverwertung,
einer erhohten Mitochondriendichte und effizienteren Energieiibertragung
(Drexler et al., 2012, Howald et al., 1985, Zoll et al., 2003). Eine vollige
metabolische und funktionelle Umwandlung von schnellen in langsame
Muskelfasern ist nicht moglich, jedoch konnte in verschiedenen

Trainingsexperimenten eine Anderung der Muskelfaserzusammensetzung
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v. a. hinsichtlich der Hybridfasern nachgewiesen werden (Ausoni et al., 1990,
Termin et al., 1989, Windisch et al., 1998). Innerhalb ihrer metabolischen
Moglichkeiten ist eine Adaptation der Ausdauerfasern hinsichtlich I « ITA
«— IIX sowie bei schnellen Fasern IIB <> IIX < IIA moglich. Es konnte also
eine Anpassung bei Krafttraining von langsamen zu schnelleren Fasern und
bei Ausdauertraining von schnellen zu eher langsamen Fasern beobachtet
werden (Marini& Veicsteinas, 2010).

Auch Neubildung von Muskelfasern aus sogenannten Satellitenzellen spielt
eine Rolle  bei der  Trainingsanpassung der = Muskulatur
(Schiaffino&Reggiani, 2011).  Satellitenzellen sitzen unter der
Basalmembran der Skelettmuskelfasern und sind auch im adulten
Organismus zur Differenzierung in Muskelzellen fihig.

Zusammenfassend ist also festzuhalten, dass sowohl die Umwandlung als
auch die Neubildung von Muskelfasern fiir Anpassungsprozesse bedeutend
ist. Um einen ungefihren Gleichgewichtszustand der Anzahl an
Muskelfasern zu erhalten, muss ein Aufbau im Gesamtmuskel immer auch
mit einem Abbau von Muskelfasern einhergehen. Dementsprechend sind bei

jedem Muskelumbau auch Abbauprozesse aktiv.

1.4.1.1  Zitratsynthase

Die Zitratsynthase (Zs) befindet sich in Mitochondrien und katalysiert die
Reaktion von Oxalazetat und Azetyl-CoA zu Zitrat und ist somit
entscheidend fiir einen funktionierenden Zitratzyklus (Anoop et al., 2003).
Die Zs ist ein hdufig untersuchter Marker zur Einschitzung der ,,oxidativen®
Anpassung des Skelettmuskels in Antwort auf ein erfolgtes
Ausdauertraining. Ein Anstieg der im Muskel enthaltenen Konzentration
kann bereits nach einmaliger korperlicher Belastung beobachtet werden, ist
aber noch um ein Vielfaches stirker ausgeprigt, wenn der Organismus
regelméBiges Training durchlauft. Auch der Untersuchungszeitpunkt nach
dem Training ist entscheidend fiir die Hohe des zu erwartenden Anstiegs
(Leek et al., 2001).
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Ein Zusammenhang besteht ebenfalls zwischen der Zitratsynthase-
Konzentration und der Mitochondriendichte im Skelettmuskel, sowie seiner
woxidativen* Kapazitit. Dies wurde z. B. iiber eine Korrelation mit der
VO,max (relative maximale Sauerstoffaufnahme) validiert, die die maximale
Sauerstoffaufnahme angibt, zu der der Korper, bezogen auf sein
Gesamtgewicht, im Zustand der Ausbelastung fihig ist (Vigelso et al., 2014).

1.4.1.2  Tbcldl

Tbcldl ist ein Protein der TBC Rab-Gap Familie. Fiir Tbc1d1 und Tbcld4
(auch als As160 bezeichnet) wurde bereits mehrfach eine wichtige Rolle im
Glukosestoffwechsel der Zelle nachgewiesen. Beide Proteine weisen eine
Strukturhomologie von etwa 50% auf. Tbcldl hat mehrere
Phosphorylierungsstellen, deren Funktion noch nicht ausschdpfend geklirt
ist und zeigt sich verstérkt in Skelettmuskeln exprimiert, wohingegen Tbc1d4
in allen Korperzellen vorkommt (An ef al., 2010).

Eine hohere Konzentration von Tbcldl ist fiir ,,glykolytisch® arbeitende
Muskeltypen beschrieben, Tbcld4 findet sich hingegen vermehrt in
,,oxidativen* Muskelfasern (Taylor et al., 2008). Tbcldl ist ein wichtiger
Regulator des Glukosetransports in der Skelettmuskulatur, sowohl durch
Insulin als auch durch Muskelkontraktion, wobei beides durch
unterschiedliche Signalwege vermittelt wird. Kinasen wie Akt und Ampk (5’
adenosine monophosphate-activated protein kinase) konnen Tbcldl
phosphorylieren und somit aktivieren (Jessen et al., 2011). Es kommt
nachfolgend zur vermehrten Translokation des Glukosetransporters Glut4 in
das Sarkolemm und somit zum Anstieg der Glukosekonzentration in der Zelle
(Stockli et al., 2015), (vgl. Abb. 2). Aufgrund seines erhohten Vorkommens
nach korperlichem Training kann Tbcldl1 auch als Nachweis einer erfolgten

Belastung dienen.
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PI3K
Insulin Akt
\ Glutd
Tbeldl Glukose T
Ca+
Muskelkontraktion Ampk /

Abb. 2: Tbcldl-Funktion: Muskelkontraktion und erh6hte Insulinkonzentrationen fiithren zur
Aktivierung der Kinasen Ampk und Akt, welche beide wiederum Tbcld1 aktivieren konnen.
Uber Glut4-Transporter kommt es zum verstéirkten Glukosetransport iiber das Sarkolemm.

1.4.2  Muskelaufbauende Prozesse

1.42.1  Chaperone und ihre Aufgaben in der Muskulatur

Der Faserumbau in der Muskulatur ist immer sowohl mit Neubildung als
auch mit Abbau von Proteinen verbunden. Chaperone sind Proteine, die die
korrekte Faltung neusynthetisierter Proteine unterstiitzen und iiberwachen
und somit unerldsslich fiir eine normale Zellfunktion sind. Der englische
Name bedeutet ,,Anstandsdame‘‘ und beschreibt ihre Funktion: das Bewahren
von Proteinen vor schidlichen Kontakten. Die Neusynthese eines Proteins
aus Aminosduren erfolgt an den Ribosomen des endoplasmatischen
Retikulums (ER). Ihre Funktion erhalten diese Proteine erst bei Einnahme
ihrer korrekten dreidimensionalen Struktur, also nach ihrer sogenannten
Faltung. Einfliisse hierauf haben v. a. hydrophobe Wechselwirkungen mit
dem umgebenden Milieu (Dill et al., 2008).

Man unterscheidet zwei verschiedene Wirkweisen der Chaperone. Chaperone
wie das kleine Hitzeschockprotein 70 (Hsp70) lagern sich an die
aggregationsanfilligen Stellen der Aminosdureketten an und schirmen diese
auf diese Weise ab, wodurch sie das Entstehen falscher Bindungen
verhindern. Haben Proteine ihre endgiiltige Struktur eingenommen, sind die
hydrophoben Regionen in das Innere gerichtet und somit nicht mehr stark
exponiert. Es kommt hierbei also zu keinem direkten Eingreifen in den
Faltungsprozess durch Chaperone.
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Hsp60-Chaperone hingegen formen kifigihnliche Gebilde, aus denen die
Proteine in ihrer hydrophoben, also fertig gefalteten Form entlassen werden
(Saibil, 2013). Dieser Vorgang verbraucht viel Energie in Form von ATP,

welches parallel hydrolysiert wird.

1.42.1.1 Cryab

Ein Chaperon, das bei der Entstehung des Aktinfilaments mitwirkt, ist alpha
B-Crystallin (Cryab). Es ist ebenfalls an der Entwicklung von Titin und
Desmin beteiligt (Smith et al., 2014). Versuche zeigten, dass Cryab-
defiziente Maiuse nicht mehr in der Lage waren, Myozyten aus
Satellitenzellen zu regenerieren und eine erhohte Atrophie aufwiesen (Neppl
etal., 2014).

Cryab zihlt zu den kleinen Hitzeschockproteinen. Wie diese hat es die
Fahigkeit, supramolekulare Systeme zu formen, d. h. die Molekiile werden
nicht durch kovalente Bindungen zusammengehalten, sondern z. B. durch
Wasserstoffbriicken, Van-der-Waals-Krifte oder hydrophobe
Wechselwirkungen. Ebenfalls wie die kleinen Hitzeschockproteine findet
sich auch Cryab bei hohen Temperaturen im Bereich des Zellkerns und bei
normalen Temperaturen im Zytoplasma der Zelle (Klemenz et al., 1991).
Ein erhohtes Cryab-Vorkommen wurde bei verschiedenen Krankheiten und
Entziindungszustinden festgestellt, was auf eine vermehrte Bildung bei
zelluldren Stresszustidnden zuriickgefiithrt wird (Fittipaldi ez al., 2015). Die
Verhinderung der NFkB-induzierten Apoptose auf Reize wie oxidativen
Stress und UV-Licht ist tiber die Akt- und Mapk-Signalwege fiir Cryab
nachgewiesen (Hu et al., 2012, Liu et al., 2016), (vgl. Abb. 3).
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""" * NFxB -+ Apoptose
Cryab —— |  Mapk

o0 Sy e o - ¥
oo D Aua

Abb. 3: Funktion von Cryab: Als Chaperon verhindert das Protein Wechselwirkungen zwischen
unfertigen Proteinen am endoplasmatischen Retikulum. Uber Akt- und Mapk-Signalwege wird
die Aktivierung von NFkB verhindert, und somit die Einleitung der Apoptose.

Zellulirer Stress

1.4.2.1.2  Hsp70 und Hsp90

Chaperone wie die Hitzeschockproteine 70 (Hsp70) und -90 (Hsp90)
kommen ubiquitir in allen Zellen vor. Diese beiden kleinen
Hitzeschockproteine spielen eine wichtige Rolle fiir Proteinumbau und -
funktion und wirken iiber das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) auch am
Abbau beschédigter oder nicht-funktionaler Proteine mit. Bindungspartner
von Hsp70 hierbei ist die in Kapitel 1.4.3.1.1 beschriebene E3-Ligase
Stub1/Chip. Hsp90 wirkt hingegen stabilisierend auf hydrophobe Bereiche
der Proteine und verhindert deren Ubiquitinierung durch Hsp70 und Stubl
(Pratt et al., 2010).

Hsp90 ist aus drei funktionellen Bereichen aufgebaut: Die N-terminale
Domiine ist fiir die ATP-Bindung verantwortlich und hat selbst ATPase-
Aktivitat. Die mittlere und die C-terminale Domine sind fiir die
Zusammenlagerung der Chaperone verantwortlich (Street et al., 2012).
Nach Bindung des neu synthetisierten Proteins kommt es zu einer
energieverbrauchenden Konformationsdnderungen von Hsp90, in deren
Verlauf das Chaperon die korrekte Bildung anderer Proteine unterstiitzt
(Taipale et al., 2010).

2008 konnten Etard et al. zeigen, dass Hsp90 und auch Unc45b in der Z-
Scheibe des Sarkomers anséssig sind. Bei Einwirken von zelluldrem Stress

sind beide in der Lage, zur A-Bande zu translozieren und bei Bedarf am
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dortigen Myosin dessen Reparatur zu iiberwachen und zu unterstiitzen (Etard
et al., 2007). Fir Hsp70 existiert keine solche feste Lokalisation im
Sarkomer, was auch eine vielféltigere Funktion vermuten ldsst. Unc45b und
Hsp90 kontrollieren die korrekte Faltung der Myosin-Motordomiine, die im
Myosinkopf lokalisiert ist. Nach Erfiillung dieser Aufgabe migrieren Hsp90
und Unc45b zur Z-Scheibe, wo die Histonmethyltransferase Smyd1 Unc45b
als Co-Chaperon unterstiitzt, bevor es an der M-Linie weitere Aufgaben
erfiillt (Smith et al., 2014).

1.4.2.1.3  Unc45b

Es existieren zwei Isoformen von Unc45 (uncoordinated mutant number 45),
die eine Sequenzhomologie von etwa 50 % aufweisen. Unc45a ist in Nieren,
Leber, Uterus und Lunge zu finden, Unc45b fast ausschlieBlich in Herz- und
Skelettmuskel (Price et al., 2002).

Unc45b kann gleichzeitig Myosin und Hsp90 binden und hat hierbei sowohl
eigene Chaperon- als auch Hsp90-Co-Chaperon Aktivitit. Es kann aber auch
mit den Ligasen Stubl oder Ufd2 interagieren und durch diese eine dreifache
Ubiquitinierung von sich selbst bewerkstelligen. Dies fiihrt zum Abbau von
Unc45b durch das 26S Proteasom-System (vgl. Abb. 4), ein Mechanismus,
der die Bildung von Myosin reguliert (Hoppe e? al., 2004).

Versuche zeigten, dass ein Fehlen von Unc45b zu schweren Fehlern im
Aufbau von Sarkomeren fiihrt, wobei die Integration von Myosinfilamenten
beeintrichtigt ist. Interessanterweise fiihrt ein erhohtes Unc45b-Vorkommen
ebenfalls zu gestortem Sarkomeraufbau (Spellmon er al., 2015). Dies
unterstreicht die Bedeutung des Proteins fiir die Entwicklung von Skelett-
und Herzmuskulatur. Durch seine Unterstiitzung bei der Faltung des
Myosinmotorproteins ist Unc45b essentiell fiir die Ausbildung funktioneller
Muskelfasern. Zu einer moglichen regulatorischen Bedeutung bei der

Faseranpassung nach Muskeltraining existieren bisher kaum Daten.
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Abb. 4: Funktion von Unc45b: Unc45b kann gleichzeitig Myosin und Hsp90 binden und auch
mit den Ligasen Stubl oder Ufd2 interagieren, wodurch es eine dreifache Ubiquitinierung von
sich selbst bewerkstelligt. Dies fiihrt zum Abbau von Unc45b und reguliert somit die
Myosinbildung im Muskel.

14.2.14  Smydl

Smydl ist eine Histon-Methyltransferase, die an der M-Linie der
Muskelsarkomere lokalisiert ist und mit Myosin interagiert (Smith et al.,
2014), aber auch im  Zellkern gefunden werden  kann.
Smyd bezeichnet Proteine, die eine SET (SU(VAR)3-9, enhancer of zeste and
trithorax) und eine MYND (myleoid, nervy and DEAF-1) Doméne besitzen.
Die SET-Domiéne beeinflusst die Transkription von Proteinen iiber
Vermittlung der Methylierung von Lysin-Resten an Histonen. Die MYND-
Domine weist ein Zink-Finger-Motiv auf und ist fiir die Interaktion zwischen
zwei Proteinen wichtig. Auf transkriptioneller Ebene hat sie eher hemmende
Eigenschaften, indem sie Histon-Deazetylasen rekrutiert und aktiviert, was
die Transkription der meisten Gene inhibiert (Spellmon et al., 2015).

Man unterscheidet fiinf Smyd Proteine. Smydl ist v.a. in Herz- und
Skelettmuskelzellen zu finden und wird in der Maus auch als ,,mBop*
bezeichnet. Smyd1 wird eine wichtige Bedeutung bei der Sarkomerogenese
zugesprochen. Tan et al, 2006, fanden eine erhohte Konzentration in
langsam kontrahierenden Muskelfasern (Tan et al., 2006), wohingegen
Spellmon et al., 2015, Smyd1-RNA nur in Herzmuskel- und schnell

kontrahierenden Muskelfasern nachweisen konnten (Spellmon et al., 2015).
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Die Bedeutung von Smydl ist im Besonderen auch fiir die Kardiogenese
untersucht worden. In knock out-Miusen zeigte sich, dass Smyd”-Embryos
nicht lebensfihig waren, da es zu einer starken Fehlentwicklung des Herzens
kam. Zellkulturversuche wiesen die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor
skNac nach und die Beteiligung beider an der Myoblastendifferenzierung.
Hierbei findet eine gemeinsame Translokation aus dem Zellkern in das
Zytoplasma statt (Sims et al., 2002).

1.42.2  Nac und skNac

Eine dhnliche Funktion wie die zuvor beschriebenen Chaperone nimmt der
,.nascent polypeptide associated complex* (Nac) in der Zelle ein. Nac bindet
neu synthetisierte Polypeptidketten am Ribosom und verhindert deren
Interaktion mit anderen Proteinen (Wiedmann et al., 1994), weswegen es
auch als ,,molekulares Chaperon* bezeichnet werden kann. Weiterhin schiitzt
es seine Bindungspartner vor Proteolyse (Wang et al., 2010).
Untersuchungen zur Verteilung und intrazellularen Lokalisation zeigen, dass
Nac im Zytosol der Zellen fast ausschlieBlich als Heterodimer zu finden ist
(Beatrix et al., 2000). Aufgebaut ist es aus einer a- und einer f-Untereinheit,
die fiir die unterschiedlichen Funktion der beiden Proteine verantwortlich
sind. Nur B-Nac kann direkt mit Ribosomen interagieren. Durch seine
Fahigkeit der Wechselwirkung mit Nukleinsduren, wie sie auf Ribosomen
und im Zytosol vorzufinden sind, trigt aber auch a-Nac dazu bei, ungewollte
Bindungen von Ribosom und endoplasmatischem Retikulum zu verhindern
(Beatrix et al., 2000).

Die herz- und skelettmuskelspezifische Variante von Nac ist skNac, dessen
Hauptbindungspartner wiederum das zuvor beschriebene Chaperon Smyd1
ist.

Verschiedene Versuche konnten die Bedeutung von skNac fiir die
Myoblastenmigration  und  Sarkomerogenese = nachweisen.  Das
Expressionsniveau wihrend der embryonalen Entwicklung ist hierbei

deutlich geringer ausgeprédgt als nach der Geburt, dhnlich wie es bei
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Myoglobin der Fall ist. Gendefiziente Miuse zeigen stark reduzierte
Myosinkonzentrationen in den Muskelzellen und ein Fehlen der roten
Muskelfasern (Park et al., 2010). Experimente von Munz et al., 1999,
konnten auch eine Beteiligung an Regenerationsvorgidngen im Muskel
nachweisen: Versuchsméusen wurde eine Wunde am Riicken zugefiigt und
12 Stunden spidter fand sich im Bereich der Wundrinder eine erhohte
Expressionsrate von skNac im Hautmuskel (Munz et al., 1999). Yotov und
St-Arnaud, 1996, konnten nachweisen, dass das Protein die transkriptionelle
Aktivitit am Myoglobinpromoter in der Maus fordert (Yotov&St-Arnaud,
1996). Somit konnte skNac vermutlich ebenfalls eine Rolle in der Bildung

neuer Muskelfasern spielen.

1.423  Myomesinl, -2 und -3

Auch das Muskelprotein Myomesin zeigt sich an der Kontrolle des
Sarkomerauf- und - einbaus beteiligt. Myomesin ist Teil der M-Linie im
Sarkomer und dient der Verankerung der dicken Filamente Myosin und Titin
(Obermann et al., 1996). Myomesine zdhlen zu den Immunglobulinen
(Auerbach et al., 1999). Das Protein ist ausschlieflich in quergestreifter
Muskulatur zu finden, aber sowohl in langsam als auch in schnell
kontrahierenden Fasern. Zur Familie gehoren die Proteine Myomesinl,
Myomesin2 und Myomesin3, die sich in ihrem Aufbau und in ihrer Funktion
dhneln. Die entsprechenden Gene werden aber in unterschiedlichen Arten
von Muskelzellen exprimiert. Insbesondere ist Myomesinl ubiquitér in allen
quergestreiften Muskeln zu finden, Myomesin2 v. a. im Herzmuskelgewebe
adulter Sdugetiere und in schnell kontrahierenden Skelettmuskelfasern und
Myomesin3 in mittelschnellen Skelettmuskelfasern (Schoenauer et al.,
2008).

Durch die gezielte Storung des Sarkomeraufbaus in Zebrafischen konnte in
in-vivo Versuchen ein starker Anstieg an Myomesinl induziert werden (Prill
et al., 2019). Weitere Studien zeigten, dass auch Myomesin3 ein sensibler
Marker fiir Muskelschédigung ist (Rouillon et al., 2015).
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1424  Aktl

Als ,,Aktivierte Proteinkinase B* bezeichnet man die drei Proteinkinasen
Aktl, Akt2 und Akt3, die eine Phosphatgruppe auf Proteine ibertragen und
somit eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion spielen. Das fiir die
Serin-Threonin-Proteinkinase Aktl kodierende Gen ist in allen Geweben
exprimiert, Akt2 v. a. in insulin-sensiblem Gewebe wie braunem Fett und der
Leber. Akt3 kommt ebenfalls ubiquitir vor, jedoch nur in geringer
Konzentration im Skelettmuskel und in der Leber. Eine hohe Expression von
Akt-Genen konnte auch in Tumorgewebe nachgewiesen werden (Bellacosa et
al., 2004).

Eine Aktivierung von Akt erfolgt durch extrazelluldre Einfliisse, wie
oxidativem Stress, durch Wachstumsfaktoren oder Zytokine. FEin
Muskelumbau, wie er bei einer Anpassung an z. B. Trainingsreize notwendig
ist, bedarf immer auch eines Abbaus von bestehenden Fasern. Dies erfolgt in
der Regel durch das Ubiquitin-Proteasom-System (vgl. Kapitel 1.4.3.1).
Gleichzeitig muss die Synthese neuer Proteine erfolgen. Eine Hemmung des
UPS und die Induktion der Proteinsynthese erfolgt u.a. iiber eine
Signalkaskade aus Wachstumsfaktoren (z.B. IGF-1 und Insulin),
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und Aktl (Sandri et al., 2006). Aktl
wirkt somit hemmend auf den Muskelabbau und ist ein wichtiger Faktor des
Muskelaufbaus (vgl. Abb. 5).

mTor

T
T [ ra
/\

Atroginl ~ Murfl

SV

— GF ——  PI3K —— Aktl

Muskelkontraktion

Abb. 5: Vereinfachte Darstellung des Akt-Signalwegs; GF=growth factor. Die Aktivierung von
Aktl erfolgt u. a. durch Muskelkontraktion. Uber Wachstumsfaktoren wird die PI3K und somit
Aktl aktiviert und vermittelt hemmende Einfliisse auf das UPS sowie eine Proteinproliferation
iiber mTor.
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Von Geburt an zeigen Aktl-defiziente Méuse eine verminderte Korpergroie,
die sie bis ins adulte Alter beibehalten (Yang et al., 2003). In Aktl knock out-
Miusen konnte zudem eine verminderte Satellitenzellproliferation auf
Muskelstimuli nachgewiesen werden, die unabhingig von der mTor-
Regulierung ist (Moriya&Miyazaki, 2018). Bei einer Uberexpression von Akt
konnten vor allem im kardialen Gewebe Effekte beobachtet werden:
Versuchstiere zeigten eine deutliche Kardiohypertrophie und verstirkte
Kontraktionskraft der Herzmuskelzellen (Condorelli et al., 2002).

1.43  Muskelabbauende Prozesse

1.43.1  Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)

Bereits 1942 konnte der deutsch-amerikanische Biochemiker Rudolf
Schonheimer durch die Markierung von Molekiilen mit radioaktiven Isotopen
nachweisen, dass ein kontinuierlicher Auf- und Abbau von Proteinen
stattfindet. Die Lebensdauer eines Proteins variiert abhédngig von seiner
Funktion enorm. Strukturelle Proteine konnen jahrelang unverindert bleiben,
einige regulatorische Proteine hingegen haben bereits wenige Minuten nach
ihrer Synthese ihren Zweck erfiillt. Ebenso miissen beschidigte oder falsch-
synthetisierte Proteine abgebaut werden. Forschungsergebnisse lassen
vermuten, dass bis zu 30 % der neu-synthetisierten Proteine niemals einen
funktionellen Zustand erreichen (Schubert et al., 2000).

Zum Abbau intrazelluldrer Proteine dienen das Ubiquitin-Proteasom-System
(UPS) sowie Lysosomen. Letztere sind membranumschlossene
Zellorganellen, die sich frei im Zytoplasma der Zelle bewegen konnen. Uber
Endozytose nehmen sie abzubauende Stoffe auf und zerlegen sie mit Hilfe
der enthaltenen Nukleasen, Lipasen und Proteinasen in ihre Grundbausteine.
Eine Proteasom-Einheit besteht aus einem 20S-Kernkomplex, welcher die
proteolytischen Zentren enthilt, sowie aus zwei anhaftenden 19S-
Komplexen, die regulatorische Aufgaben haben und fiir die Erkennung sowie
Bindung der Proteine zustindig sind (Sorokin et al., 2009). Intrazellulire
Proteine werden selektiv iiber Proteolyse des UPS abgebaut. Hierbei wird das

17



Einleitung

abzubauende Protein durch Anheften von mehreren Ubiquitin-Molekiilen
markiert. Diese sogenannte ,,Ubiquitinierung* erfolgt in einer Kaskade aus
El- (Ub-aktivierendes Enzym), E2- (Ub-konjugierendes Enzym) und E3-
(E3-Ligase)-Enzymen und ist fiir das Proteasom das Zeichen zum Abbau

dieses Proteins.
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Abb. 6: Ablauf der Ubiquitinierung: eine Kaskade aus E1-, E2- und E3-Enzymen fiihrt zum
Anheften mehrerer Ubiquitin-Molekiile an ein Protein, wodurch dieses fiir den Abbau markiert
wird.

Zunichst kommt es zu einer Thioesterbildung zwischen Ubiquitin und dem
fiir ein Protein spezifischen E1-Enzym. Diese Aktivierung von Ubiquitin
verbraucht Energie in Form von ATP. Dann iibermittelt ein E2-Enzym das
Ubiquitin an die E3-Ligase, welche letztendlich eine Isopeptidbindung
zwischen dem C-Ende des Ubiquitin-Molekiils und einem Lysin des Proteins
vermittelt (vgl. Abb. 6). Eine Bindung von mindestens vier Ubiquitin-
Molekiilen ist erforderlich, damit ein 26S-Proteasom den Abbau des
markierten Proteins einleitet. Fiir jedes Protein gibt es nur ein E1-Enzym, das
spezifisch dessen Aktivierung anstofit. Dahingegen gibt es aber etwa 50 E2-
Enzyme und iiber 500 mogliche E3-Ligasen (Sorokin et al., 2009). Man
unterscheidet zwischen zwei Hauptklassen von E3-Ligasen, den RING
(really interesting new gene) E3-Ligasen und den HECT (homologous to E6-
AP C-terminus) E3-Ligasen. HECT-Ligasen iibernehmen ein Ubiquitin-
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Molekiil des E2-Enzyms und transferieren es weiter an das Substratprotein.
RING-E3-Ligasen hingegen unterstiitzen die Interaktion zwischen E2 und
Substrat, so dass Ubiquitin direkt an dieses iibermittelt werden kann
(Yang&Kumar, 2010).

1.4.3.1.1  Stubl/Chip

Eine RING-finger E3-Ubiquitin-Ligase ist z. B. Stubl/Chip. In seiner
Aufgabe sowohl im Ubiquitinsystem als auch als Co-Chaperon fiir kleine
Hitzeschockproteine wie Hsp70 und Hsp90, unterstiitzt es den Abbau
beschidigter oder missgefalteter Proteine.

Stubl ist aus drei Komponenten aufgebaut: der Tetratricopeptide repeat
(TPR)-Domine, der coiled-coil (CC)- und der U-box-Domine. An die N-
terminale TRP-Domine binden die Proteine, die im Folgenden ubiquitiniert
werden, darunter auch die Hitzeschockproteine (vgl. Abb. 7). Ein E2-Enzym
bindet an die U-box-Domine von Stubl, so dass Stubl die Ubiquitinierung
des Hitzeschockproteins bzw. direkt des Zielproteins vermittelt. Die
Ubiquitinierung von Stubl und dem Hitzeschockprotein selbst ist dabei
regulatorischer Natur und fiihrt nicht zum Abbau der beiden (Heimdal ez al.,
2014). Als Bindungspartner von Stubl konnten mehr als 30 Proteine
identifiziert werden. Stubl hat Bedeutung bei der Zelldifferenzierung, der
Einleitung der Apoptose, der Glukokortikoidantwort sowie im p53- und in
cAMP Signalwegen (McLaughlin et al., 2012).
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Abb. 7: Funktion von Stubl, modifiziert nach Heimdal (Heimdal et al., 2014): Ein E2-Enzym
bindet an der U-box Domine von Stubl und vermittelt die Ubiquitinierung des an der TRP-
Doméne gebundenen Proteins. Stubl hat Bedeutung im UPS und ist Co-Chaperon fiir kleine
Hitzeschockproteine.

Im Mausmodell zeigte sich Stub1 als v. a. in der neurologischen Entwicklung
bedeutsam. Gendefiziente Mause verstarben hidufig wihrend oder kurz nach
der Geburt und wiesen Anzeichen fiir einen beschleunigten Alterungsprozess
und einen fehlerhaften Proteinstoffwechsel auf (Heimdal ez al., 2014).

1.4.3.1.2 Nedd4

Nedd4 (neural precursor cell expressed developmentally down-regulated
protein 4) ist eine E3-Ubiquitinligase, die in hoher Konzentration in Muskeln
vorkommt und die Interaktion von Muskeln und Motoneuronen reguliert
(Yang&Kumar, 2010). Nedd4 weist eine N-terminale Fett- und Protein-
bindende C2-Domine auf, die meist kalziumabhiingig die Bindung an ein
Substrat oder auch an die Phospholipidmembran vermitteln kann. Im Nager
konnten drei, im Menschen sogar vier sogenannte WW-Dominen
nachgewiesen werden, die fiir Wechselwirkungen zwischen zwei Proteinen
zustdndig sind, also die Bindung an das Substrat vermitteln. Eine C-terminale
HECT-Doméne wird ebenfalls in allein Proteinen der Nedd-Familie
gefunden und stabilisiert das Protein selbst (Dunn et al., 2004). Vor der
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Ubiquitiniibertragung findet eine Thioesterbindung zwischen dem Cystin-
Rest der HECT-Domine und dem aktivierten Ubiquitin des E2-Enzyms am
N-Terminus statt. HECT Kkatalysiert nun die Ubertragung von Ubiquitin an
ein Substrat, das Nedd4 im WW-Bereich gebunden hat (Rotin&Kumar,
2009). In Tierexperimenten zeigte sich, dass Nedd4 nach Denervation im
murinen Muskel verstirkt exprimiert wurde (MacNeil et al., 2014). Knock
out-Miuse bleiben in ihrer korperlichen Entwicklung zuriick und, wie in
Zellkulturversuchen nachgewiesen wurde, wachsen Fibroblasten ohne
Nedd4-Einfluss langsamer (Yang&Kumar, 2010). Nedd4 reguliert
Wachstumsfaktoren wie IGF-1 und fiihrt zu einer verminderten Zahl an
epidermalen und vaskuldren Wachstumsfaktorrezeptoren (Morrione et al.,
1999).

1.4.3.1.3  Ufd2

Ufd2 (Ubiquitin fusion degradation protein 2) ist als eine RING-finger E3-
Ligase ebenfalls an Sarkomerabbauprozessen beteiligt und hat Einfluss auf
das Chaperon Unc45b, das fiir den Aufbau des Myosinfilaments eine
bedeutende Rolle spielt.

Obwohl Ufd2 die Ubiquitinierung von Zielproteinen nicht selbst einleiten
kann, ist das Protein auf eine besondere Art am Proteinabbau beteiligt: Ufd2
verldngert kurze Ub-Ketten, die zuvor durch das Partner-E3-Enzym Ufd4
gebildet wurden. Diese beinahe einzigartige Aktivitit hat den Namen E4-
Ligase geprigt (Koegl et al., 1999).

Es konnte nachgewiesen werden, dass das Zusammenspiel von Ufd2 mit
anderen E3-Enzymen die Ubiquitinierung und den Abbau beschidigter
Proteine direkt am endoplasmatischen Retikulum bewirkt. Das einzige
Protein, das direkt von Ufd2 ubiquitiniert werden kann, ist Unc45b. In-vitro-
Studien zeigten, dass Stubl und Ufd2 einen Komplex bilden, der zur
Polyubiquitinierung von Unc45 fihig ist. Einzeln konnen beide Proteine nur

einfach Ubiqitinmolekiile iibertragen, doch als Komplex erreicht Ufd2 seine
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E4-Ligase-Aktivitdt und bewirkt die Polyubiquitinierung des Zielproteins
(Hellerschmied et al., 2018), (vgl. Abb. 8).

o Stubl J//
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Abb. 8: Funktion von Ufd2: Die E3-Ligase verlidngert bereits vorhandene kurze Ub-Ketten und
bildet mit Stubl einen Komplex, der zu Polyubiquitinierung fihig ist. Unc45 ist das einzige
Protein, das direkt von Ufd2 ubiquitiniert werden kann.

Ufd2

Genau wie Stub1 weist auch Ufd2 eine U-box-Doméne auf, die strukturell
und funktionell dem RING-Motiv entspricht und die Vermittlung der
Ubiquitin-Molekiile mit Hilfe eines E2-Enzyms ermoglicht (Hellerschmied
etal.,2018).

1.43.14  Atroginl, Murfl und der Transkriptionsfaktor Foxol
Atroginl/MAFbx (Muscle atrophy F-Box) und Murfl (Muscle RING =
, really interesting new gene* Finger-1) sind zwei muskelspezifische E3-
Ligasen und Marker fir Muskelabbauprozesse. Die
Transkriptionsfaktorfamilie Forkhead box class O (Foxo) wurde als
hauptverantwortlich fiir die Atroginbildung identifiziert und wird selbst
durch die Proteinkinase Akt gehemmt (Milan et al., 2015). Die Induktion von
Atroginl und Murfl wird von Foxol auf dem Umweg iiber Akt vermittelt:
Indem es dessen Phosphorylierung verhindert, fillt der hemmende Einfluss
von Akt auf Atroginl und Murfl weg und beide werden vermehrt
transkribiert (Stitt et al., 2004), (vgl. Abb. 9).
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Abb. 9: Funktion von Foxol, Atroginl und Murf1l: Durch Muskelkontraktion oder erthohte ROS-
oder Insulinkonzentrationen kommt es zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors Foxo. Dieser
verhindert die Phosphorylierung von Akt, wodurch dessen hemmender Einfluss auf Atroginl
und Murf1 wegfillt und beide in ihrer Funktion als E3-Ligasen aktiv werden.

Wie alle E3-Ligasen besitzen beide eine Bindungsstelle fiir ihr Substrat, eine
fiir ein E2 Ub-konjugierendes Enzym sowie eine weitere fiir Ub-Molekiile
(Lecker et al., 1999).

Eine erhohte Expression von Murfl und/oder Atroginl kann bei
verschiedenen Krankheitsbildern, die mit Muskelatrophie einhergehen,
beobachtet werden, z. B. bei Myasthenia gravis (Meinen et al., 2012).

1.4.3.1.5 Traf6

Traf6 steht fiir Tumor-necrosis-factor receptor-associated factor 6 und ist
eine E3-Ubiquitin-Ligase. Traf6é kommt in Leber, Gehirn, Lunge, Milz,
Thymus, Uterus und Herz vor, weist aber im Skelettmuskel die hochste
Konzentration auf (Nishimura&Naito, 2005).

Die Traf-Familie beinhaltet sieben Mitglieder. Die C-terminale Traf-Domiine
weist Varianzen zwischen den Familienmitgliedern auf, was sie zur
Interaktion mit verschiedenen Rezeptoren befdhigt. Die N-terminale Zink-
bindende RING-Domine ist hingegen essentiell fiir die Aktivierung von
nachgeschalteten Signalwegen (Silke&Brink, 2010).

Neben Traf2 zeigt aus der gesamten Familie nur Traf6 E3 Ubiquitin-Ligase
Aktivitdt, wobei nur Traf6 auch zu Auto-Ubiquitinierung fahig ist (Wang et
al., 2001).

Die Aktivierung von Traf6 initiiert mehrere Signalwege, die zum Abbau von
Proteinen fithren und somit zu einem katabolen Zustand der Zelle (Paul et al.,

2010). Versuche konnten zeigen, dass die E3 Ubiquitin-Ligase Aktivitit von
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Traf6 eine bedeutende Rolle bei der Induktion von Muskelatrophie in
Hungerzustinden besitzt (Paul et al, 2012). Zudem kann Traf6 die
Proteinkinase Akt ubiquitinieren, aber auch aktivieren (Yang et al., 2009)
und ist als Regulator von NFkB, p38Mapk und Jnk an vielen bedeutenden
Signalwegen beteiligt (Kumar et al., 2012). Hemmende Einfliisse auf NFxB
werden hierbei sowohl iiber den IkB-Weg als auch iiber den Mapk-Signalweg
vermittelt (Fernandez-Gonzalo et al., 2014), (vgl. Abb. 10).

Mapk/ -
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Abb. 10: Funktion von Trat6: Trat6 wird durch zellulare Stresszustéinde, Lipopolysacharide und
Interleukine aktiviert und ist an zahlreichen Stoffwechselwegen beteiligt. Uber NFkB und
nachgeschaltete Mechanismen kommt es zur Vermittlung von katabolen Zusténden.

1.4.3.2 Rip2

Bei zelluldrem Stress durch z. B. Zytokine, Infektionen, beschiddigter DNA
und Entziindungen kommt es zur Aktivierung von Immunzellen und evtl.
sogar zum Zelltod. Die Proteine der Rip-Familie vermitteln diese Folgen und
sind somit sensible Indikatoren fiir intra- und extrazelluldren Stress (Declercq
et al., 2009).

Rip2 (Receptor interacting protein 2) gehort mit sechs weiteren Proteinen der
Familie der Rezeptor-interagierenden Proteine an. Allen ist ein N-terminales
Ende mit grofer Sequenzhomologie zu den Serin-Threoninkinasen
gemeinsam. Deutliche Unterschiede bestehen hingegen am C-terminalen
Bereich, wodurch sich die unterschiedlichen Funktionen der Proteine Rip1-7
erkliren. Rip2 besitzt hier als funktionale Domine eine CAR-Region
(caspase activation and recruitment), (Zhang et al., 2010).

Fiir Rip2 ist die Beteiligung an einer Vielzahl von Signalwegen bekannt: es
fithrt zur Apoptoseinduktion und Aktivierung von NFkB (Hsu et al., 1996),
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interagiert mit verschiedenen Mitgliedern der Traf-Familie (Thome et al.,
1998) und aktiviert die Map-Kinasen Erk2 und Jnk (Navas et al., 1999), (vgl.
Abb. 11). Untersuchungen zeigten, dass die proapoptotische Wirkung tiber
die C-terminale CAR-Domine vermittelt wird. Fiir die Aktivierung von
NFxkB ist hingegen das ganze intakte Protein notwendig (McCarthy et al.,
1998). Des Weiteren fiihren Phosphorylierung und Ubiquitinierung von Rip2
zur Modulierung der Immunantwort. Die intrazellularen Proteine Nod1 und
Nod2, die eine Rolle bei der Wirtserkennung von Bakterien spielen, konnten
in verschiedenen Entziindungsmodellen nachgewiesen werden und fithren
ebenfalls zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB (Hasegawa et al.,
2008). In diesem Zusammenhang konnte sogar eine Autophosphorylierung

von Rip2 nachgewiesen werden (Dorsch et al., 2006).

Nodl
Nod2

@ iy [ v
\ /
Zelluldrer Stress Mapk
Zellschaden _— Rip2 —— S

Interleukine \ / e I/> Entziindung

Bakt. Entziindung
Ikka
kKB

Traf6

Abb. 11: Funktion von Rip2: Nach Aktivierung von Rip2 durch zellulédre Stresszustinde erfolgte
eine direkte Aktivierung von NFkB nach Bindung von Ikk oder iiber die E3-Ligase Traf6 oder
Mapk- und Jnk-Signalwege.

Ein Zusammenspiel mit der E3-Ubiquitin-Ligase Traf6 ist ebenfalls
bewiesen, wobei neue Studien einen kompetitiven Effekt der beiden zeigen
konnten: Wird Traf6 gehemmt, so binden vermehrt Rip-Molekiile an NFkB
(Kisiswa et al., 2018).

1.43.3  Calpain und Calpastatin
Calpain ist eine Cystein-Protease im Zytosol, deren Aktivierung Kalzium
bendtigt. Die Protease wurde 1964 zuerst beschrieben und hatte lange Zeit

unterschiedliche Namen, von denen die Bezeichnung ,,CANP“ (Ca®*-
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activated neutral protease) sich durchsetzte. Gegenstand der Forschung war
v. a. die Ermittlung der Sequenz der katalytischen Untereinheit, wobei der
Name ,,Calpain® gebrduchlich wurde. 1990 einigte man sich schlielich auf
die Verwendung dieser Bezeichnung (Sorimachi et al., 2011).

Calpainl (u-Calpain) und Calpain2 (m-Calpain) sind ubiquitir exprimierte
Isoformen. Eine gewebespezifischere Form ist Calpain3, das besonders reich
in Skelettmuskeln vorkommt. Calpain3 zeichnet sich mit einer Halbwertszeit
von zehn Minuten durch eine sehr rasche Autolyse aus (McCartney et al.,
2018). Eine Beeinflussung von Vorgingen der Signaltransduktion, des
Zellwachstums und der -differenzierung, der Apoptose und von weiteren
zelluldren Prozessen ist beschrieben. Des Weiteren konnte eine Beteiligung
bei u.a. neurologischen Krankheiten, Typ 2-Diabetes und Katarakt
nachgewiesen werden (Suzuki et al., 2004). Aktivierte Calpaine fiithren zur
Schwellung von Mitochondrien, Vakuolisierung des endoplasmatischen
Retikulums, Sarkomerumbau  und zu einer  Storungen  der
Muskelfaservernetzung und somit zum Abbau von Muskulatur (Scicchitano
et al., 2015), (vgl. Abb. 12).

Vertiefende Studien zeigten, dass beziiglich der zeitlichen Entwicklung und
der genetischen Lokalisation im Organismus zwischen Menschen und
Maiusen erhebliche Unterschiede bestehen. Wihrend der Embryogenese
scheint Calpain3 aber bei beiden keine Bedeutung zu haben, die Protease
wird erst nach der Innervation und folglich der Myoblastenfusion exprimiert
(Fougerousse et al., 2000). Bei Uberexpression von Calpain3 zeigen sich im
Mausmodell keine phénotypischen Verdnderungen; fehlen allerdings
bestimmte Exone, kommt es zu verschiedensten Beeintrdchtigungen, die in
einer fehlerhaften Reifung der Muskelzellen resultieren oder auch nur
einzelne Muskeln betreffen konnen (Spencer et al., 2002). Beobachtet man
gendefiziente Maiuse iiber eine ldngere Zeitspanne, zeigen sie eine
fortschreitenden Muskeldystrophie, die den ganzen Korper betrifft und
signifikant schwicher ausgeprigte Mhc I-Muskelfasern, als sie die Wildtyp-
Kontrollméause besitzen (Fougerousse et al., 2003).
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Obwohl bewiesen ist, dass zur Aktivierung von Calpain Kalzium nétig ist,
scheint die vorhandene Konzentration nicht der einzige entscheidende Faktor
hierfiir sein, da unter physiologischen Bedingungen die in-vitro ermittelten
erforderlichen Konzentrationen an Kalzium bei weitem nicht erreicht werden
(Ozaki et al., 2009). Die genauen Vorginge der Aktivierung sind somit
weiterhin unklar.

Das intrazelluldre Protein Calpastatin ist dazu fihig, die Enzymaktivitit von
Calpain komplett zu inhibieren (vgl. Abb. 12). Aufgrund seiner groflen
MolekiilgroBe ist Calpastatin dabei in der Lage vier Calpain-Molekiile
gleichzeitig zu binden (Hanna et al., 2007). Diese Inhibierung konnte bisher
nicht fiir Calpain3 nachgewiesen werden (Ono et al., 2004).

skNac (skeletal and heart muscle specific variant of nascent polypeptide-
associated complex «) ist ein bekannter Regulator der Sarkomerogense. Es
ist ein Einfluss auf die Aktivitdt von Calpainl und -3 bekannt, nicht aber auf
Calpain2 (Berkholz et al., 2013), weswegen im Rahmen dieser Arbeit nur
Calpainl und -3 betrachtet wurden.

Calpastatin

v

Calpaml

e Mitochondrienschwellung,

Cathereey Ca?* Vakuolisierung des ER.
Sarkomerumbau,

/" Storungen im Faseraufbau

T

Calpam3

Abb. 12: Funktion von Calpainl, Calpain3 und Calpastatin. Modifiziert nach Scicchitano et al.,
2015: Die Aktivierung der Calpaine erfolgt kalziumabhingig und fithrt zu muskelabbauenden
Prozessen. Eine Hemmung durch Calpastatin ist nur fiir Calpainl beschrieben.
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1.4.4  Rolle des NFxB-Signalwegs bei der Trainingsanpassung
NFxB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) ist
ein Transkriptionsfaktor, der in nahezu allen Korperzellen vorkommt und an
der Regulation zahlreicher Signalwege beteiligt ist. Eine grole Bedeutung
hat NFkB u.a. in der Vermittlung der Immunantwort und bei
Entziindungsvorgingen; Das Protein ist aber auch an der Regulation der
Zellproliferation und der Einleitung des Zelltods maligeblich beteiligt.
NFxB beschreibt fiinf Proteine, denen eine Domine von 300 Aminosduren
gemeinsam ist, die sogenannte Rel-Homologie-Doméne. Die fiinf Proteine
der NFkB-Familie werden als p50, p52, p65 (RelA), RelB und c-Rel
bezeichnet. Je zwei dieser Untereinheiten bilden als Dimere ein
funktionierendes = NFkB-Protein. Die Rel-Homologie-Doméne  ist
verantwortlich fiir die Bindung unterschiedlicher DNA-Elemente und die
IxB-Interaktion. In der Muskulatur ist das aus p50 und p65
zusammengesetzte NFkB-Dimer als hauptverantwortlicher Regulator
beschrieben (Kramer&Goodyear, 2007).
Im Zytoplasma der Zelle kommt NFkB gebunden an das inhibitorische
Protein IkBa (nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells inhibitor, alpha) vor. Durch den Einstrom von Kalzium bei
Muskelkontraktion, aber auch durch die Zunahme von freien
Sauerstoffradikalen (ROS) oder die Vermittlung von Zytokinen, wird NFxB
aktiviert: Die sogenannte Ikk (IxkB-Kinase) wird phosphoryliert und
vermittelt selbst wiederum die Phosphorylierung von IkBa an Serin32 und
Serin36. Durch anschlieBende Ubiquitinierung wird dieses dann iiber das
Proteasomsystem abgebaut. NFkB liegt nun frei vor und kann in den Zellkern
translozieren, wo es als Transkriptionsfaktor die Neusynthese
unterschiedlicher Proteine induziert (Bonizzi&Karin, 2004, Zandi et al.,
1997). Hier vermittelt NFxB unter anderem auch die Bildung seines eigenen
Inhibitors, des Proteins IkBa. Neben diesem klassischen Weg der
Aktivierung von NFkB ist noch eine zweite Moglichkeit der Aktivierung
beschrieben. CD40-Rezeptoren, Lymphotoxin B und der B-cell activating
factor (Baff) aktivieren NFxB iiber den sogenannten alternativen Weg: Sie
28



Einleitung

steigern die Aktivitit der NFkB-inducing kinase (Nik), was eine
Homodimerisierung der Ikk bewirkt, welche anschlieBend die Aktivierung
von p52 vermittelt (Hoesel&Schmid, 2013), (vgl. Abb. 13).

Klassische NFxB-Aktivierung: Alternative NFrB-Aktivierung:

Entziindung, Apoptose, B-Zell-Reifung,
Proliferation Aktivierung dendrit. Zellen

Abb. 13: Aktivierung und Funktion von NFxB in der Zelle, modifiziert nach Albensi und Sun
(Albensi, 2019, Sun, 2011): Der klassische Weg beschreibt die Aktivierung der Ikk, welche die
Phosphorylierung von IkBa vermittelt, das anschlieend ubiquitiniert und abgebaut wird. Somit
ist das frei vorliegende NFkB aktiviert und transloziert in den Zellkern. Der alternative Weg
umfasst eine gesteigerte Aktivitit der Nik, was eine Homodimerisierung der Ikk bewirkt, welche
anschliefend die Aktivierung von p52 vermittelt. Im Zellkern induziert der Transkriptionsfaktor
NFkB u. a. Prozesse der Apoptose, der Immunantwort und von Entziindungsvorgéngen.

Verschiedene Versuche konnten zeigen, dass NFkB auf Reize wie z. B.
sarkoplasmatischen Kalziumeinstrom und durch das Auftreten reaktiver
Sauerstoffspezies aktiviert wird. Je nach Intensitit dieses zelluldren Stresses
und dessen Dauer, hat dies positive oder negative Folgen fiir den Muskel: Bei
addaquatem Ausdauertraining kommt es zur Adaptation des Muskels und
verbesserter ~ Widerstandsfiahigkeit  gegen  diesen = mechanischen,
metabolischen und oxidativen Stress. Eine andauernde sarkoplasmatische
Belastung fiihrt hingegen zu Proteinabbau und Muskelatrophie, ebenfalls
vermittelt durch NFkB (Kramer&Goodyear, 2007).
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NFxB wird bei Muskelkontraktion, also direkt durch Training, aktiviert, ist
aber auch einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren fiir Prozesse der
Muskelatrophie: Durch die Bildung von ROS kommt es zur Aktivierung von
Komponenten des UPS und v. a. iiber die E3-Ligasen Murfl und Atroginl
zum Abbau von Muskulatur (Tisdale, 2007). Des Weiteren werden bei
Belastung durch z. B. Sport Entziindungsmediatoren ausgeschiittet, die
ebenfalls zur Aktivierung von NFxB fithren. Uber die Rolle des
Transkriptionsfaktors bei der Muskelanpassung nach sportlicher Betétigung
ist jedoch erst sehr wenig bekannt.

Ein potenter NFkB-Inhibitor ist der chemische Stoff PDTC
(Ammoniumpyrrolidindithiocarbamat), der die Abspaltung des IkBa von
NFxB im Zytoplasma verhindert, so dass dieses nicht aktiviert werden kann
(vgl. Abb. 14). Vorteilhaft in experimentellen Vorhaben sind hierbei v. a. die
hohe Stabilitét in physiologischen Losungen, sowie die Fihigkeit von PDTC,
auch Zellmembranen durchdringen zu konnen (Cuzzocrea et al., 2002).
Dithiocarbamate sind zudem starke Antioxidantien, was man sich in der
Medizin z. B. durch den Einsatz bei Alkohol- und Metallvergiftungen, aber
auch in der Bekdmpfung verschiedener viraler Krankheiten zunutze macht
(Chabicovsky et al., 2010).

PDTC
/ \r P IkBa
Zytokine, ROS, Ikk (P) O "
Muskelkontraktion e e
% M
a T AN

Abb. 14: Darstellung der PDTC-Wirkung: Es kommt zur Hemmung von ROS und von NFkB,
wodurch das inhibitorische IkBo nicht abgebaut wird und NFkB nicht in den Zellkern
translozieren kann.
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Im Tierversuch mit Ratten zeigte PDTC eine potente Fahigkeit zur Protektion
neurologischer Zellen; So konnte eine zeitnahe Gabe von 50 mg/kg PDTC
die GroBe eines induzierten Hirninfarkts deutlich reduzieren (Wang et al.,
2018). Durch die Blockade von NFkB kommt es ebenfalls zur Inhibierung
von Entziindungsvorgidngen. Die Behandlung mit 120 mg/kg PDTC
verhinderte die Entwicklung eines systemischen Schocks durch
Lipopolysaccharide und TNFa in Méusen (Lauzurica et al., 1999). Auf eine
antioxidante Wirkung fiithrten Gu et al., 2009, die von ihnen gefundenen
positiven Effekte in der Tumorforschung zuriick: Mdause, die iiber das
Trinkwasser tidglich 100-200 mg/kg PDTC verabreicht bekamen, zeigten ein
deutlich vermindertes Wachstum und eine schlechtere Gefdf3versorgung der
induzierten Mammatumore (Gu et al., 2009). Die untersuchten Effekte auf
Tumorzelllinien zeigten hier allerdings eine starke Abhingigkeit der
eingesetzten PDTC-Konzentration (Tahata et al., 2014).

2 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Durch die gezielte und wiederholte Beanspruchung von Muskelfasern kommt
es zur Anpassung der intrinsischen Zustinde und Vorgédnge einer Zelle und
somit zu einer Adaptation ihre Funktionalitit betreffend. Fiir eine Vielzahl
von Erkrankungen ist die Bedeutung der korrekten Funktion des NFkB-
Signalwegs, des Ubiquitin-Proteasom-Systems und von Chaperonen im
Organismus untersucht. In dem in dieser Arbeit beschriebenen Experiment
sollte  gepriift werden, ob diese Signalwege auch in der
Muskelfaseranpassung bei physiologischem Ausdauertraining beteiligt sind

und ob sich ihre Bedeutung in verschiedenen Muskeln unterscheidet.

Insbesondere sollten die folgenden Fragen beantwortet werden:

1. Wie dndert sich das Expressionsmuster von Genen, die an Muskelab-, auf-
und -umbauprozessen beteiligt sind, in Antwort auf ein mehrwochiges

Ausdauertraining im murinen Skelettmuskel?
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Um diese Frage zu kldren, sollte die Expression der Mhc-Gene durch
Farbemethoden in Muskelquerschnitten sowie in qPCR-Analysen dargestellt
werden. Mit letzterer Methode wurden ebenfalls ausgewihlte Chaperone und
Mitglieder des UPS untersucht (vgl. Abb. 15).

2. Welchen Einfluss hat eine parallele Behandlung mit einem Antioxidans

bzw. einem NFxB-Inhibitor auf diese Genexpressionsmuster?

Zur Beantwortung dieser Frage bekam eine Tierversuchsgruppe den NFkB-
Inhibitor PDTC iiber das Trinkwasser verabreicht. Die erhobenen Daten
werden anschliefSend mit denen von Miusen ohne Training und mit Training,
aber ohne PDTC, verglichen.

3. Sind nach dem in diesem Versuch durchgefiihrten Trainingsprotokoll
Verinderungen physiologische Parameter hinweisend auf eine Anpassung an

Ausdauertraining?

Diese Frage sollte durch die Erfassung der Ruheherzfrequenz und der

maximal moglichen Muskelkraft der Mause geklédrt werden.

4. In welchem Ausmall unterscheiden sich nachgewiesene

Anpassungsvorginge in verschiedenen Extremititenmuskeln der Miuse?

Eine Antwort auf diese Frage sollte die Untersuchung verschiedener
metabolischer und struktureller Marker in einigen ausgewéhlten Vorder- und

Hintergliedmafenmuskeln liefern.
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Abb. 15: Ubersicht der in dieser Arbeit untersuchten Marker.
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3  Materialien und Methoden

3.1 Studienaufbau und Trainingsprotokoll

Das Trainingsexperiment wurde mit C57BL/6J-Méusen durchgefiihrt, die
von der Firma Charles River bezogen wurden. Um individuelle Unterschiede
so gering wie moglich zu halten wurden Méuse des gleichen Alters und nach
Moglichkeit aus dem gleichen Wurf und Tierhaltungsraum verwendet.
Zudem wurden nur minnliche Tiere einbezogen, so dass hormonelle
Einfliisse gering gehalten werden konnten.

Die Miuse wurden in einem klimatisierten Raum bei konstanter Temperatur
von 22 °C, einer Luftfeuchte von 55 % und einem 12 Stunden Hell-Dunkel-
Rhythmus gehalten. Sie lebten in einem Standardversuchstierkifig bei Futter
und Trinkwasser ad libitum in Zweiergruppen zusammen. Die Miuse wurden
drei Mal wochentlich, jeweils vor dem Lauftraining, gewogen. In
Trainingsprotokollen wurde das aktuelle Gewicht, auffilliges Laufverhalten
und der allgemeine Gesundheitszustand festgehalten. Alle Arbeiten mit den
Versuchstieren wurden entsprechend den geltenden Richtlinien der
Tierschutzkommission durchgefiihrt. Der gesamte Tierversuch fand unter
Einhaltung des geltenden Tierschutzgesetzes statt (Genehmigungsnummer

MO9/14, Regierungsprasidium Tiibingen).

3.1.1  Laufbandexperiment

Der Tierversuch bestand aus vier Gruppen mit je vier Mausen und wurde in
der Dunkelphase des Tierhaltungsraums durchgefiihrt, welche der
physiologischen Aktivititsphase der Tiere entspricht. Die Hélfte der Miuse
lief drei Mal wochentlich liber einen Zeitraum von zehn Wochen auf dem
Laufband fiir jeweils eine Stunde. Eine Untergruppe dieser Liufer erhielt den
NFxB-Inhibitor PDTC (Pyrrolidindithiocarbamat) fiir den gesamten
Zeitraum iiber das Trinkwasser, der anderen Héilfte wurde unbehandeltes
Trinkwasser verabreicht. Um am Ende des Versuchszeitraums
Trainingseffekte darstellen zu konnen, wurden die anderen Miuse als

Kontrolltiere behandelt. Diese Méuse verblieben ohne Training unter sonst
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gleichen Bedingungen (vier Miuse mit PDTC, vier mit Leitungswasser) in
ihren Kifigen (vgl. Abb. 16).

Liufer Nichtldufer
(10 w 3x/w 60 min) (Kontrollgruppe)
PDTC im Keine PDTC im Keine
Trinkwasser Inhibitorgabe Trinkwasser Inhibitorgabe

™~ N\ e

Tétung 48 h nach der letzten Trainingseinheit

Abb. 16: Ubersicht der vier Versuchsgruppen des Experiments.

Nach der Ankunft in der Tierhaltung der HNO-Klinik in Tiibingen konnten
sich die Miuse zundchst zwei Tage akklimatisieren, bevor sie an die
Versuchsgerite gewohnt wurden. Zunichst verbrachten sie einige Minuten in
Ruhe auf dem Laufband und erkundeten ihre Laufspur (vgl. Abb. 17). Dann
wurde das Band langsam in Bewegung gesetzt und im Verlauf der nichsten
Wochen schrittweise um Geschwindigkeit und Steigung variiert, bis die
Endbedingungen von 15 ° Steigung und 24 cm/sec erreicht wurden. Auch das
verabreichte PDTC wurde bis zur Maximalkonzentration von 20 mg/kg KM
langsam in der Dosierung gesteigert und auf das individuelle Gewicht der

Mause bezogen jeweils neu berechnet (vgl. Tbl. 3).
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. e e PDTC
Einheit I[):llllslr Steill:ggng Gesc[lcll":]l/lsl:cl]gkelt st
KM]
1 10 0 0 5
Waoche 0 2 10 5 10 5
Eingewohnung 3 20 5 14 5
4 30 5 14 5
1 60 5 12 10
Woche 1 2 60 5 12 10
3 60 10 12 10
1 60 10 14 20
Woche 2 2 60 10 16 20
3 60 10 18 20
1 60 10 19 20
Woche 3 2 60 10 20 20
3 60 10 21 20
1 60 10 22 20
Woche 4 2 60 15 18 20
3 60 15 20 20
1 60 15 22 20
Woche 5 2 60 15 24 20
3 60 15 24 20
1 60 15 24 20
Waoche 6 2 60 15 24 20
3 60 15 24 20
1 60 15 24 20
Woche 7 2 60 15 24 20
3 60 15 24 20
1 60 15 24 20
Woche 8 2 60 15 24 20
3 60 15 24 20
1 60 15 24 20
Woche 9 2 60 15 24 20
3 60 15 24 20
1 60 15 24 20
Woche 10 2 60 15 24 20
3 60 15 24 20

Tbl. 3: Eingewohnungs- und Trainingsprotokoll der Laufgruppe; in der PDTC-Gruppe mit

PDTC-Dosierung im Trinkwasser, bei vorausgesetzter Trinkmenge von 5 ml/d.
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Abb. 17: Links: Laufband von oben betrachtet; rechts: Laufband und Power-Station von der
Seite, bei maximal eingestellter Steigung von 15 °.

3.1.2  Ruheherzfrequenzmessung

24 Stunden nach ihrem letzten Lauf wurde die Ruheherzfrequenz der Miuse
mittels einer Ringmanschette im Bereich der Schwanzvenen und dem
PhysioSuite-Gerdt von Kent Scientific bestimmt (vgl. Abb. 18). Das
MouseSTAT® Pulse Oximeter & Heart Rate Monitor Module wurde in einer
Kooperation mit Frau Prof. Dr. Beer-Hammer der Pharmakologie in
Tiibingen verwendet.

Uber eine Dauer von zehn Minuten wurden fiinf Werte dokumentiert und
anschlieBend  arithmetisch  gemittelt. Uber eine  zweifaktorielle
Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurden die ermittelten Unterschiede auf
Signifikanz tiberpriift. War dies der Fall wurde ein Tukey-HSD Test als post-
hoc Test durchgefiihrt.

\®
o\

Abb. 18: Ruhepulsmessung an der Schwanzvene mit dem PhysioSuite-Geriat von Kent-
Scientific.
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3.1.3  Grip strength-Messung

Des Weiteren wurde ein sogenannter Grip strength-Test durchgefiihrt, um
die Muskelkraft der Méuse bestimmen zu konnen. Hierbei wurde ein Grip
strength-meter der Firma Bioseb verwendet. Die Miuse wurden jeweils so,
dass sie nur mit den beiden Vorderbeinen das Gitter greifen konnten und so,
dass sie mit allen vier Fiien Halt finden konnten, zu dem Gitter gefiihrt und
anschlieBend in einer kontinuierlichen Bewegung parallel zur Achse und dem
Boden gezogen, bis sie das Gitter freigaben (vgl. Abb. 19). Die von ihnen
aufgewendete maximale Kraft wurde dabei vom Gerit gemessen. Diese
Messungen wurden je fiinf Mal pro Maus und Messart wiederholt und
anschliefend gemittelt. Der Test wurde direkt vor und nach dem letzten von
den Miusen absolvierten Laufbandtraining durchgefiihrt. Die Ergebnisse
wurden iiber eine zweifaktorielle Varianzanalyse und ggf. einen post hoc
Tukey-HSD-Test interpretiert. Ein Test auf Signifikanz zwischen den
Messungen vor und nach dem Training wurde aus Griinden der Relevanz nur

zwischen den beiden zusammengehorigen Versuchsgruppen durchgefiihrt.

«

Abb. 19: Durchfithrung des Grip strength-Tests: links mit den Vordergliedmaflen, rechts mit
allen vier Beinen.

=

3.1.4  Gewebepriparation und -bearbeitung
48 Stunden nach dem letzten Training wurden die Miuse durch retrobulbédren
Blutentzug und zervikale Dislokation unter Isoflurannarkose getotet, um

verschiedene Organe und Gewebe préparieren zu konnen (vgl. Abb. 20 und
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21). Das gewonnene EDTA-Blut wurde zeitnah bei 1000 xg fiir 5 min

zentrifugiert und das Plasma anschlieBend in fliissigem Stickstoff
tiefgefroren. Die entnommenen Muskelproben der rechten Gliedmalle
in RNA-Later -20°C  fir

molekularbiologische Analysen aufbewahrt. Die Muskeln der linken

wurden gewogen, verbracht und bei
HintergliedmaBe wurden zweigeteilt; ein Teil wurde in fliissigem Stickstoff
schockgefroren, der andere Teil wurde in schmelzendem Isopentan stehend
auf einem Korkblittchen gefroren. Beide Muskelanteile wurden anschlieend
bis zur weiteren Bearbeitung zur Proteinextraktion bzw. zum Anfertigen von

Kryotomschnitten fiir Firbemethoden bei -80 °C gelagert.

Zunichst erfolgte ein Hautschnitt iiber der Beckenregion der Maus. Durch
stumpfes Pridparieren wurde die Unterhaut um den Oberschenkel herum

gelost, bis das Fell nach distal tiber den Tarsus der Maus abgezogen werden

konnte.

anatomischen Eigenschaften sind Tbl. 4 zu entnehmen.

Die entnommenen Muskeln der Hintergliedmae und ihre

Name. Ursprung Ansatz Funktion
Innervation
M. tl.b l?hs Condylus lateralis medial aI.n Tarsus Beuger des
cranialis tibiae und proximal am Tarsus
N. fibularis Metatarsus
M. -extensor Fossa extensoria Processus Zehenstrecker.
digitorum des Condylus .

. . extensorius der Beuger des
longus lateralis ossis Phalanx II-V Sprunggelenks
N. fibularis femoris prungg
Ic\;[l.ergl?iiltgo- rsrlllbrzrc(z)srﬁlslaris Tuber calcanei Strecker des

. P y (Achillessehne) Tarsus
N. tibialis ossis femoris
M. soleus . . Strecker des
N. tibialis Caput fibulae Achillessehne Tarsus
M. rectus Strecker des

. R Patella, )
femoris Corpus ossis ilium . o Knies, Beuger
. Tuberositas tibiae e

N. femoralis der Hiifte

Tbl. 4: Anatomische Eigenschaften der im Experiment préparierten Muskeln der
Hintergliedmafle (Konig&Liebich, 2009).
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Am weitesten kranial gelegen ist der M. tibialis cranialis (TA), der der Tibia
direkt aufliegt. Er entspringt am Condylus lateralis tibiae und verlduft
oberfldchlich unter der Haut bis zu seinem Ansatz medial am Tarsus und
proximal am Metatarsus. Seine Funktion liegt in der Beugung der FuBwurzel.
Nach Durchtrennen der distalen Sehne konnte der Muskel nach proximal
abprépariert werden (vgl. Abb. 20C).
Weiter lateral, zwischen dem M. tibialis und dem M. fibularis longus gelegen,
befindet sich der M. extensor digitorum longus (EDL), der lange
Zehenstrecker. Er entspringt zusammen mit anderen Muskeln in der Fossa
extensoria des Condylus lateralis ossis femoris. Seine Sehne spaltet sich
entsprechend der Anzahl der Zehen in vier Schenkel und inseriert am
jeweiligen Processus extensorius des Krallenbeins. Bei Zug an der distalen
Sehne streckten sich die Zehen II-V deutlich. Nach dieser erfolgreichen
Identifizierung wurden auch hier distale und proximale Sehnen durchtrennt
und der Muskel wurde entnommen (vgl. Abb. 20D).
Kaudal der Tibia wurden zundchst noch Oberschenkel- und
Hinterbackenmuskulatur entfernt, so dass freie Sicht auf die Strecker des
Sprunggelenks bestand. Der M. gastrocnemius (GA) war als zweikopfiger
Wadenmuskel deutlich ausgeprigt. Er nimmt mit seinen zwei Kopfen
proximal der Condylen des Femurs seinen Ursprung und bildet zusammen
mit der oberflichlichen Beugesehne eine einheitliche Sehnenplatte, die
Achillessehne, die am Tuber calcanei ansetzt. Mit dieser verschmolzen ist
auch der M. soleus (SOL), ein schmaler Muskel, der beim Hund z. B. vollig
fehlt. Er liegt kranial des M. gastrocnemius und endet bei gleicher Funktion,
als Strecker des Sprunggelenks, ebenso in der Achillessehne.
Nach Durchtrennen der kriftigen Achillessehne am distalen Rand konnte der
M. gastrocnemius nach oben geklappt werden und durch die verbundenen
Endsehnen erhielt man freien Blick auf den M. soleus, der sich als schmales
Band tiefrot iiber dem M. gastrocnemius absetzte. Durch vorsichtiges
Trennen der Sehnen konnte er freipripariert werden, so dass der M.
gastrocnemius anschlieend nur noch proximal gelost werden musste (vgl.
Abb. 20E+F).
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Zuletzt wurde der M. rectus femoris (RF) entnommen. Dieser bildet
zusammen mit dem M. vastus lateralis, dem M. vastus medialis und dem M.
vastus intermedius den M. quadriceps femoris, den vierkdpfigen
Kniegelenksstrecker und ist am kranialen Oberschenkel gelegen (vgl. Abb.
20A+B). Die Kopfe der drei vastus Anteile entspringen direkt am Femur, der
M. rectus femoris am Darmbein, wodurch er den anderen drei Anteilen
kranial aufliegt. In ihrem Verlauf verschmelzen die Muskeln jedoch und
inserieren gemeinsam an der Tuberositas tibiae, wobei der M. rectus femoris
das Kniegelenk iiberspannt und das gerade Kniescheibenband bildet.

Durch Durchtrennen dieses Bandes konnte der Muskel nach proximal gelost
und entnommen werden (Konig&Liebich, 2009, S. 259-273).

A B
"}.

. M. rectus femoris
A

vastus
lateralis M. gluteus,
N zuriickgeklappt
cranialis M.
tibialis
cranialis \ 4 Achillessehne

M. gastrocnemius

Ansicht der linken Hintergliedmalle
von medial
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Priparation des TA (C) und des EDL (D) nach erfolgreicher
Zehenstreckerprobe

F

M. soleus

M. strocnemius_. —
zuriickgeklappt

Rote Anteile des
M. gastrocnemius

\a a

Priparation des GA Priéparation des SOL
Abb. 20: Priparation der Muskeln der HintergliedmaRe.

M. soleus

AnschlieBend wurde der Hautschnitt vom Abdomen bis zum Hals der Maus
verldngert und das Fell tiber den VordergliedmafBlen entfernt. Auch hier
wurde eine Reihe an Muskeln entnommen, die in Tbl. 5 aufgefiihrt sind:
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Name. Ursprung Ansatz Funktion
Innervation
. .. Strecker des
M. triceps brachii kaudaler Rand Ellbogens,
caput longum Olekranon
o der Skapula Beuger der
N. radialis
Schulter
M. biceps brachii Tuberculum Tuberositas Strecker der
N. musculocutaneus supraglenoidale | radii Schulter, Beuger
) prag des Ellbogens
M. t.sxt.ensor carpi Epicondylus Proximal am Strecker des
radialis lateralis humeri Metacarpale Karpalgelenks
N. radialis 11 und TIT pa's
M. ﬂexqr digit. spf. Eplc.on.dylus Proximal an Beuger des
N. ulnaris und N. medialis der Phalanx
. . . Karpalgelenks
medianus humeri media

Tbl. 5: Priparierte Vordergliedmafenmuskulatur der Maus mit anatomischen Besonderheiten
(Konig&Liebich, 2009, S. 188-209).

Der M. triceps brachii ist der kriftigste Muskel der Vordergliedmalie und
setzt sich aus vier Muskeln zusammen. Das Caput longum (TRIClong) bildet
den groften Anteil, der vom kaudalen Rand der Skapula bis zum Tuber
olecrani verlduft. Nach ihrer Lage bezeichnet unterscheidet man noch das
Caput laterale und das Caput mediale, die lateral bzw. medial am Humerus
verlaufen sowie ein Caput accessorium, welches kaudal am Humerus
entspringt und mit den anderen Anteilen zusammen am Olekranon endet (vgl.
Abb. 21A+B). Der M. triceps brachii ist Strecker des Ellbogens und hat
ebenfalls eine wichtige Bedeutung in der Stabilisierung des Ellbogengelenks.
Durch seine Lage ist das Caput longum auch an der Beugung der Schulter
beteiligt (Salomon et al., 2008). Das Caput longum konnte stumpf von den
anderen Anteilen des M. triceps gelost und anschlieBend freipripariert
werden. Der M. biceps brachii (BIC) ist ein kriftiger spindelférmiger
Muskel, der sowohl Schulter- als auch Ellbogengelenk iiberspannt (vgl. Abb.
21D). Seinen Namen hat er durch die zweikdpfige Anatomie beim Menschen.
Bei Haussdugetieren ist hingegen nur ein Kopf ausgeprigt, der am

Tuberculum supraglenoidale der Skapula entspringt. Der M. biceps brachii
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teilt sich in seinem Verlauf in zwei Schenkel, die an der Tuberositas radii und
proximal an der Ulna inserieren. Seine Funktion liegt in der Beugung des
Ellbogens und der Streckung der Schulter. Der M. biceps brachii wurde
vorsichtig von den umliegenden Muskeln freiprédpariert, an seinen Sehnen
durchtrennt und entnommen (Konig&Liebich, 2009, S. 188f).

A B

M. extensor carpi radialis

M. flexor digit. spf.

M. pectoralis M. triceps caput laterale

! el . triceps caput longum
Sternum m B

Ansicht der rechten Vordergliedmale Ansicht der rechten
von ventral VordergliedmaBle von dorsal

D

kranial

M. triceps caput laterale

M. flexor digitorum
superficialis

Préparation  der  Muskel  des Priparation der Oberarmmuskel:
Unterarms: ECR von palmar, FDS von  TRIClong in der Dorsalansicht, BIC
plantar in der Ventralansicht

Abb. 21: Priparation der Muskeln der VordergliedmaBe.
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An der unteren Extremitit der Méduse war der M. extensor carpi radialis
(ECR) gut zu identifizieren (vgl. Abb. 21C). Er ist der stdrkste Strecker des
Karpalgelenks und am weitesten kranial gelegen. Mit Ursprung am
Epicondylus lateralis humeri zieht er kranial am Unterarm nach distal und
setzt am zweiten und dritten Metakarpalknochen an (Konig&Liebich, 2009,
S. 194). Kaudomedial am Unterarm gelegen findet man den M. flexor
digitorum superficialis (FDS), einen Zehenbeuger (vgl. Abb. 21C). Er
verldauft vom Epicondylus medialis humeri weit nach distal und endet in
mehreren Sehen an den Zehen. Nach Durchtrennen der Muskelfaszie konnte
auch dieser an seinen Sehnen abgetrennt und entnommen werden.

Zuletzt erfolgte die Eroffnung des Bauchraums der Miuse durch einen
Schnitt knapp unterhalb des Sternums, so dass freie Sicht auf das Zwerchfell
bestand. Das Diaphragma (DIA) wurde anschieend moglichst grofliachig
herausgetrennt. Nach einem Schnitt durch den Rippenbogen hindurch konnte
der Brustkorb zur Seite geklappt werden und das Herz konnte nach
Préparation aus dem Perikard entnommen werden, indem es an der Aorta und

der V. cava abgetrennt wurde.

3.2 Anfertigung von Kryotomschnitten

Muskelproben wurden auf Trockeneis vom -80 °C Gefrierschrank zum
Kryotom gebracht und dort 30 min an die eingestellten -20 °C akklimatisiert,
um das Entstehen unterschiedlicher Schnittdicken zu verhindern. Das
Schneiden erfolgte bei -20°C Kammertemperatur und -25°C
Objekttemperatur. Es wurden Serienschnitte mit einer Schnittdicke von 8 um
hergestellt. AnschlieBend wurden die Objekttriger mit den Praparaten wieder

auf Trockeneis transportiert und bis zu ihrer Farbung bei -80 °C gelagert.
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3.3  mATPase-Firbung

Wihrend der Muskelkontraktion bindet und hydrolysiert die im Myosinkopf
lokalisierte ATPase Adenosintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat
(ADP) und Phosphat. Die Myosin-ATPase-Aktivitét korreliert hierbei mit der
Kontraktionsgeschwindigkeit der Muskelfaser, so dass von der
Farbeintensitit direkt auf diese riickgeschlossen werden kann (Kalmar ez al.,
2012). Bei saurer Prdainkubation des Muskelschnittes wird die mATPase in
schnellen Muskelfasern (Typ IIA, -IIB und -IIX) inhibiert, nicht aber in
langsamen Typ I-Fasern. Gegensitzlich verhdlt es sich bei alkalischer
Préinkubation: hier wird die mATPase in langsamen Muskelfasern inhibiert
(Muscle Physiology Laboratory, 2000). Das Reaktionsprodukt Phosphat ist
mikroskopisch nicht sichtbar, reagiert aber mit Kalzium zu Kalziumphosphat,
welches wiederum iiber mehrere Schritte in Kobaltsulfid umgewandelt
werden kann. Dieses erscheint makroskopisch braunschwarz (Muscle
Physiology Laboratory, 2000). In der hier angewandten Farbemethode nach
dem Protokoll von Richard Jonkers (Chung, 2012) lassen sich drei
Muskelfasertypen unterscheiden: Nach der sauren Prédinkubation bei pH=4,5
stellen sich Typ I-Fasern dunkelbraun dar, Typ IIA-Fasern sehr hell und Typ

IIX- und IIB-Fasern mittel stark geférbt (vgl. Abb. 22).
20x Vergriiﬁerung 40x VergroBerung

T LA
Y Y Ay ae” | '

P .Q‘. b.' :

Abb 22 Belsplel der drel resultlerenden Mhc-Isoformen: in schnell kontrahierenden
Muskelfasern ist die mATPase stirker konzentriert, als in langsam kontrahierenden. Bei saurer
Priinkubation wurde sie inhibiert, so dass sich Mhc I-Fasern dunkel, Mhc IIA-Fasern sehr hell
und Mhc IIX-Fasern mittel stark geférbt darstellen.
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3.3.1  Chemikalien und Gebrauchslosungen

Chemikalie Summenformel Hersteller
Ammoniumsulfid HsN»S, 20% in H,O Sigma Aldrich
ATP C10H14N5013P3Na2 X 3 Carl Roth

H,O
Essigsiure C,H40; VWR
Ethanol CHsO Merck Millipore
Glyzin C,H5NO; Carl Roth
Kaliumchlorid KCl Sigma Aldrich
Kalziumchlorid CaCl, x 2 H,O Carl Roth
Kobaltchlorid CI,CO x 6 H,O Sigma Aldrich
Natriumazetat Ca,H3NaO, Merck Millipore
Natriumchlorid NaCl Carl Roth
Natriumhydroxid HNaO Merck Millipore
Roti-Histokitt Carl Roth
Roti-Histol CioHis Carl Roth
Salzsédure HCl Carl Roth
TRIS C4H11NO3 Sigma Aldrich
Gebrauchslosung

Saurer Priinkubationspuffer:

1,95 g Natriumazetat und 1,85 g
Kaliumchlorid in 250 ml Wasser 16sen,
mit Essigsdure pH = 4,5 einstellen.

Waschpuffer:

12,1 g TRIS und 2,6 g Kalziumchlorid
in 1 1 Wasser 10sen, mit Salzsidure
pH = 7,8 einstellen.

Glyzin Puffer:

0,79 g Glyzin, 0,84 g Kalziumchlorid,
0,76 g Natriumchlorid und 0,38 g
Natriumhydroxid in 200 ml
Wasser 16sen.

ATP-Inkubationslosung:

340 mg ATP in 200 ml Glyzinpuffer
16sen, mit Salzsdure pH = 9,4 einstellen
(immer frisch ansetzen).

1% Kalziumchloridlosung:

2 g Kalziumchlorid in 200 ml Wasser
16sen.

1% Kobaltchloridlosung:

Unter dem Abzug 2 g Kobaltchlorid in
200 ml Wasser 16sen.
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1% Ammoniumsulfidlosung: Unter dem Abzug 2 ml
Ammoniumsulfid zu 200 ml Wasser
geben.

3.3.2  Fiarbeprotokoll und Auswertung

1. Die Objekttriager wurden 45 sec im sauren Priainkubationspuffer bei pH
= 4,5 inkubiert. Dies fiithrt zur Hemmung der mATPase in schnellen
Muskelfasern, nicht aber in den langsamen Typ I-Fasern.

2. Anschliefend wurden die Schnitte 3 x fiir 1 min in den Waschpuffer bei
pH = 7,8 verbracht und dann 3 x fiir je 1 min in Aqua dest. gewaschen.

3. Die Inkubation in der ATP-Losung bei pH = 9,4 erfolgte iiber einen
Zeitraum von 11 min hinweg.

4. Dann wurden die Schnitte ziigig in die Kalziumchloridldsung iiberfiihrt
und anschlieBend wieder 3 x 1 min in Aqua dest. gewaschen.

5. Die Inkubation in der Kobaltchloridlosung fiir 3 min und anschlieBend
fiir 1 min in der Ammoniumsulfidlosung bedingte die Bildung des braun-
schwarzen Endprodukts. Danach wurde wieder 3 x 1 min lang mit Aqua
dest. gespiilt.

7. Nach abgeschlossenem Firbevorgang erfolgte das Entwissern in der
aufsteigenden Alkoholreihe bei 70 %, 80 % und 95 % fiir je 1 min, dann
wurden die Schnitte 2 x 5 min lang in 100 % Alkohol und zuletzt 5 min
in Roti-Histol inkubiert.

8. Zuletzt wurden die Objekttrager mit Roti-Histokitt und Deckgldschen
eingedeckt.

Die Schnitte wurden unter einem HBO 50 Axiolab-Mikroskop von Zeiss bei
10 x VergroBerung ausgewertet und mit einer Axio MRC-Kamera von Zeiss
digitalisiert und dokumentiert. Es wurden die Fasern des gesamten
Gesichtsfelds ausgezihlt und die Anteile der einzelnen Fasertypen in Prozent

dargestellt.
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Die Messdaten wurden iiber eine zweifaktorielle Varianzanalyse und ggf.

einen post hoc Tukey-HSD-Test auf signifikante Unterschiede iiberpriift.

3.4  Immunfluoreszenz-Firbung

Zur Validierung der Ergebnisse der mATPase-Farbung diente eine
Immunfluoreszenzfiarbung der spezifischen Mhc-Isoformen. Einige
Muskelfasern sind Hybridfasern, die eine Kombination verschiedener Mhc-
Isoformen enthalten. Mit der Technik der Immunhistochemie konnen diese
mit groBter Genauigkeit dargestellt werden (Kammoun et al., 2014).

Bei der Immunfluoreszenz macht man sich eine Antigen-Antikorper-
Reaktion zunutze. Querschnitte der Muskelfasern werden mit
Primérantikorpern inkubiert, die spezifisch gegen die Proteine bestimmter
Muskelfasertypen gerichtet sind. In einem zweiten Schritt werden diese
wiederum von fiir sie spezifischen Sekundérantikérpern gebunden. Diese
Sekundirantikorper sind mit einem sogenannten Fluorochrom, einem
Fluoreszenzfarbstoff, markiert, der bei einer bestimmten Wellenldnge unter
dem Mikroskop sichtbar ist (vgl. Abb. 23).

who
2.
)
% Sekundirantikorper

-~

Primérantikérper
Protein

Muskel im Querschnitt

Abb. 23: Reaktionsprinzip der indirekten Immunfluoreszenz: Kommerziell erworbene
Primérantikorper binden Proteine der Muskelfasern und werden selbst durch anschliefend
hinzugefiigte spezifische Sekundirantikorper gebunden. Ein verankerter Fluoreszenzfarbstoff
dient der Detektion bei mikroskopischer Betrachtung unter einer bestimmten Wellenlénge.
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Da die hier verwendeten Primérantikorper isotypspezifisch waren, konnte ein

Gemisch aller drei Antikorper gleichzeitig auf demselben Schnitt verwendet

werden.

34.1  Verwendete Antikorper und Losungen

Primérantikorper Verdiinnung Hersteller
monoclonal anti-bovine SC-71 (Mhc ITA) 1:100 DSHB
monoclonal anti-bovine BA-D5 (Mhc I) unverdiinnt DSHB
monoclonal anti-bovine BF-F3 (Mhc IIB) 1:100 DSHB
Sekundirantikorper Verdiinnung Hersteller
Alexa Fluor 546 goat anti-mouse I1gG1 1:350 Invitrogen
Alexa Fluor 350 goat anti-mouse 1gG2b 1:100 Invitrogen
Alexa Fluor 488 goat anti-mouse 1gM 1:250 Invitrogen
Chemikalien Firma

BSA Sigma Aldrich

PBS Sigma Aldrich

Vectashield Vector Laboratories

3.4.2  Fiarbeprotokoll und Auswertung

Die Objekttriager wurden aus dem -80 °C-Gefrierschrank geholt und 15
min bei Raumtemperatur aufgetaut. AnschlieBend wurden die
Muskelschnitte mit einem Fettstift umkreist, um eine Barriere fiir die
nachfolgend aufgetragenen Fliissigkeiten zu bilden. So konnte das
eingesetzte Fliissigkeitsvolumen begrenzt werden.

Unspezifische Bindungen wurden in einer Losung aus 5 % BSA in PBS
fiir 30 min blockiert.

Dann wurden die Objekttriger in der Mischung aus den drei
Primérantikorperlosungen fiir zwei Stunden im Dunkeln bei 37 °C in
einer Feuchtkammer inkubiert und anschliefend 3 x 5 min mit PBS

gewaschen.
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4. Die Inkubation der Sekundirantikorper, gelost in 1 % BSA in PBS,
erfolgte fiir eine Stunde unter ansonsten gleichen Bedingungen wie
zuvor. Zuletzt wurden die Schnitte wieder 3 x 5 min mit PBS gewaschen
und

5. mit Vectashield eingedeckt. Nach einer Trockenphase von 15 min im
Kiihlschrank konnten die Schnitte direkt mikroskopiert und digitalisiert
werden.

Das Fluoreszenzmikroskop ist mit speziellen Filtern ausgestattet, die nur das
Licht der bestimmten, fiir die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs bendtigten
Wellenldngen passieren lassen. Die Schnitte wurden bei 550 nm, 470 nm und
365 nm angeregt, wobei sie Licht von 605 nm, 525 nm bzw. 445 nm
emittierten. Mhc ITA-Fasern stellen sich somit rot dar, Mhc IIB-Fasern griin,
Mhc I-Fasern blau und Mhc IIX-Fasern ungeférbt. Die Dokumentation und
Auswertung erfolgte bei zehnfacher Vergroflerung mit einer Axio HRC-
Kamera von Zeiss. Hierzu wurden die Fasern des gesamten Gesichtsfelds
ausgezihlt und die jeweiligen Anteile der einzelnen Fasertypen in Prozent
dargestellt. Um unspezifische Bindungen der Sekundirantikdrper
ausschlieen zu konnen, wurde je ein Serienschnitt der gleichen Maus als
Kontrolle gefirbt: Die Objekttriger durchliefen dabei das gleiche Protokoll,
statt dem Primérantikorper wurde allerdings 1% BSA in PBS aufgetragen.
Da das Fehlen von Typ IIB-Fasern im M. soleus der Maus beschrieben ist,
wurde als Kontrolle des entsprechenden Antikorpers ein Schnitt des M.
extensor digitorum longus mitgefiihrt (vgl. Abb. 24).

Ein Test auf signifikante Unterschiede der Gruppendaten wurde, wie zuvor

fiir die mATPase-Fiarbung beschrieben, durchgefiihrt.
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SOL bei 550 nm

SOL bei 470 nm SOL bei 365 nm

Kontrolle bei 550 nm Kontrolle bi 470 nm Kontrolle bei 365 nm

Uberlagerung der EDL bei 470 nm Kontrolle des EDL bei
gefirbten Schnitte 470 nm

Abb. 24: Beispiel der Ansicht der Immunfluoreszenzfarbung und der Kontrollen am Schnitt
eines M. soleus bei 550 nm, 470 nm und 365 nm sowie bei 470 nm an einem M. extensor
digitorum longus. Mhc ITA-Fasern stellen sich rot dar, Mhc IIB-Fasern griin, Mhc-I Fasern blau
und Mhc IIX-Fasern ungefirbt.

3.5 Realtime qPCR-Analysen: Genexpressionsanalyse

Die quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) ist eine
Methode zur Vervielfiltigung von Nukleinsduren in mehreren Zyklen. Die
Endprodukte konnen dabei quantitativ erfasst und zwischen verschiedenen
Proben verglichen werden. Aus dem préparierten Gewebe wurde RNA
isoliert, welche mit Hilfe einer Reversen Transkriptase in komplementire
DNA (cDNA) umgeschrieben wurde. Diese diente als Ausgangsmaterial der
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qPCR-Reaktion, bei der es unter optimalen Bedingungen in jedem Zyklus zu
einer Verdopplung der Molekiile kommt. Ein Zyklus besteht aus drei
Abschnitten: in der ersten Phase, der Denaturierung, wird die doppelstriangige
DNA durch Erhitzen in zwei Einzelstringe aufgetrennt. Im folgenden
Annealingprozess konnen Primer an diese Einzelstriange anlagern, die nun als
Matrize dienen, um in der Elongationsphase die Nukleinsduresequenzen zu
vervielfiltigen. Zugegebene Fluoreszenzfarbstoffe lagern sich in die DNA
ein, so dass die Fluoreszenz proportional zur entstandenen DNA-Menge
ansteigt. Der Zyklus, in dem die Fluoreszenz ein definiertes
Hintergrundsignal iibersteigt, wird als Ct-Wert (cycle threshold) bezeichnet.
Der Mittelwert der drei Referenzgene Gapdh, Hprt und Tbp diente der
Normalisierung der einzelnen Probe, so dass die erhaltenen Ct-Werte

unterschiedlicher Proben miteinander verglichen werden konnten.

3.5.1 RNA-Isolierung

Die Isolierung der RNA aus dem vorliegenden Muskelgewebe erfolgte mit
dem Qiagen Fibrouse Tissue Kit. Es wurde das Gewebe verwendet, das nach
der Prédparation in RNA-Later aufbewahrt worden war. Dieses dient laut
Hersteller der Stabilisierung der im Gewebe vorhandenen RNA und hemmt
die Aktivitdt von Ribonukleasen.

Auf einer Feinwaage wurden 10-30 mg Gewebe abgewogen und mit RLT-
Puffer des Kits sowie Zirkonium-Kugeln in einem Reaktionsgefdl auf dem
Beadbug-Gerit von Sigma Aldrich homogenisiert. Die Isolierung der RNA
erfolgte nach dem Qiagen Protokoll.

Die Messung der Ausbeute wurde photometrisch im Bio Photometer von
Eppendorf bei 260 nm durchgefiihrt. Bis zur weiteren Verwendung wurde die
RNA bei -80 °C gelagert.
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3.5.2  Umschrieb von RNA in cDNA

Da die Polymerase zur Amplifikation DNA als Matritze benotigt, muss die
gewonnene RNA zunichst in komplementére DNA (cDNA) umgeschrieben
werden. Hierzu wurde das zu pipettierende Volumen fiir 0,5 pg RNA
berechnet, 0,5 ul Random Primer zugegeben und die entsprechende Menge
nukleasefreies Wasser beigefiigt, bei der ein Gesamtvolumen von 14 ul
vorlag. Um Sekundérstrukturen aufzubrechen wurde das Gemisch fiir 5 min
auf 70 °C erhitzt und danach 5 min auf Eis abgekiihlt, bevor der Mastermix
zugegeben wurde. Die Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase
(MMLV) ist ein Enzym, das auch bei hohen Temperaturen stabil ist und die
vorhandene RNA in ¢cDNA umschreibt. Die durch den Vortexmischer
homogenisierten und anschlieend zentrifugierten Proben wurden 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert, dann in einem Thermoblock 60 min auf 50 °C
erhitzt, wobei die cDNA Synthese erfolgte, und zuletzt nochmals 15 min auf
70 °C erhitzt. Hierbei wurde die MMLV denaturiert und es kam zum
Abstoppen der Reaktion.

Die erhaltene cDNA wurde bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert.

Mastermix Volumen pro Probe
5 x Puffer Sul
dNTPs 1,25 ul
MMLV 1 ul

H0 3,75 ul
Chemikalien Firma
Random Primers Promega
MMLV Promega
nukleasefreies Wasser Qiagen
dNTPs Promega
5 x Puffer Promega
Sso Fast Eva Green Supermix Biorad

Kits und Materialien
Precellys Biozym
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Qiagen Fibrouse Tissue Kit Qiagen

96 Fast-PCR Platte Sarstedt
Microseal ‘B¢ Seals Biorad

Geriite

Thermoblock HL.C Ditabis

Beadbug Microtube Homogenizer Sigma Aldrich
Zentrifuge Biozym
Vortexmischer Bender & Hobein
CFX 96 Thermal Cycler Biorad

3.5.3  Primerentwurf

Zugesetzte Primer lagern sich an ihren komplementdren DNA-Strang an und
bieten mit ihrem 3°-OH-Ende den Ausgangspunkt fiir die DNA-Replikation
der Polymerase. Die in den in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen
eingesetzten Primer wurden zum Teil kommerziell von der Firma Qiagen
erworben, zum Teil selbst entworfen.

Mit Hilfe des Gene Sorters der University of California Santa Cruz
(https://genome.ucsc.edu/) wurde hierfiir zunichst die gesuchte Sequenz
identifiziert und unter Beriicksichtigung moglicher Splice-Varianten
heruntergeladen. Im Programm Primer 3 des Whitehead Institute for
Biomedical Research (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/) konnten
passende Primerpaare gefunden werden. Dabei wurde zur Stabilitdt der
Reaktion darauf geachtet, dass sich das Amplikon moglichst am 3‘-Ende des
Transkripts befand, dass keine vier aufeinander folgenden Basen gleich
waren, dass der Guanin-Cytosin-Gehalt bei 40-60 % lag und dass sich eine
Gesamtlinge der Primer von 17-28 Nukleotiden ergab. Der Sequence
Massager  (http://www.attotron.com/cybertory/analysis/seqMassager.htm)
vereinfachte das Bearbeiten der Sequenzen. Danach wurde mit dem
Programm NetPrimer von Bio-Soft Net
(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html) die Sekundérstruktur
und die Schmelztemperatur der ausgewihlten Primer {berpriift. Das

Programm liefert unter anderem Angaben zur Bildungsaffinitit von
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unerwiinschten Hairpins und Dimeren. Die Schmelztemperatur sollte
ungefihr bei 60 °C liegen. Zuletzt konnte im Programm BLAST der U.S.
National Library of Medicine (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) die

Spezifitit der Primer gepriift werden und es wurde dariiber entscheiden, ob

die ausgewihlten Basensequenzen letztlich iiber die Firma Eurofins

Genomics bestellt wurden.

3.5.4  Primersequenzen der verwendeten Primer

Primer Sequenz bzw. Katalognummer Firma

Aktl For: 5- CTG TCT CGA GAG CGT GTG TT -3~ Eurofins
Rev: 5°- GTT CTC CAG CTT CAG GTC CC -3~

Atroginl For: 5- GTG AGG ACC GGC TAC TGT GG -3° Eurofins
Rev: 5°- CAA TCC AGC TGC CCT TTG TC -3°

Calpainl For: 5- CTG GAG GCT GCA GGA ACT AC -3~ Eurofins
Rev: 5°- CTC CCG GTT GTC ATA GTC GT -3°

Calpain3 For: 5- CGA GAA ACG AGG GGA AAC CC -3~ Eurofins
Rev: 5°- ACA GAT CTC CAT GTC GTC GC -3~

Calpastatin | For: 5- TGC TGG TAC AAG ACG CAT GTT A -3~ Eurofins
Rev: 5°- ACA TGT GGT CTG GAA GGC TG -3

Cryab For: 5”- ACG TGA AGC ACT TCT CTC CG -3~ Eurofins
Rev: 5- ATG TTC GTC CTG GCG TTC TT -3~

Foxol For: 5- CCT GTC GTA CGC CGA CCT CAT CAC -3 Eurofins
Rev: 5°- GTC CAT GGA CGC AGC TCT TCT CCG -3~

Gapdh For: 5- TGT GTC CGT CGT GGA TCT GA -3~ Eurofins
Rev: 5°- TTG CTG TTG AAG TCG CAG GAG -3°

Hprt For: 5”- GCA GTA CAG CCC CAA AAT GGT TAA G -3” | Eurofins
Rev: 5- GAC ACA AAC GTG ATT CAA ATC CCT G -3~

Hsp70 For: 5”- AGT CCG ACA TGA AGC ACT GG -3° Eurofins
Rev: 5°- ATC TCC TCC GGG AAG AAC GA -3°

Hsp90 For: 5°- TGT TCA TTC AGC CAC GAT GC -3~ Eurofins
Rev: 5- AAC TGG GCA ATT TCT GCC TG -3~

Mhcl For: 5- CCT TGG CAC CAA TGT CCC GGC TC -3° Eurofins
Rev: 5°- GAA GCG CAA TGC AGA GTC GGT G -3~

Mhc ITA For: 5- ATG AGC TCC GAC GCC GAG -3° Eurofins
Rev: 5°- TCT GTT AGC ATG AAC TGG TAG GCG -3~

Mhc IIB For: 5- CAT CTG GTA ACA CAA GAG GTG -3~ Eurofins
Rev: 5°- ACT TCC GGA GGT AAG GAG CA -3°

Mhc IIX For: 5- GCT TCA AGT TTG GAC CCA CG -3~ Eurofins
Rev: 5°- ACT TCC GGA GGT AAG GAG CA -3~
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Murf1 For: 5°-GCA GCT CAT CAA GAG CAT TGT -3° Eurofins
Rev: 5"-CCA AAG TCA ATG GCC CTC AA -37

Myomesinl | For: 5"- CAA AGC TGC TAT CGA CGT G -3~ Eurofins
Rev: 5- CCT GGT ACC TCA CCA ACC AC -3~

Myomesin2 | For: 5”- CTG GCT CTT CTC CTT TGG GAA C -3~ Eurofins
Rev: 5- GTC CAG GAG GTACCT GGT TTG -3~

Myomesin3 | For: 5- GCA GAG CAC CAG AGA CTG AA -37 Eurofins
Rev: 5- AGG TCA GGC ACA GGG TCT TAT -3~

Nedd4 QTO01058799 Qiagen

Rip2 For: 5- CGC TGC TCG ACA GTG AAAG-3° Eurofins
Rev: 5- CAA TGG CCA TGC AAT ATC AG -3°

skNac For: 5- ACA GCC TCA GGG TGA GAC AG -3~ Eurofins
Rev: 5- CTG GGC AAA AGG AAC TTC AA -3~

Smyd1 For: 5- GCA TCT TCC CCA ACC TGG GCC T -3° Eurofins
Rev: 5- GGG CCC GGA GCT CAATCCTCAT -3°

Stubl For: 5- CCC TGA TAA GAG CCC GAG TG -3 Eurofins
Rev: 5- ACA AGT GGG TTC CGA GTG ATG -3°

Theldl For: 5- GCG CAA ACA GAA CCT TGA CC -3~ Eurofins
Rev: 5- CGC AGC CTG CTT CAG CTT AC -3~

Thp For: 5- AAG AGA GCC ACG GAC AAC TGC -3° Eurofins
Rev: 5- CTT CAC ATC ACA GCT CCC CAC -3~

Ufd2 For: 5- GTC ACC AGA CCG CAATCT CA -37 Eurofins
Rev: 5- GGC TCC CAA ACT AGA CAA CGA -3~

Uncd45b QT00168714 Qiagen

Zs For: 5- GCC CAG CAG CTG TAG GAT GAC C -3~ Eurofins
Rev: 5- GGG GCC TGT CCC TGG CGT AG-3~

Tbl. 6: Ubersicht der im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Primer.

In einer ideal verlaufenden qPCR verdoppelt sich die Menge an DNA in

jedem durchlaufenen Zyklus, die Amplifikationseffizienz liegt also bei

100%. Die in diesem Versuch verwendeten Primer wurden auf ihre Effizienz

getestet, indem eine Verdiinnungsreihe und eine Standardkurve erstellt

wurden. Ein erhaltener Wert von 2 entsprach nach dieser Methode einer

Effizienz von 100 %. Hohere Werte sind auf die Bildung von Primerdimeren

oder unspezifischen Amplifikaten zuriickzufithren. Der

Ergebnisbereich lag zwischen 90 und 110 %.
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3.5.5 Protokoll der Realtime-PCR
Reagenzien Volumen pro Probe
cDNA 5ngin 0,25 pul
H20 7,1 ul
Forward Primer 500 nM in 0,075 ul
Reverse Primer 500 nM in 0,075 ul
Eva-Green-Mix 7,5 ul
Gesamtvolumen 15 ul

Die cDNA wurde in nukleasefreiem Wasser vorverdiinnt, so dass jede
Genexpressionsanalyse mit der gleichen cDNA-Verdiinnung erfolgen
konnte. Auch die eingesetzten Primer wurden zusammen, sowie mit Wasser
und Eva-Green-Mix vermischt, um aus einer Losung alle zu untersuchenden
Proben bedienen zu kénnen. Die Proben wurden jeweils als Doppelansatz in
einem Gesamtvolumen von 15 pl auf die Platte aufgetragen und es befanden
sich die Proben aller zu vergleichenden Miusen auf einer qgPCR-Platte. Als
Negativkontrolle dienten zwei Ansitze ohne cDNA. Die Platten wurden eine
Minute bei 1400 rpm zentrifugiert, um eine gleichmifige Verteilung aller
Komponenten gewihrleisten zu konnen. Dann wurden sie im Biorad CFX96

Thermal Cycler bei folgendem Programm inkubiert:

Vorgang Temperatur Zeit Anzahl der
Zyklen

Initialisierung 95 °C 00:30 1

Denaturierung, 95 °C 00:05 je 40

Annealing und 59 °C 00:15

Elongation

Schmelzkurvenanalyse 61 °C+0,5°Cpro | 00:10 68

Zyklus

Durch Erhitzen der Probe auf 95 °C erfolgte die Denaturierung der

doppelstringigen DNA. Danach wurde die Temperatur auf einen
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primerspezifischen Wert abgesenkt. Die verwendeten Primer wurden so
entworfen, dass ihr Optimum bei 60 °C liegt. Hier kommt es zum Annealing-
Vorgang: der Hybridisierung der Primer an ihre komplementiren Matritzen-
DNA. Wihrend der nachfolgenden Elongation verldngerte die Polymerase
die Primer entlang dieser Matritzen-DNA. Freie
Desoxyribonucleosidtriphosphate (dNTPs) sowie Magnesiumionen miissen
hierfiir vorhanden sein. Am Ende dieser drei Schritte lag wieder
doppelstringige DNA vor. Der Zyklus aus drei Schritten wurde 40 Mal
wiederholt, wobei auch neugebildete DNA nun als Vorlage diente. Dadurch
war in jedem Zyklus eine Verdopplung der zu Beginn vorhandenen Menge
DNA zu erwarten.

Die Proben konnten iiber den sogenannten Ct-Wert (,treshold cycle®)
miteinander verglichen werden. Der Ct-Wert beschreibt die Zyklenzahl, bei
der das Amplifikat erstmals in ausreichender Menge vorhanden ist, um ein
messbares Fluoreszenzsignal zu erzeugen. Das heifit, ist in der
Ausgangsprobe bereits eine grole Menge cDNA eingesetzt worden, wird der
Ct-Wert schneller erreicht und ist kleiner. Ist wenig Ausgangsmaterial
vorhanden, benétigt man mehr Zyklen, um den Ct-Wert zu erreichen, und der
Wert ist entsprechend groBer.

Nach 40 Zyklen wurde eine Schmelzkurvenanalyse zur Uberpriifung der
Spezifitidt der PCR durchgefiihrt. Dazu wurde die Temperatur langsam von
61 °C auf 95°C erhoht. Da verschiedene Fragmente unterschiedliche
Schmelzpunkte aufweisen, spalten sie sich auch bei unterschiedlicher
Temperatur auf, wodurch der Fluoreszenzfarbstoff nicht mehr binden kann
und somit keine messbare Fluoreszenz mehr erzeugt wird. Auf diese Weise

konnen z. B. unerwiinschte Primerdimere identifiziert werden.
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3.5.6  Auswertung und Statistik

Die Auswertung erfolgte nach der Methode von Livak, 2001, als sogenannte
ACt-Methode. Voraussetzung hierfiir ist, dass die Effizienz der Primer
nahezu 100 % betrigt.

Hierbei werden die erhaltenen Ct-Werte zundchst gegen das geometrische
Mittel der Referenzgene normalisiert. Dies sind Gene, die in allen Zellen
konstitutiv exprimiert werden, also in ihrer Expression unabhingig von
Zelltyp und duBleren Einfliissen sind. In den hier dargestellten Versuchen
wurden Gapdh  (Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase),  Hprt
(Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase) und Tbp (TATA-box-
binding-Protein) hierfiir herangezogen. Der ACt-Wert berechnet sich
demnach nach folgender Formel:

|ACt = Ct(Zielgen) - Ct(MW Referenzuene)|

Da die Proben jeweils im Doppelansatz untersucht wurden, wurde
anschliefend der Mittelwert der beiden erhaltenen ACt-Werte bestimmt.
Hierdurch sollen Pipettierfehler ausgeglichen werden.

In einer ideal verlaufenden qPCR verdoppelt sich die Menge amplifizierter
DNA in jedem Zyklus, so dass der Ct-Wert proportional zum negativen
Logarithmus der cDNA ist. Es wird also berechnet:

[Expression = 2-ACY

Ob die beobachteten Expressionsunterschiede signifikant waren, wurde mit
einer mehrfaktoriellen Varianzanalyse der log2-transformierten relativen
Expressionswerte untersucht (two-way-ANOVA). Voraussetzung fiir diesen
Test ist eine Normalverteilung der Werte, sowie die Unabhingigkeit der
Messwerte voneinander. Die analysierten Faktoren waren hierbei das
Laufbandtraining und die PDTC-Behandlung. Vorteilhaft an diesem
Testverfahren ist, dass man auch eine Wechselwirkung der beiden
Bedingungen zeigen kann. Ergab sich eine Signifikanz einer der Variablen
oder ein Interaktionseffekt zwischen diesen, wurde noch ein post-hoc Tukey-
Test angewandt, um zuordnen zu konnen, zwischen welchen der

Untergruppen die Signifikanz detektiert worden war.
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Die Irrtumswahrscheinlichkeit p wurde wie folgt definiert:
* p<0,001 =*** = hochsignifikant
® p<0,01 =**=signifikant
® p<0,05=*= wahrscheinlich signifikant
® p> 0,05 = nicht signifikant

Die Tests auf Signifikanz wurden mit dem Programm JMP 14.2.0
durchgefiihrt. Alle in dieser Arbeit verwendeten Graphiken wurden mit dem
Programm GraphPad Prism5 erstellt.

3.6 Proteinchemische Methoden

3.6.1  Proteinisolierung

Zur Proteinisolierung wurden 30-40 mg des in fliissigem Stickstoff
gefrorenen und bei -80°C gelagerten Muskels abgetrennt. Dieses
Muskelstiick wurde zum Aufschluss der Zellmembranen in RIPA-Puffer mit
5 mM Pefabloc (zur Verhinderung der Proteindegradation durch Proteasen)
gegeben und auf Eis gekiihlt. Mit Hilfe des Beadbug-Gerits und
Zirkoniumkugeln in den ReaktionsgefiBlen wurden die Muskelproben
homogenisiert. AnschlieBend wurde die Losung in ein frisches Eppendorf-
Gefal pipettiert und 5 min auf Eis im Ultraschallbad weiter aufgeschlossen.
Nach einer Zentrifugation von 10 min bei 13.000 x g und 4 °C hatten sich
ungeldste Bindegewebsreste und Zelltriimmer abgesetzt und der Uberstand
enthielt das 16sliche Protein. Dieses wurde in ein frisches Reaktionsgefif3
iiberfiihrt und bei -80 °C gelagert.

Geriite und Materialien
Prefilled 2.0 ml tubes, Zirconium Beads, 3.0 mm

Beadbug microtube homogenizer
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3.6.2  Proteinbestimmung

Zur quantitativen Bestimmung des erhaltenen Proteins wurde eine
Konzentrationsbestimmung der Losungen mit einem kommerziellen
Pierce™ BCA Protein Assay-Kit der Firma Thermo Fisher durchgefiihrt.
Eine definierte Menge der Proteinlosung wurde in RIPA-Puffer verdiinnt und
mit Bicinchoninsdure und Kupfersulfat nach Herstellerangaben vermischt. In
einer temperaturabhéingigen Reaktion reduzierten die Peptidbindungen des
Proteins Cu?* zu Cu*, wobei die Menge der resultierenden Kupferionen
proportional zur Menge an Protein in der Losung war. Zwei Molekiile
Bicinchoninsdure bildeten nachfolgend einen Chelatkomplex mit einem
Kupferion, wobei ein lilafarbenes Endprodukt entstand. Die optische Dichte
desselben konnte bei einer Wellenldnge von 562 nm gemessen werden
(Thermo Scientific User Guide, 2017). Anhand des Absorptionsspektrums
von Losungen mit bekannter Proteinmenge konnte eine Standardkurve
erstellt und die gesuchte Proteinkonzentration der vorliegenden Lysate
berechnet werden.

3.6.3 SDS-PAGE

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese dient der Auftrennung von
Proteinen nach ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld. Mit Wasser
wurden die Proben so verdiinnt, dass sie alle die gleiche Proteinkonzentration
aufwiesen. AnschlieBend wurden die Losungen mit 4 x Laemmli
Probenpuffer von Biorad im Verhiltnis 1:4 fiir 5 min auf 95 °C erhitzt. Durch
das im Puffer enthaltene SDS und Mercaptoethanol wurde die Sekundér- und
Tertidrstruktur der Proteine zerstort. Diese nun denaturierten Proteine wurden
in Taschen eines 1 mm dicken Polyacrylamidgels pipettiert und dann
elektrophoretisch in vertikale Richtung aufgetrennt. Pro Gel konnten die
Proben von je zwei Méusen pro Versuchsgruppe aufgetragen werden, sowie
eine Referenzprobe, zur Normalisierung der Gele untereinander und ein
GrofBenmarker fiir die resultierenden Proteinbanden. Die Gele bestanden im

oberen Bereich aus einem etwa 3 cm breiten Sammelgel, welches 6 %
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Acrylamid enthielt. Dieses bewirkte durch den leicht sauren pH-Bereich und
eine geringere Acrylamidkonzentration, dass sich die Proteine biindelten und
die spiter sichtbare Bande scharf begrenzt war (Mahmood& Yang, 2012). Im
12 %igen Trenngel wurden die Proteine ihres Molekulargewichts
entsprechend aufgetrennt, wobei groe Proteine eine kiirzere Laufstrecke
aufwiesen, als kleine Proteine.

Zusammensetzung des Zusammensetzung des
6 %igen Sammelgels 12 %igen Trenngels

3M Tris-HCI, pH=8,8 0,938 ml

1M Tris-HCl, pH=6,8 500 pl

10% SDS 80 ul 150 pl

ddH:0 2,82 ml 4,163 ml

40% Acrylamid-Mix 600 ul 2,25 ml
TEMED Sul 7,51l

10 % APS 20 ul 37,5 ul

Tbl. 7: Zusammensetzung des Trenngels und des Sammelgels der SDS-PAGE.

Die Gele mit den Proteinproben waren von einem Laufpuffer umgeben.
Durch das an den Proteinen angelagerte SDS waren diese negativ geladen
und wanderten bei angelegter Spannung zur Kathode, in der Apparatur also
nach unten. In der ersten Tasche des Gels wurde ein GroBenmarker
(Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standard,
Biorad) aufgetragen, um die Groenzuordnung der resultierenden Banden
gewihrleisten zu konnen. Die Elektrophorese erfolgte die ersten 15 min bei
100 V, dann wurde die Spannung auf 200V erhoht. Anhand des
GroBlenmarkers konnte der Bereich beobachtet werden, in dem sich die
Proteine des Interesses befanden und so das Ende des Laufes bestimmt
werden.
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3.6.4  Western Blot

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine konnten mit Hilfe von
Elektroblotting aus dem Acrylamidgel auf eine PVDF-Membran iibertragen
werden. Die zurechtgeschnittene Membran wurde in Methanol aktiviert und
dann, wie auch das Gel, 5 min in Blotpuffer dquilibriert. Im Semi Dry-Blotter
der Firma Biorad entspricht die untere Platte der Anode, die obere der
Kathode. Entsprechend wurden luftblasenfrei auf die Anode drei Lagen in
Blotpuffer getrinktes Filterpapier aufgebracht, die PVDF-Membran
daraufgelegt, auf diese das Acrylamidgel platziert, dann wieder drei Lagen
getrinktes Filterpapier aufgelegt und zuletzt wurde mit der Kathode
abgeschlossen. Das Blotten erfolgte 1:10 h bei 1 mA/cm?.

Durch das Anlegen einer elektrischen Spannung senkrecht zur Laufrichtung
des Gels wanderten nun die Proteinbanden aus dem Gel auf die Membran,
wobei das Muster der zuvor getrennten Proteinbanden erhalten blieb. Die
Membran wurde anschlieend eine Stunde in einer Losung aus 10 % Skim-
Milk in PBS auf dem Schiittler inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen
zu blockieren. Nachfolgend erfolgte die Inkubation mit einem spezifischen
Primérantikorper iiber Nacht bei 4 °C auf dem Rollmischer. Es wurde 3 x fiir
je 10 min mit PBS gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen.
Dann erfolgte die Inkubation mit einem entsprechenden Horseradish
peroxidase (HRP)-gekoppelten Sekundirantikorper (vgl. Tbl 8). Weiteres
Waschen fiir 3 x 10 min entfernte auch hier iiberschiissige Antikorper,
wonach die ECL-Losung auf die Membran aufgebracht wurde. Bei der
Elektrochemilumineszenz (ECL)-Reaktion katalysiert HRP die Oxidation
von Luminol in ein Reagenz, welches Licht emittiert. Hierdurch wird die
Bindungsstelle des Primir- und Sekundirantikdrperkomplexes als Bande
sichtbar und das abgegebene Licht kann auf einem Rontgenfilm dargestellt
werden. Nach der Exposition wird der Rontgenfilm entwickelt und fixiert.
Die Membran konnte anschlieend erneut gewaschen, in 10 % SkimMilk
blockiert und fiir eine Analyse mit einem oder mehreren weiteren

Primérantikorpern eingesetzt werden.
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Entsprechend ihrer Proteingré8e und der Antikdrperspezies wurden bei allen

im Rahmen dieser Arbeit generierten Western Blots die Primdrantikorper in

folgender Reihenfolge aufgetragen:

DAL=

o

Priméarantikorper Spezies Proteingrofie
Smyd1 Kaninchen 56 kDa
Cryab Kaninchen 25 kDa
Gapdh Maus 40 kDa
Traf6 Maus 60 kDa

Strippen der Membran nach Herstellerprotokoll mit Stripping
Solution der Firma Thermo Fisher, um gebundene Antikorper zu
entfernen.

a-Tubulin Kaninchen 55 kDa

IxBa Kaninchen 37 kDa

Eine weitere Membran der gleichen Proben wurde folgenden Antikoérpern

ausgesetzt:
Primérantikorper Spezies Proteingrofie
1. Atroginl Maus 40 kDa
2. Unc45b Kaninchen 70 kDa
3. Murfl Kaninchen 35 kDa
4. Strippen der Membran nach Herstellerprotokoll mit Stripping

Solution der Firma Thermo Fisher, um gebundene Antikorper zu
entfernen.

5. Gapdh Maus 40 kDa

3.6.5 Verwendete Chemikalien und Losungen
Chemikalie Summenformel Firma
40% Acrylamid C3HsNO Carl Roth
Ammoniumpersulfat (APS) (NH4)2S,205 Serva
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma Aldrich
ddH20 HO VWR
Dinatriumhydrogenphosphat Na,HPO, Merck
Glyzin C,HsNO, Carl Roth
Kaliumchlorid KC1 Sigma Aldrich
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO4 Sigma Aldrich
Methanol CH;OH Lab. honeywell
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Natriumchlorid NaCl Carl Roth

Natriumlaurylsulfat (SDS) C1oH»sNaO4S Carl Roth

Natronlauge NaOH Sigma Aldrich

Pefa-bloc SC-Protease-Inhibitor = CgH(NSO,F x HCl Carl Roth

RIPA Thermo Fisher

Salzsédure HCI Carl Roth

Skim Milk-Pulver Sigma Aldrich

Stripping-Puffer Thermo Fisher

TEMED C6H16N2 Serva

Tris CsH11NO3 Sigma Aldrich

Tween C58H1 14026 VWR

Gebrauchsléosung

10 x PBS 1,37 M NacCl (80,06 g), 27 mM KCl (2,01 g), 100 mM
Na;HPOj4 (14,196 g) und 20 mM KH,PO, (3,84 g) in
11 Wasser 16sen, den pH mit NaOH oder HCI auf 7,4
einstellen.

RIPA Die kommerziell erhiltliche Losung enthdlt 25mM
Tris-HCI pH 7,6, 150mM NaCl, 1% NP-40, 1%
Natriumdeoxycholat und 0,1% SDS.

Skim Milk- 10 g Skim Milk-Pulver in 100 ml PBS 16sen.

Blockierléosung

BSA- 5 g BSA-Pulver in 100 ml PBS 16sen.

Blockierlosung

PBS-T- 100 ml 10 x PBS mit 900 ml Wasser mischen, dem

Waschlésung 500 ul Tween zugesetzt wurde.

3 M Tris-HCI1 36,342 g Tris in 100 ml Wasser 16sen, den pH-Wert
mit HCI auf pH = 8,8 einstellen.

1M Tris-HCI 12,114 g Tris in 100 ml Wasser 16sen, den pH mit HCI
auf pH = 6,8 einstellen.

10 % SDS 10 g SDS in 100 ml Wasser 16sen.

10 % APS Auf der Feinwaage eine kleine Menge X g APS in

einem Kunststoff-Reaktionsgefil abwiegen.
Entsprechend der Formel X/10*100=Y werden Y ml
Wasser zugegeben und kriftig vermischt, bis eine
homogene Losung entstanden ist. Aliquots von 1 ml
Losung herstellen und diese bis zu ihrer Verwendung
bei -20 °C lagern.
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10 x Laufpuffer

0,25 M Tris (30,285 g), 0,192 M Glyzin (144,13 g)

und 1 % SDS (10 g) in 1 1 Wasser 16sen, den pH mit
Tris bzw. Glyzin auf 8,3 einstellen.

1 x Laufpuffer

100 ml 10 x Laufpuffer mit 900 ml Wasser mischen.

1 x Towbin-

Blotpuffer

10 %iges SDS in 200 ml Wasser 16sen.

0,606 g Tris, 2,88 g Glyzin, 40 ml Methanol und 2 ml

3.6.6  Verwendete Antikorper

Primiir-
antikorper
a-Tubulin

Atroginl

Cryab
IxBa

Gapdh
Murfl

Smyd1
Traf6
Unc45b

Sekundir-
antikorper

Spezies
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Kaninchen

Spezies

Maus
Kaninchen

Verdiinnung
1:2000
1:200

1:2500
1:35.000
1:5000
1:1000

1:2500
1:500
1:250

Verdiinnung

1:35.000
1:35.000

Losung
5 % BSA
5 % Skim Milk

5 % Skim Milk
5 % Skim Milk
5 % Skim Milk
5 % BSA

5 % Skim Milk
5 % Skim Milk
5 % Skim Milk

Firma

Cell
signaling
ECM
Biosciences
Abcam
Abcam
R&D

ECM
Biosciences
Abcam
Santa Cruz
Abcam

Firma

Dianova
Dianova

Tbl. 8: Im Rahmen dieser Arbeit fiir die Erstellung von Western Blots eingesetzte Antikorper.

3.6.7  Auswertung und Statistik

Die erhaltenen Rontgenfilme wurden

eingescannt

und mit dem

Computerprogramm ,JImageJ“ wurde die optische Dichte der Banden
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ermittelt. Diese Daten wurden gegen die Housekeeping-Gene und die
mitgelaufene Referenzprobe normalisiert dargestellt. Mit Hilfe einer
mehrfaktoriellen Varianzanalyse der relativen Expressionswerte (two-way-
ANOVA) wurde auf eine vorliegende Signifikanz der
Expressionsunterschiede untersucht. Ergab sich eine solche Signifikanz der
beiden Variablen Ausdauertraining oder PDTC oder ein Interaktionseffekt
zwischen diesen, wurde noch ein post-hoc Tukey-HSD Test angewandt.

Die Irrtumswahrscheinlichkeit p wurde wie zuvor beschrieben definiert.

4  Ergebnisse

4.1  Gewichtsentwicklung der Miuse in den zehn Versuchswochen

Im Experiment wurden vier Gruppen genetisch gleichartiger Maiuse
verglichen: Zwei dieser Gruppen durchliefen ein Laufbandtraining, die
anderen zwei Gruppen wurden nicht trainiert. Je eine Untergruppe der
Laufer-Méuse und der Nichtldufer-Mause erhielt iiber das Trinkwasser den
NF«B-Inhibitor PDTC verabreicht.

Zur Kontrolle des Gesundheitszustandes und der korperlichen Entwicklung
der Miuse wurden sie vor jeder durchgefiihrten Trainingseinheit gewogen.
Die Gewichtsentwicklung wurde als Differenz zum Anfangsgewicht der
jeweiligen Maus und als Wochendurchschnitt der vier Gruppen dargestellt
(vgl. Abb. 25).
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A Gewichting

Gewichtsentwicklung
Kontrolle
HzO
=~ Training
== Kontrolle
PDTC
== Training

9 10
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Abb. 25: Gewichtsentwicklung der Méuse als MW der Gewichtsdifferenz der Wochenmessung
zu ihrem Ausgangsgewicht tiber den Trainingszeitraum von zehn Wochen, mit SD, n = 4.

H20 PDTC
Kontrolle Training Kontrolle Training
Wochel | 0,69+0,17 | 0,84+0,27 | 1,33+0,23 | 0,37 +0,13
Woche2 |143+039 |1,51+031 |194+022 |0,87+0,16
Woche3 |2,13+041 |247+034 |245+0,18 | 1,40+0,26
Woche4 |290+047 |3,34+0,37 |3,16+0,29 | 2,04 +0,25
Woche5 |348+0,63 |441+047 |4,13+0,08 | 248+0,26
Woche 6 | 425+0,82 |4,.85+043 |506+0,51 |3,12+0,26
Woche7 |491+089 |540+035 |5,54+049 |3,64+0,30
Woche8 | 542+0,89 |5,88+0,29 | 5,66+0,61 | 4,36+0,40
Woche9 | 6,04+1,00 |6,37+0,25 | 6,31+0,78 | 491+0,44
Woche 10 | 7,07+1,05 | 746+0,23 | 7,14+0,85 | 5,29+0,46

Tbl. 9: MW der Gewichtsdifferenz der Miuse zu ihrem Anfangsgewicht in Woche 0 in g mit
SEM in %, n = 4.
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Ab Woche drei des Versuchs zeigte sich eine beginnende Gewichtsdifferenz
zwischen den Mausgruppen, die im Verlauf noch deutlicher wurde: Die
Liufer, die Leitungswasser zu trinken bekamen, legten an Gewicht deutlich
mehr zu, als die Liufer, die den Stoff PDTC in ihrem Trinkwasser hatten.
Diese waren auch im Vergleich zu den mit PDTC-behandelten Miusen, die
nicht trainiert wurden, im Gewicht zuriickgeblieben. Die zwei Gruppen, die
nicht am regelméfBigen Lauf teilnahmen, unterschieden sich nicht wesentlich
in ihren Korpergewichten; die PDTC-Gruppe zeigte lediglich eine minimale,
aber immerhin konstant grolere Gewichtszunahme (vgl. Tbl. 9).

Bei allen Miusen war eine altersbedingte normale Gewichtszunahme
innerhalb der 11 protokollierten Wochen zu verzeichnen.

Gewichtsdifferenz W10-W0
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Abb. 26: Gewichtszunahme der Miause nach zehn Wochen als MW der vier Versuchsgruppen

mit SD, n=4. * p < 0,05 im Vergleich der trainierten Gruppen mit und ohne PDTC-
Trinkwasserbehandlung.

Zur besseren Veranschaulichung wurde zusitzlich die Differenz der
Endgewichte der jeweiligen Maiuse in Woche zehn zu ihrem
Ausgangsgewicht vor dem Training ermittelt, als Mittelwert der jeweiligen
Mausgruppe dargestellt und die beobachteten Unterschiede auf Signifikanz
iiberpriift. Abb. 26 zeigt, dass es keinen deutlichen Unterschied in den
Gewichtszunahmen der ersten drei Gruppen gab, aber es scheint, dass die

beiden Einfliisse Training und PDTC einen synergistischen Effekt hatten: Die
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Liufergruppe, die PDTC verabreicht bekam, zeigte ein signifikant
niedrigeres Gewicht, als die Laufergruppe mit unversetztem Trinkwasser.
Der Unterschied gegeniiber den Versuchsgruppen ohne jegliche Behandlung

bzw. ohne Training, nur mit PDTC, erreichte dagegen kein signifikantes
Niveau.

4.2  Ermittelte Einzelmuskelgewichte der préparierten Muskeln nach
Training

Um  einen Zusammenhang  zwischen  Gewichtszunahme  und

Muskelmassezuwachs untersuchen zu konnen, wurde auch das Gewicht der

priparierten Muskeln sowie des Herzens und des Zwerchfells direkt nach
deren Entnahme erfasst.
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Abb. 27: Einzelmuskelgewichte der vier Mausversuchsgruppen in mg im Verhéltnis zur
Korpermasse der Miduse in g, n=4. Die Grofle der Box beschreibt den Abstand zwischen dem
oberen und dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw.
untere waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum.

H20 PDTC
Kontrolle Training Kontrolle Training
TA 1,63+0,14 | 1,60+0,25 [199+0,12 |1,83+0,12
GA 5,21+0,13 |520+0,07 |526+034 |5,26+0,09
SOL 040+0,01 |031+001 |034+001 |0,32+0,02
EDL 0,28+0,06 |0,24+0,03 | 0,30+0,06 | 0,22+0,06
RF 3,78+0,70 | 5,14+0,39 |522+£0,50 |4,.84+0.21
TRIClong 2,89+0,26 |345+0,18 |32+£0,18 2,74 £ 0,30
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BIC 0,42 +0,03 0,45+£0,03 |051+0,06 |0,37+0,04
ECR 0,35+0,04 |035+0,05 |041+0,01 |0,27+0,01
FDS 0,29 +0,06 |0,34+0,06 | 041+0,10 | 0,34+0,06
Herz 5,60+0,52 | 6,23+0,70 | 6,88+0,43 | 7,09+0,21
DIA 2,08+0,28 |2,10+x021 |156+0,18 |2,34+048

Tbl. 10: MW der Muskelgewichte sowie von Herz und Zwerchfell relativ zum
Gesamtkorpergewicht in den vier Vergleichsgruppen in mg und SEM in %, n = 4.

Bei einigen Muskeln war ein tendenziell etwas niedrigeres
Einzelmuskelgewicht zwischen den trainierten PDTC-Méiusen im Vergleich
zu den untrainierten Méusen mit PDTC zu sehen (vgl. Abb. 27 und Tbl. 10).
Dieser Effekt war nur im Zwerchfell von gegenteiliger Richtung. Die

Varianzen erreichten in keinem Fall ein signifikantes Ausma0.

4.3  Muskelkraftmessung der Mause nach zehn Wochen Lauftraining
Zur Untersuchung von Auswirkungen des Trainings auf die Muskelkraft der

Maiuse wurde ein sogenannter Grip strength-Test durchgefiihrt.

Kraftmessung VordergliedmaBen Kraftmessung vier GliedmafBien
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Abb. 28: Kraftmessung der VordergliedmaBen bzw. aller vier Gliedmaflen vor und nach
Absolvieren des letzten Trainings mit einem Grip strength-Gerit, n = 4. Werte in g, relativ zum
Korpergewicht, MW mit SD. *** p < 0,001 im Vergleich der Messung vor und nach dem
Training in den Gruppen mit und ohne PDTC-Behandlung bei Messung der
Vordergliedmalenkraft.
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Die Kraftmessung erfolgte dabei direkt vor und nach dem letzten Training,
welches die Méuse absolvierten. Hierzu wurden sie so an das Grip strength-
Messgerit herangefiihrt, das sie mit beiden Vorderbeinen bzw. mit allen vier
Gliedmaflen das Gitter greifen konnten und wurden dann in einer
kontinuierlichen Bewegung parallel zur Messachse wieder vom Gerit gelost.
Bei den Méusen der Gruppen, die allesamt im Ruhezustand, d. h. vor dem
Laufbandtraining, gemessen wurden, konnte hinsichtlich ihrer
aufgewendeten Kraft kein Unterschied beobachtet werden. Einen grof3en
Unterschied gab es zwischen den Messungen der VordergliedmaBenkraft der
beiden trainierten Gruppen vor und direkt nach dem von ihnen absolvierten
Training (vgl. Abb. 28). Nach diesem war die von den Miusen aufgewendete
Kraft deutlich reduziert.

44  Messung der Ruheherzfrequenz der Versuchstiere nach
zehnwochigem Ausdauertraining

Effekte des Trainings auf die kardiorespiratorische Anpassung der Miuse
wurden iiber die Messung der Ruheherzfrequenz untersucht.

Die Herzfrequenz der Méuse wurde mittels einer Ringmanschette um die
Schwanzvene gemessen. Dies wurde bei allen Mdusen 24 Stunden nach dem
letzten Lauf der Trainingsgruppen durchgefiihrt. Dabei wurde auf eine
moglichst stressarme Umgebung und Manipulation der Versuchstiere
geachtet.
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Abb. 29: Ruheherzfrequenz der vier Vergleichsgruppen, gemessen mit dem PhysioSuite-Geriit
von Kent Scientific, in Schldgen pro Minute, n=4. Die GroBe der Box beschreibt den Abstand
zwischen dem oberen und dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und
die obere bzw. untere waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum, * p < 0,05 im
Vergleich von Miusen ohne Trinkwasserbehandlung mit und ohne Training, ** p < 0,01 im
Vergleich der PDTC-Méuse mit und ohne Training, *** p < 0,001 im Vergleich unbehandelte
Maiuse zu Méusen mit Training und PDTC.

Die zu beobachtende Ruheherzfrequenz der Méuse, welche die zehn Wochen
davor ein regelmifiges Laufbandtraining absolviert hatten, war signifikant
niedriger im Vergleich zu ihren jeweiligen Kontrollgruppen (vgl. Abb. 29).
Dieser Unterschied war bei den Miusen mit PDTC-versetztem Trinkwasser
noch etwas deutlicher ausgeprégt, als bei denen, die reines Leitungswasser
verabreicht bekamen. Aufféllig ist auch, dass bereits die Tiere unter alleiniger
PDTC-Behandlung eine leicht erniedrigte Herzfrequenz zeigten, im
Vergleich zu den untrainierten Médusen mit unbehandeltem Trinkwasser.

Dieser Effekt schien bei zusitzlichem Training noch verstirkt.

4.5  Darstellung der Mhc-Isoformen im M. soleus mittels mATPase-

Féarbung
Eine Methode zur Bestimmung, ob und in welchem Ausmal

Muskelfaserumbau stattgefunden hat, bietet die Farbung der myofibrilldren
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Adenosintriphosphatase (mATPase) des Muskels (vgl. Abb. 30). Die
mATPase-Aktivitdt korreliert direkt mit der Mhc-Expression der
Muskelfaser und mit ihrer Kontraktionsgeschwindigkeit (Talmadge&Roy,
1993).

100 pm 100 pm

Abb. 30: Beispiele der mATPase-Firbung der Mm. Solei. (A) Kontrolle + H,O, (B) Training +
H,0, (C) Kontrolle + PDTC und (D) Training + PDTC in 10x VergroSerung. Hell = Mhc I1A-,
dunkel = Mhc I-, mittel = Mhc IIX- und - IIB-Fasern.

Die Anzahl der jeweiligen Muskelfasertypen wurde ausgezihlt und als
Prozent der Gesamtfaserzahl wiedergegeben (vgl. Abb. 31).
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Abb. 31: MW der Fasertypen in % im Vergleich der vier Versuchsgruppen mit SD, n = 4.

H20 PDTC
Kontrolle Training Kontrolle Training
Mhc ITA 5527+£1,18 | 59,21+1,2 | 59,42 43,46 | 62,86 + 1,58
Mhc I 3417£1,62 | 32,68+1,4 | 31,01 £0,58 | 30,45+ 1,34
Mhc IIX/B | 10,56 +1,16 | 8,10+0,88 | 9,57 + 3,50 6,69 + 0,80

Tbl. 11: MW der Fasertypen in % im Vergleich der vier Versuchsgruppen mit SEM, n = 4.

Hier zeigten sich Tendenzen, dass sowohl Training als auch PDTC zu einem
Anstieg der Mhc ITA-Fasern fithren. Bei den Laufergruppen verringerten sich
dabei prozentual die IIX/IIB-Fasern, bei den PDTC-Gruppen die Typ I-
Fasern (vgl. Abb. 31 und Tbl. 11). Keiner dieser Effekte war jedoch
signifikant.

4.6  Darstellung der Mhc-Isoformen im M. soleus mittels

Immunfluoreszenzfarbung
Zur Verifizierung der Ergebnisse der metabolischen Firbung wurde eine
Farbemethode durchgefiihrt. Bei
Immunfluoreszenzmethode binden Mhc-spezifische Antikorper an die
78
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Oberfldache der Muskelfasern und werden in einem zweiten Schritt sichtbar
gemacht (vgl. Abb. 32).

A B

100 pm 100 pm

100 pm
_ 100 pm

Abb. 32: Beispiele der Immunfluoreszenzfirbung der Mm. solei. (A) Kontrolle + H,O, (B)
Training + H,O, (C) Kontrolle + PDTC und (D) Training + PDTC, n = 4. Rot = Mhc IIA-, blau
= Mhc I-, griin = Mhc IIB-, schwarz = Mhc IIX-Fasern.

Die Muskelfasern wurden ausgezihlt und als Prozent der Gesamtfasern
wiedergegeben. Es ist deutlich zu sehen, dass kein M. soleus Mhc [IB-Fasern
enthalt (vgl. Tbl. 12).
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Abb. 33: MW der Fasertypen in % im Vergleich der vier Versuchsgruppen mit SD, n = 4.

H»0 PDTC
Kontrolle Training Kontrolle Training
Mhc ITA | 56,32 +1,50 | 60,52 +£1,64 | 61,2+£3,20 | 64,03 +1,04
Mhc I 33,19 £ 1,58 |33,59+1,30 | 30,27 +1,42 | 29,18 £1,38
MhcIIX | 1048 +1,13 | 5,89+1,19 | 8,53+£3,03 |6,78+1,24
MhcIIB | 0+0 0+0 0+0 0+0

Tbl. 12: MW der Fasertypen in % im Vergleich der vier Versuchsgruppen mit SEM, n = 4.

Die beobachtbaren Tendenzen der Immunfluoreszenzfirbung stimmten sehr
gut mit den Ergebnissen der mATPase Fiarbung iiberein (vgl. Abb. 33). Mit
dieser Methode war auch die Unterscheidung zwischen Mhc IIX- und Mhc
[IB-Fasern moglich. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die

Immunfluoreszenzfiarbung verwendet, um einen Fasershift der Muskeln

infolge des durchgefiihrten Trainings darstellen zu kdnnen.
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4.7  Auswirkungen von Training und PDTC auf die Genexpression in

unterschiedlichen Muskeln

Mit Hilfe der Realtime-Polymerasekettenreaktion kann die in einem

untersuchten Gewebe vorhandene Menge an mRNA bestimmt werden. Somit

kann auf die Genexpression bestimmter Marker in diesem Gewebe

riickgeschlossen werden.

4.7.1  Metabolische Anpassung der Muskeln
Die Zitratsynthase und das Protein Tbc1d1 sind Stoffwechselmarker, anhand

deren Konzentration man Riickschliisse auf eine erfolgte Trainingsanpassung

ziehen kann.

Relatives mRNA Level

6

M. gastrocnemius

0
’ Kont'rolle Trai'ning Kont'rolle Trai'ning

H,0 PDTC

81

Relatives mRNA Level

64

4

M. extensor digit. longus

*%

*%
*

T H
E-E

(I T T T T
Kontrolle Training Kontrolle Training

H,0 PDTC



=]
=1
1

L

=]
1

n

Relatives mRNA Level
5

Ergebnisse

M. soleus M. triceps brachii
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Abb. 34: Relative Konzentration des ZS-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen Muskeln
der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4, Primereffizienz:
101,65. Die GroBle der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und dem unteren
Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere waagrechte Linie
das gemessene Maximum bzw. Minimum, * p < 0,05 zwischen Méusen ohne Training, mit
unbehandeltem Trinkwasser zu trainierten Midusen mit unbehandeltem Trinkwasser und
zwischen Letzteren und untrainierten PDTC-Médusen im EDL. ** p < 0,01 zwischen
untrainierten PDTC-Maiusen und Miusen mit PDTC und Training sowie zwischen Letzteren und
untrainierten Médusen mit unbehandeltem Trinkwasser im EDL.

Die Zitratsynthase ist ein essentieller Bestandteil des Zitratzyklus und somit
unabdingbar fiir den Stoffwechsel einer Zelle. Sie korreliert mit der
Mitochondriendichte im Skelettmuskel sowie seiner oxidativen Anpassung
nach Belastung.

Im M. gastrocnemius und im M. extensor digitorum longus konnte durch
Training eine deutliche Zunahme an Zitratsynthase nachgewiesen werden,
sowohl unter PDTC als auch ohne PDTC-Einfluss. Signifikante Werte
wurden allerdings nur im M. extensor digitorum longus erreicht. Im M. soleus
und im M. triceps brachii waren keine klaren Effekte zu beobachten (vgl. Abb
34).
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Abb. 35: Relative Konzentration des Thcldi-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 91,13. Die Grof3e der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum. * p < 0,05 zwischen Miusen ohne
Training und ohne Trinkwasserbehandlung zu untrainierten Miusen mit PDTC sowie zwischen
Letzteren und trainierten Médusen mit PDTC im GA. Im SOL bei Médusen ohne Trinkwasser-
Behandlung zwischen trainierter und untrainierter Gruppe. ** p < 0,01 im EDL von untrainierten
Maiusen ohne Trinkwasser-Behandlung jeweils zur Gruppe ohne PDTC, mit Training als auch
zur Gruppe ohne Training mit PDTC sowie zwischen trainierten Méusen ohne PDTC zu Méusen
mit Training und PDTC. Im SOL zwischen Miusen mit PDTC-Behandlung mit und ohne
gleichzeitigem Training. *** p < 0,001 zwischen unbehandelten untrainierten Méausen und
Miusen mit PDTC und Training im SOL.
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Tbcldl ist ein Protein, das grole Bedeutung im Glukosestoffwechsel des
Skelettmuskels hat. Das entsprechende Gen ist in ,,glykolytischen* Muskeln
stirker exprimiert als in ,,oxidativen® Fasern. Im M. soleus und im M.
extensor digitorum longus konnte eine signifikante Induktion von Thcldl
durch Training dargestellt werden. Diese war unter PDTC ebenfalls
ausgeprigt, wobei PDTC im M. extensor digitorum longus sogar einen
alleinigen Effekt zu haben schien (vgl. Abb. 35).

4.7.2  Expression fasertypspezifischer = Mhc-Isoformen in  den
verschiedenen Versuchsgruppen

Die Myosinmolekiile in den Muskelfasern lassen sich anhand ihrer

metabolischen Eigenschaften in verschiedene Typen einordnen: Mhc II-

Fasern sind schnell kontrahierend, Mhc I-Fasern langsam, dafiir
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Abb. 36: Relative Konzentration des Mhc IIA-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 147,97. Die Grof3e der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum. * p < 0,05 zwischen Miusen mit
unbehandeltem Trinkwasser und Training zu denen ohne Training und ohne PDTC sowie
zwischen Letzteren und Miusen mit sowohl Training als auch PDTC-Behandlung im TRIC. **
p < 0,01 zwischen untrainierten Méusen ohne PDTC zu trainierten Méusen ohne PDTC sowie
zwischen Letzteren und untrainierten Méusen mit PDTC-Behandlung und zwischen Ersteren und
Maiusen mit sowohl PDTC als auch Training im EDL. *** p < 0,001 im Vergleich trainierter
und untrainierter Mause der PDTC-Gruppen im EDL.

Im Vergleich zwischen den verschiedenen Muskeln wird deutlich, dass diese
ein unterschiedliches Expressionsverhalten fiir das untersuchte Gen Mhc IIA
auf mRNA-Ebene zeigen. Mhc IIA-Fasern sind zur schnellen aber auch
ausdauernden Kontraktion fihig. Im M. soleus, der viele Eigenschaften eines
langsam kontrahierenden Ausdauermuskels aufweist, fithrte Training zu
einer verminderten Mhc IIA-Expression, wobei dieses Verhalten bereits bei
alleiniger PDTC-Gabe auftrat. Die Effekte erreichten kein signifikantes
Ausmafl. Der M. gastrocnemius ist ein Muskel mit vorwiegend schnell
kontrahierenden Mhc-Isoformen, der aber auch langsam kontrahierende Mhc
I-Fasern enthilt. Der M. extensor digitorum longus hingegen hat fast keine
Mhc I-Fasern und besteht hauptsdchlich aus Mhc IIB-Fasern und
Mischfasern mit diesen (Augusto et al., 2004). Ahnlich verhilt es sich im M.

triceps brachii, der als ein Muskel der VordergliedmaBe ebenfalls untersucht
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wurde (Mathewson et al., 2012). Effekte im signifikanten Bereich konnten
bei den beiden zuletzt genannten Muskeln erfasst werden: Die beiden
Mausgruppen, die regelmifig auf dem Laufband trainiert wurden, wiesen
eine deutlich hohere Mhc IIA-Konzentration auf als deren
Vergleichsgruppen. Dieser Effekt wurde nicht durch die Gabe von PDTC
beeinflusst. Auch der M. gastrocnemius zeigte Verdnderungen in diese
Richtung, die hier allerdings nicht als signifikant erfasst wurden (vgl. Abb.
36).

Mhc IIB-Fasern
M. gastrocnemius M. extensor digit. longus
150+ 2004
] | ]
= 100 o '
7 7
né né 100- E===
£ 5ol e —
£ £ s
L5 @
O E
0 T T T T 0 T T T T
Kontrolle Training Kontrolle Training Kontrolle Training Kontrolle Training
H,0 PDTIC H,0 PDTC
M. soleus M. triceps brachii
500 2004
] i
fwel T -~
;: 3004 ;C
‘é ‘é 1004
E 2004 E
=] E .
% 100 < 0
[ [
= 0
T 1 ] ] 1 ]
Kontrolle Training Kontrolle Training Kontrolle Training Kontrolle Training
H,0 PDTIC H,0 PDTC

Abb. 37: Relative Konzentration des Mhc IIB-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
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Primereffizienz: 102,59. Die Grof3e der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum.

Mhc IIB-Fasern sind zu sehr schneller Kontraktion iiber sehr kurze Zeit fihig.
Durch experimentelle Versuche ist bekannt, dass der M. soleus keine Mhc
IIB-Fasern aufweist (Kammoun et al., 2014), was auch an den hier
dargestellten Werten sichtbar wurde. In der Kontrollgruppe mit
unbehandeltem Trinkwasser zeigten sich starke Expressions-Varianzen, die
gemessene Konzentration an Mhc IIB im M. soleus war aber insgesamt sehr
gering. Die anderen Muskeln zeigten keine auffilligen Unterschiede in der
Mhc IIB-Konzentration durch die Reize Training oder PDTC (vgl. Abb 37).
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Abb. 38: Relative Konzentration des Mhc IIX-Gens auf mRNA-Ebene in verschiedenen Muskeln
der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4, Primereffizienz:
103,09. Die GroBle der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und dem unteren
Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere waagrechte Linie
das gemessene Maximum bzw. Minimum.

Auch Mhc IIX-Fasern sind fihig zu schneller, kurzzeitiger Kontraktion, was
aber etwas weniger stark ausgeprigt ist, als in den zuvor betrachteten Mhc
IIB-Fasern. Aufler im M. triceps brachii sind diese Fasertypen nur in recht
geringer Anzahl vertreten.

Effekte wiesen tendenziell auf eine Zunahme dieser Fasern durch den Reiz
Training im M. extensor digitorum longus, M. gastrocnemius und M. triceps

brachii hin, erreichten aber kein signifikantes Niveau (vgl. Abb. 38).
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Abb. 39: Relative Konzentration des Mhc I-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 94,12. Die Grof3e der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum.

Mhc I-Fasern sind im M. soleus und in geringem Anteil im M. gastrocnemius
und M. triceps brachii beschrieben (Augusto et al., 2004). Sie zihlen zu den
langsam kontrahierenden Muskelfasern mit hohem Ausdauervermogen.

Tendenziell war eine Zunahme der Mhc I-Fasern durch den Trainingsreiz,

nicht aber durch PDTC alleine, in allen untersuchten Muskeln zu beobachten.
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Die Ausprigung dieser Induktion war aber in keinem Fall signifikant (vgl.
Abb 39).

4.73  Expression der Marker fiir muskelaufbauende Prozesse
Im Rahmen der Anpassung von Muskulatur an wiederkehrende Reize, wie
sie bei einem Ausdauertraining erfolgen, kommt es zur Umwandlung

bestehender Eigenschaften sowie zur Neubildung von Proteinen.
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Abb. 40: Relative Konzentration des Cryab-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 100,22. Die Grofe der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
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dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum. * p < 0,05 zwischen untrainierten
Maiusen mit unbehandeltem Trinkwasser und Miusen mit sowohl PDTC-Behandlung als auch
absolviertem Training im TRIC.

Cryab ist ein kleines Hitzeschockprotein und als Chaperon an der korrekten
Bildung von Aktin beteiligt (Smith et al., 2014). Zudem beeinflusst es die
Myozytenbildung aus Satellitenzellen (Neppl et al., 2014) und ist ein
Indikator fiir Stresszustinde in der Zelle (Fittipaldi et al, 2015). Im
HintergliedmaBenmuskel M. extensor digitorum longus war Cryab nach
Training eher reduziert, diese Verdnderung erreichte aber kein signifikantes
Niveau. Im M. soleus und im M. triceps brachii konnte tendenziell eine
Zunahme an Cryab durch Training beobachtet werden. Bei Zusammenwirken
von PDTC und Training erreichte die Induktion im M. triceps brachii
Signifikanz (vgl. Abb. 40).
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Abb. 41: Relative Konzentration des Hsp90-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 105,26. Die Grofe der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum. * p < 0,05 zwischen den Gruppen
mit unbehandeltem Trinkwasser und Training sowie ohne Training im SOL.

Das Hitzeschockprotein Hsp90 wirkt stabilisierend auf hydrophobe Bereiche
von Proteinen und verhindert deren Ubiquitinierung. Es unterstiitzt auch das
Chaperon Unc45b bei dessen Funktion (Etard et al., 2007).

Nur im M. soleus konnte eine signifikante Induktion von Hsp90 durch
Training nachgewiesen werden, ein Effekt der durch PDTC-Gabe gehemmt
wurde. Auch im M. gastrocnemius zeigte sich eine leichte Induktion der
Hsp90-Expression, diese erreichte aber keine Signifikanz. Im M. extensor
digitorum longus schien die Hsp90-Expression unter Training eher
verringert, aber auch hier war die Verdnderung nicht signifikant (vgl. Abb.
41).
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Abb. 42: Relative Konzentration des Hsp70-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 110,88. Die Grofie der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum.

Ebenfalls ein ubiquitir vorkommendes Hitzeschockprotein ist Hsp70. Es
interagiert v. a. mit der E3-Ligase Chip/Stubl und unterstiitzt als Chaperon

die korrekte Faltung von Proteinen (Pratt ez al., 2010).
Fiir die Expression des Hsp70-Gens konnten im Rahmen dieser Arbeit keine
signifikanten Effekte nachgewiesen werden. Aufler im M. extensor digitorum
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longus zeigte sich iiberall eine leichte Induktion durch Training, unabhéngig

von der Verabreichung von PDTC (vgl. Abb. 42).
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Abb. 43: Relative Konzentration des Unc45b-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 106,59. Die Grof3e der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum. * p < 0,05 zwischen trainierten
Miusen mit unbehandeltem Trinkwasser und Méusen ohne Training unter PDTC sowie
zwischen Letzteren und trainierten Mdusen mit PDTC im EDL. ** p < 0,01 zwischen den
trainierten Gruppen mit und ohne PDTC-Behandlung im SOL. *** p < 0,001 zwischen
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untrainierten Miusen mit unbehandeltem Trinkwasser und Méusen mit sowohl Training als auch
PDTC-Behandlung sowie zwischen Letzteren und untrainierten Mdusen mit PDTC im SOL.

Unc45b unterstiitzt den Muskelaufbau durch seine Funktion als Chaperon,
das direkt mit Myosin interagiert, sowie als Co-Chaperon fiir Hsp90 (Hoppe
et al., 2004). Ein Defizit an Unc45b und auch eine Uberexpression des
entsprechenden Gens fiihren zur fehlerhaften Bildung von Myosin und somit
zu einem gestorten Sarkomeraufbau (Spellmon et al., 2015). Die Versuche
im Rahmen dieser Arbeit zeigten in allen Muskeln auler dem M. extensor
digitorum longus eine Induktion des Unc45b-Gens durch Training, besonders
ausgeprigt unter Einfluss des NFxB-Inhibitors PDTC als zusitzlichem
Faktor. Eine alleinige PDTC-Gabe hatte dagegen keinen Effekt. Im M.
extensor digitorum longus, einem Muskel der HintergliedmaBen, waren die

Veridnderungen paradox zu den anderen untersuchten Muskeln (vgl.
Abb. 43).
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Relatives mRNA Level
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Abb. 44: Relative Konzentration des SmydI-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 99,98. Die Grofle der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum.

Das Protein Smyd1 ist der Bindungspartner von skNac. Smyd1 ist, wie auch
Myomesin, im Bereich der M-Linie der Muskelfasern lokalisiert. In Studien
herrscht Uneinigkeit dariiber, ob es vermehrt in langsam oder schnell
kontrahierenden Muskelfasern exprimiert wird (Spellmon et al., 2015, Tan et
al., 2006).

Die Versuche im Rahmen dieser Arbeit zeigten allenfalls im langsamen M.
soleus, nach Training und ohne PDTC, eine leicht erhthte Expression von
Smydl. Diese war den beobachteten Verdnderungen der skNac-Expression

entgegengerichtet (vgl. Abb. 44).
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Abb. 45: Relative Konzentration des skNac-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 91,08. Die Grofle der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum. * p < 0,05 zwischen trainierten
Miusen mit unbehandeltem Trinkwasser und Méusen mit PDTC, ohne Training im GA.

skNac wird auch als molekulares Chaperon bezeichnet und tritt nur in
quergestreiften Muskeln auf. Es verhindert die Interaktion neugebildeter
Polypeptide mit anderen Proteinen und schiitzt sie vor Proteolyse (Wiedmann
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et al., 1994). Mehrere Versuche konnten die Bedeutung von skNac fiir eine
korrekte Sarkomerogenese aufzeigen (Park ef al., 2010).

In dem in dieser Arbeit beschriebenen Versuchsmodell war in den
vorwiegend schnell kontrahierenden Muskeltypen eine Induktion von skNac
durch den Trainingsreiz zu sehen, die sich am deutlichsten im M.
gastrocnemius und im M. extensor digitorum longus darstellte. PDTC schien
diesen Effekt eher abzuschwichen. Im M. soleus, der einen hohen Anteil an
langsam kontrahierenden Muskelfasern aufweist, gab es durch das
Laufbandtraining sogar eine leichte Tendenz in negative Richtung (vgl. Abb.
45).
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Abb. 46: Relative Konzentration des Myomesinl-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 119,68. Die Grofe der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum. ** p < 0,01 zwischen untrainierten
Maiusen mit unbehandeltem Trinkwasser und Mausen mit sowohl absolviertem Training als auch
PDTC-Behandlung sowie zwischen Letzteren und trainierten Méausen ohne PDTC im TRIC. ***
p < 0,001 zwischen Méusen mit PDTC-Behandlung bei absolviertem Training und ohne dieses
im TRIC.

Myomesinl ist ein Protein, das ubiquitér in gestreifter Muskulatur zu finden
ist. Es dient der Stabilisierung der Muskelfaser und es konnten Chaperon-
dhnliche Eigenschaften hinsichtlich der Kontrolle des korrekten Aufbaus und
des Einbaus von Myofibrillen nachgewiesen werden (Obermann et al., 1996).
Myomesinl ist ebenfalls als sensibler Marker fiir Muskelschiddigungen
detektiert worden (Prill et al., 2019).

In den Muskeln der HintergliedmaBen konnte in den Experimenten dieser
Arbeit keine Beeinflussung der Expression des Gens auf mRNA-Ebene
festgestellt werden. Lediglich im M. triceps brachii, einem
VordergliedmaBenmuskel, wurde durch das Zusammenspiel Training und
PDTC eine Zunahme von Myomesinl detektiert (vgl. Abb. 46).
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Myomesin2
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Abb. 47: Relative Konzentration des Myomesin2-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 101,69. Die Grofe der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum.

Das Muskelprotein Myomesin2 ist in Aufbau und Eigenschaften dem
verwandten Myomesinl sehr dhnlich. Myomesin2 wird v. a. in der M-Linie
schneller Muskelfasertypen gefunden, den Mhc IIB-Fasern (Schoenauer et
al.,2008). Diese sind die hauptsichlich vorherrschenden Muskelfasern im M.
gastrocnemius, im M. extensor digitorum longus und im M. triceps brachii,

aber im M. soleus als nicht, oder nur geringgradig exprimiert, beschrieben.
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In den gqPCR Analysen lie sich eine geringfiigige Steigerung der
Myomesin2-Expression durch den Trainingsreiz beobachten, diese erreichte

allerdings keine Signifikanz (vgl. Abb. 47).
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Abb. 48: Relative Konzentration des Myomesin3-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 108,46. Die Grofe der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum.
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Eine Induktion von Myomesin3 konnte bei Zellschidigung durch
iibermiBiges Muskeltraining nachgewiesen werden (Rouillon et al., 2015).
Myomesin3 ist, wie seine Familienmitglieder, in quergestreifter Muskulatur
zu finden, im Gegensatz zu diesen aber v. a. in mittelschnell kontrahierenden
Fasern, wie den Mhc IIA- und Mhc IIX-Typen (Schoenauer et al., 2008).
Diese sind im M. gastrocnemius und M. extensor digitorum longus nur in
sehr geringer Zahl zu finden. Im Rahmen dieser Arbeit zeigten sich keine
einheitlichen Veridnderungen beziiglich der Myomesin3-Expression in den
verschiedenen Muskeln (vgl. Abb. 48).
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Abb. 49: Relative Konzentration des Akt/-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 125,29. Die Grofe der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum. * p < 0,05 im SOL zwischen
Maiusen mit unbehandeltem Trinkwasser bei absolviertem Training und ohne dieses. Im TRIC
zwischen Méausen mit unbehandeltem Trinkwasser bei absolviertem Training und ohne dieses
sowie zwischen Ersteren und untrainierten Méusen mit PDTC-Behandlung und auch zwischen
Ersteren und trainierten Mausen mit PDTC.

Verschiedene Studien konnten eine Beteiligung des PI3K-Akt-Signalwegs
bei Zellproliferation und Muskelaufbau nachweisen. Aktl ist eine ubiquitér
vorkommende Serin-Threonin-Kinase, die iiber die Hemmung von Foxo und
somit der Ligasen Atroginl und Murfl den Muskelabbau behindert und
gleichzeitig tiber die Aktivierung der Kinase mTor den Muskelaufbau fordert
(Sandri et al., 2006).

Versuche im Rahmen dieser Arbeit konnten sowohl im M. soleus als auch im
M. triceps brachii einen signifikanten Anstieg der Akt/-Expression durch
Training zeigen. Auch die Verabreichung von PDTC schien eine Induktion
zu bewirken, wobei sich die Effekte Training und PDTC nicht gegenseitig
verstirkten. Im M. extensor digitorum longus zeigten sich dhnliche
Tendenzen, im M. gastrocnemius eher gegenteilige Ergebnisse (vgl. Abb.
49).
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474  Expression der Marker fiir muskelabbauende Prozesse
Ein Muskelaufbau erfordert auch parallel ablaufende Abbauprozesse in der
Muskulatur. Fehlerhaft synthetisierte, aber auch nicht mehr benétigte

Proteine werden dabei in ihre Grundbausteine zerlegt.
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Abb. 50: Relative Konzentration des Stubl-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 124,17. Die Grofe der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum. * p < 0,05 im EDL zwischen
Maiusen ohne Trinkwasserbehandlung mit und ohne Training sowie zwischen trainierten Méusen
mit unbehandeltem Trinkwasser und Untrainierten mit PDTC sowie zwischen Letzteren und
trainierten, PDTC-behandelten Mdusen.im SOL zwischen den Gruppen von Méusen mit PDTC-

104



Ergebnisse

Behandlung mit und ohne Training. ** p < 0,01 im EDL zwischen trainierten Médusen mit und
ohne Trinkwasserbehandlung mit PDTC.

Die E3-RING-finger-Ubiquitinligase Stubl hat Bedeutung sowohl als Teil
des Ubiquitinsystems als auch als Co-Chaperon fiir andere Proteine. Als
Bindungspartner von Stubl konnten mehr als 30 Proteine identifiziert
werden. Stubl zeigt eine Beteiligung bei Vorgingen der Zelldifferenzierung,
der Apoptose, im Glukokortikoidstoffwechsel sowie in p53- und cAMP
Signalwegen (McLaughlin et al., 2012).

In allen drei untersuchten Muskeln mit vorwiegend schnell kontrahierenden
Mhc-Isoformen konnte eine verminderte Konzentration von Stubl durch
Training nachgewiesen werden, die im M. extensor digitorum longus
signifikantes Niveau erreichte. Auch unter PDTC-Einfluss waren dhnliche
Verinderungen zu beobachten. Im langsamen M. soleus war kein Effekt von
Training alleine, aber im Zusammenwirken mit PDTC zu verzeichnen (vgl.
Abb. 50).
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Abb. 51: Relative Konzentration des Nedd4-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 99,21. Die Grofle der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum. ** p < 0,01 bei PDTC-behandelten
Miusen mit und ohne Training im SOL. *** p < 0,001 zwischen untrainierten Mausen mit
unbehandeltem Trinkwasser und trainierten Médusen mit PDTC im SOL.

Die Ubiquitinligase Nedd4 ist wichtig fiir die Entwicklung einer korrekten
Nervenausbildung im Bioorganismus und wirkt v. a. iiber die Hemmung von
Wachstumsfaktoren auf die korperliche Entwicklung ein (Yang&Kumar,
2010).

Im M. soleus zeigte sich eine Induktion von Nedd4 durch Training und
Training und PDTC gemeinsam. Die Gabe von PDTC alleine hatte keinen
Effekt auf die Nedd4-Expression. In geringerem Mal} konnten #dhnliche
Tendenzen im M. triceps brachii beobachtet werden, erreichten hier aber

keine signifikante Auspriagung (vgl. Abb. 51).
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Ufd2
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Abb. 52: Relative Konzentration des Ufd2-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 105,35. Die Grofe der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum. *** p < 0,001 zwischen
untrainierten Mdusen mit unbehandeltem Trinkwasser und trainierten Méusen ohne PDTC sowie
zwischen Ersteren und untrainierten Mausen mit PDTC und zwischen Ersteren und trainierten
Miusen mit PDTC-Behandlung im EDL.

Ufd2 ist eine RING-finger E3-Ligase, die im Zusammenspiel mit Stub1 sogar
Poly-Ubiquitinierungen vermitteln kann. Eigenstindig besitzt Ufd2 keine
Fahigkeit zur Ubiquitinierung, lediglich zur Verldngerung von Ub-Molekiil-
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Ketten, die von anderen Mitgliedern des UPS initiiert wurden. Eine
Ausnahme bildet das Chaperon Unc45b: hier kann Ufd2 auch selbst die
Ubiquitinierung und somit den Abbau einleiten (Hellerschmied et al., 2018).
In den Versuchen im Rahmen dieser Arbeit konnten vor allem im M. extensor
digitorum longus Effekte beobachtet werden. Durch Training wurde die
Konzentration an Ufd2 signifikant erhoht. In diesem Muskel fiihrte auch die
Gabe von PDTC und die Kombination von PDTC und Training zu einer
Zunahme an Ufd2. In den anderen untersuchten Muskeln schien PDTC
alleine einen deutlich geringeren oder gar keinen Effekt zu haben (vgl. Abb.

52).
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Abb. 53: Relative Konzentration des Atroginl-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 101,89. Die Grofe der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum.

Atroginl gehort zum Ubiquitin-Proteasom-System und ist ein Marker fiir
Proteinabbau im Gewebe (Milan et al., 2015).

Es konnte kein Einfluss des NFkB-Inhibitors PDTC auf die Expression im
Muskelgewebe festgestellt werden. Training alleine schien eine
geringgradige Induktion von Afroginl in den Hintergliedmaflenmuskeln M.
gastrocnemius und M. soleus und den gegenteiligen Effekt im M. triceps
brachii der VordergliedmaBle der Versuchsmiuse zu bewirken. Diese

Verinderungen erreichten allerdings kein signifikantes Niveau (vgl. Abb.
53).
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Abb. 54: Relative Konzentration des Murfl-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 108,73. Die Grofe der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum.

Wie auch Atroginl gehort Murfl zu den muskelspezifischen E3-Ligasen und
ist ein Marker fiir Muskelabbauprozesse (Milan et al., 2015).

In dem in dieser Arbeit beschriebenen Versuchsmodell konnte kein
signifikanter Einfluss von Training und/oder der Inhibierung von NFxB auf

Murfl nachgewiesen werden. Im M. extensor digitorum longus waren
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allerdings klare Tendenzen hin zu einer reduzierten Expression durch
Training zu beobachten (vgl. Abb. 54).
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Abb. 55: Relative Konzentration des Foxol-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 108,55. Die Grofe der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum. * p < 0,05 zwischen untrainierten
Miusen mit unbehandeltem Trinkwasser und trainierten Miusen mit PDTC-Behandlung sowie
zwischen Letzteren und Untrainierten mit PDTC und zwischen diesen und trainierten Mausen
ohne PDTC-Behandlung im EDL. ** p <0,01 zwischen Mausen mit unbehandeltem Trinkwasser
mit und ohne Training im EDL.
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Foxol ist ein Transkriptionsfaktor, der hauptverantwortlich fiir die Bildung
der E3-Ligase Atroginl und Murfl ist (Milan et al., 2015, Sanchez et al.,
2019). Somit ist Foxol ebenfalls an Abbauprozessen im Muskel beteiligt.

Eine klare Induktion konnte nur im M. extensor digitorum longus durch
Training beobachtet werden, sowohl unter PDTC-Einfluss, als auch ohne.
Der M. gastrocnemius und der M. tricpes brachii zeigten ebenfalls eine
tendenzielle Zunahme an Foxol durch Training, die aber keine Signifikanz
erreichte. Im M. soleus kam es zu einer geringgradigen Reduktion des Signals

(vgl. Abb. 55).
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Abb. 56: Relative Konzentration des Rip2-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 102,1. Die Groe der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum. * p < 0,05 zwischen Miusen mit
PDTC-Behandlung mit und ohne Training im TRIC. *** p < 0,001 zwischen Médusen mit
unbehandeltem Trinkwasser mit und ohne Training sowie untrainierten Mausen ohne PDTC und
Untrainierten mit PDTC-Behandlung und zwischen Ersteren und trainierten PDTC-behandelten
Miusen im GA.

Das Rezeptor-interagierende Protein 2 (Rip2) interagiert direkt und indirekt
mit NFkB und konnte als beteiligt bei vielen katabolen Prozessen identifiziert
werden (Hsu et al., 1996).

In den Versuchen im Rahmen dieser Arbeit konnte v. a. im M. gastrocnemius
eine klare Induktion von Rip2 durch Training und auch durch PDTC
beobachtet werden. Training fiihrte auch im M. extensor digitorum longus
und im M. soleus zu einer leichten Induktion. Im M. triceps brachii erreichte
diese aber nur unter Einfluss von PDTC Signifikanz (vgl. Abb. 56).
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Abb. 57: Relative Konzentration des Calpainl-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 115,31. Die Grofe der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum. * p < 0,05 zwischen untrainierten
Maiusen mit unbehandeltem Trinkwasser und trainierten Méusen mit PDTC-Behandlung im
SOL.

Calpainl beschreibt eine kalziumabhidngige Protease, die ubiquitir im
Gewebe vorkommt und u. a. Vorginge der Zelldifferenzierung und der
Apoptose beeinflusst (Suzuki et al., 2004). Lediglich im M. soleus konnte
nach Training, sowohl mit als auch ohne PDTC, eine leichte Induktion von
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Calpainl detektiert werden. PDTC schien hierbei keine solitire Auswirkung

auf die Konzentration zu haben (vgl. Abb. 57).
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Abb. 58: Relative Konzentration des Calpain3-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 118,84. Die Grof3e der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum.
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Eine weitere Calpainisoform ist Calpain3, welches im Muskelgewebe in
hoher Konzentration vorkommt, jedoch nur eine sehr geringe Halbwertszeit
besitzt (McCartney et al., 2018).

Auch fiir Calpain3 konnten lediglich im M. soleus klare Tendenzen
nachgewiesen werden, die in ihrer Richtung mit denen der Isoform Calpainl
iibereinstimmten. In den anderen untersuchten Muskeln schien Training eher
zu einer leichten Reduktion der mRNA-Konzentration von Calpain3 zu
fiihren. PDTC hatte dabei keine Auswirkung auf diese Verdnderungen (vgl.

Abb. 58).
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Relatives mRNA Level
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Abb. 59: Relative Konzentration des Calpastatin-Gens auf mRNA-Ebene in den verschiedenen
Muskeln der vier Versuchsgruppen im Vergleich. Normalisierte Expressionswerte, n=4,
Primereffizienz: 111,71. Die Groe der Box beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und
dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den Median und die obere bzw. untere
waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum. * p < 0,05 zwischen untrainierten
Miusen mit unbehandeltem Trinkwasser und trainierten Méusen mit PDTC-Behandlung im GA
sowie zwischen den Mausen mit PDTC im Trinkwasser mit und ohne Training im SOL. ** p <
0,01 zwischen untrainierten Méusen mit und ohne PDTC-Behandlung im GA sowie zwischen
selbigen Gruppen im SOL. *** p < 0,001 zwischen Méusen mit unbehandeltem Trinkwasser mit
und ohne Training im GA sowie zwischen selbigen Gruppen im SOL und zwischen untrainierten
Maiusen mit unbehandeltem Trinkwasser und trainierten Méusen mit PDTC-Behandlung im

SOL.

Calpastatin ist ein Protein, das Calpainl hemmt und somit dem Muskelabbau
entgegenwirkt (Hanna et al., 2007, Ono et al., 2004).

Hier konnte sowohl im M. gastrocnemius als auch im M. soleus eine klare
Induktion durch Training erkannt werden. Auch fiir die Mause mit PDTC im
Trinkwasser ist in diesen Muskeln eine Zunahme an Calpastatin zu
beobachten, die durch zusitzliches Training noch verstidrkt wurde. Im M.
extensor digitorum longus und im M. triceps brachii konnten keine Effekte

nachgewiesen werden (vgl. Abb. 59).
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4.8  Auswirkungen von Training und PDTC auf unterschiedliche Muskeln
auf Proteinebene

Nach der Priparation der Versuchsmiduse wurde aus einem Teil des

Muskelgewebes Protein isoliert und durch die Methoden der SDS-PAGE und

des Western Blots aufgetrennt und dargestellt. Durch die Zugabe definierter

Antikérper  konnten die untersuchten Proteine zwischen den

Versuchsgruppen in Relation zueinander gesetzt werden, um eine Anderung

im Konzentrationsniveau beurteilen zu konnen (vgl. Abb. 60).
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M. extensor carpi radialis
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Abb. 60: Ubersicht der erhaltenen Western Blot-Filme.

4.8.1

H,0 PDTC H,0 PDTC

Einfluss auf Marker fiir muskelaufbauende Prozesse

Im Rahmen der Anpassung an Ausdauertraining kommt es zu verschiedenen

Adaptationsprozessen im Muskel, was sich u. a. in der vermehrten Synthese

bestimmter Proteine niederschlégt.
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Abb. 61: Relative Konzentration des Cryab-Gens auf Protein-Ebene in Western Blot-Analysen
der verschiedenen Muskeln, Normalisierte Expressionswerte, n=4. Die Grofie der Box beschreibt
den Abstand zwischen dem oberen und dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den
Median und die obere bzw. untere waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum.
*p < 0,05 zwischen untrainierten M#usen mit und ohne PDTC im Trinkwasser im ECR sowie
zwischen Méusen mit unbehandeltem Trinkwasser mit und ohne Training im FDS und zwischen
Maiusen mit PDTC-Behandlung mit und ohne Training im FDS. ** p < 0,01 zwischen Méusen
ohne Trinkwasserbehandlung mit und ohne Training im ECR sowie zwischen untrainierten
Maiusen mit unbehandeltem Trinkwasser und trainierten Méusen mit PDTC-Behandlung im
FDS.

aB-Crystallin ist ein Chaperon und kleines Hitzeschockprotein, das bei der
Bildung des Aktinfilaments mitwirkt (Smith et al., 2014).

In dem in dieser Arbeit durchgefiihrten Experiment zeigte sich in den meisten
Muskeln keine Verdnderungen der Cryab-Proteinkonzentration. Im M.
extensor carpi radialis war eine deutliche Verminderung durch Training und
auch PDTC zu beobachten; Der M. flexor digitorum superficialis wiederum
zeigte einen Anstieg an Cryab nach Training im Muskelgewebe (vgl. Abb.

61).
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OD relativ zur Kontrolle
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Abb. 62: Relative Konzentration des Unc45b-Gens auf Protein-Ebene in Western Blot-Analysen
der verschiedenen Muskeln, Normalisierte Expressionswerte, n=4. Die GroBe der Box beschreibt
den Abstand zwischen dem oberen und dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den
Median und die obere bzw. untere waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum.
*p < 0,05 zwischen Méusen mit PDTC-Behandlung mit und ohne absolviertem Training im RF.

Unc45b ist ebenfalls ein Chaperon und interagiert direkt mit Myosin und
Hsp90 (Hoppe et al., 2004). Versuche anderer Experimentatoren zeigten,
dass Unc45b entscheidend fiir den korrekten Sarkomeraufbau ist (Spellmon
etal., 2015).

Im M. rectus femoris, im M. triceps brachii und geringgradig auch im M.

tibialis war auf Proteinebene eine Induktion des fiir Unc45b kodierenden
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Gens durch Training, geringgradig verstirkt durch PDTC, zu erkennen. Nur
im M. rectus femoris, bei Zusammenwirken von Training und PDTC, war
dieser Effekt von signifikantem Ausmaf} (vgl. Abb. 62).
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OD relativ zur Kontrolle
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Abb. 63: Relative Konzentration des SmydI-Gens auf Protein-Ebene in Western Blot-Analysen
der verschiedenen Muskeln, Normalisierte Expressionswerte, n=4. Die GroBe der Box beschreibt
den Abstand zwischen dem oberen und dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den
Median und die obere bzw. untere waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum.

Smyd1 ist eine Histon-Methyltransferase und der Hauptbindungspartner von
skNac, der muskelspezifischen Variante von Naca. Als Chaperon unterstiitzt
Smyd1 die Bildung und korrekte Faltung von neu synthetisierten Proteinen
am Ribosom (Smith ez al., 2014).

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen war auf

Proteinebene keine einheitliche Regulierung von Smyd1 durch die Faktoren
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Training oder PDTC-Gabe zu erkennen. Im M. extensor digitorum longus,
M. soleus und M. extensor carpi radialis war eine leichte Induktion von
Symdl durch Training zu beobachten, diese erreichte allerdings kein
signifikantes Niveau. Der M. gastrocnemius, der M. rectus femoris und der
M. flexor digitorum superficialis zeigten eher gegenldufige Tendenzen, mit
geringgradig erniedrigten Konzentrationen von Smydl im Muskelgewebe
der trainierten Mause (vgl. Abb. 63).

4.8.2  Einfluss auf Marker fiir muskelabbauende Prozesse
Umwandlungsprozesse im Muskel erfordern ebenfalls einen kontrollierten

Abbau von Proteinen.
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Abb. 64: Relative Konzentration des Atroginl-Gens auf Protein-Ebene in Western Blot-
Analysen der verschiedenen Muskeln, Normalisierte Expressionswerte, n=4. Die Grof3e der Box
beschreibt den Abstand zwischen dem oberen und dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte
Linie den Median und die obere bzw. untere waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw.
Minimum. * p < 0,05 zwischen Médusen mit PDTC-Behandlung mit und ohne absolviertem
Training im TA. ** p < 0,01 zwischen untrainierten Méusen mit unbehandeltem Trinkwasser
und trainierten Méusen mit PDTC-Behandlung im TA.

Atroginl, auch MAFbx genannt, ist eine muskelspezifische E3-Ligase und
ein Marker fiir Muskelabbauprozesse (Milan et al., 2015).

Im M. tibialis cranialis zeigte sich eine deutliche Induktion von Atroginl
durch Training, die durch PDTC noch verstirkt wurde und Signifikanz

erreichte. Geringer ausgeprigt war eine Verdnderung gleicher Richtung bei
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Zusammenwirken von Training und PDTC auch in den anderen

untersuchten Muskeln zu erkennen (vgl. Abb. 64).
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OD relativ zur Kontrolle
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Abb. 65: Relative Konzentration des MurfI-Gens auf Protein-Ebene in Western Blot-Analysen
der verschiedenen Muskeln, Normalisierte Expressionswerte, n=4. Die Grofie der Box beschreibt
den Abstand zwischen dem oberen und dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den
Median und die obere bzw. untere waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum.

Murfl ist ebenfalls eine muskelspezifische E3-Ligase und wird, wie
Atroginl, durch den Transkriptionsfaktor Foxol reguliert (Milan et al.,
2015).

In dem im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experiment waren auf
Proteinebene keine einheitlichen Konzentrationsverinderungen von Murfl
durch die Reize Training bzw. PDTC in den verschiedenen Muskeln zu
erkennen (vgl. Abb. 65).
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OD relativ zur Kontrolle
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Abb. 66: Relative Konzentration des Traf6-Gens auf Protein-Ebene in Western Blot-Analysen
der verschiedenen Muskeln, Normalisierte Expressionswerte, n=4. Die Grofie der Box beschreibt
den Abstand zwischen dem oberen und dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den
Median und die obere bzw. untere waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum.
* p < 0,05 zwischen Miusen mit unbehandeltem Trinkwasser mit und ohne Training im ECR.

Traf6 ist eine E3-Ubiquitin-Ligase. Das entsprechende Gen ist in der
Skelettmuskulatur  besonders hoch exprimiert. Uber verschiedene
Signalwege und die Beeinflussung von NF«B fiihrt Traf6 zum Abbau von
Gewebe und letztendlich zur Muskelatrophie (Nishimura&Naito, 2005).

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen zeigte sich nur eine leichte,
aber einheitliche Reaktion der Muskelfasern auf Traf6. Durch
Muskeltraining, unabhiingig von der Behandlung der Mduse mit dem NF«B-
Inhibitor PDTC, war in den meisten untersuchten Muskeln eine Induktion der
Traf6-Expression auf Proteinebene festzustellen, welche allerdings nur im M.
extensor carpi radialis signifikant war. PDTC alleine hatte dagegen keinen
Einfluss (vgl. Abb. 66).
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4.8.3  Einfluss auf IkBa als einen Marker des NFkB-Signalwegs
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Abb. 67: Relative Konzentration des IkBa-Gens auf Protein-Ebene in Western Blot-Analysen
der verschiedenen Muskeln, Normalisierte Expressionswerte, n=4. Die GroBe der Box beschreibt
den Abstand zwischen dem oberen und dem unteren Quartil, die mittlere waagrechte Linie den
Median und die obere bzw. untere waagrechte Linie das gemessene Maximum bzw. Minimum.

IxBa ist das inhibitorische Protein, das NFxB im Zytoplasma der Zelle
bindet. Erst nach dessen Abspaltung kann das freie NFkB in den Zellkern
translozieren und seine Funktion als Transkriptionsfaktor wahrnehmen
(Kramer&Goodyear, 2007).

In den in dieser Arbeit untersuchten Muskeln war keine eindeutige
Verinderung der IkBa-Konzentration auf Proteinebene festzustellen. Nur im
M. flexor digitorum superficialis kam es zu einer geringen Zunahme von
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IxBa, sowohl durch Training als auch durch die Behandlung mit PDTC.
Diese erreichte aber kein signifikantes Niveau (vgl. Abb. 67).

5  Diskussion

Die positiven Effekte von regelmidBigem Ausdauertraining auf die
Gesundheit des Organismus sind vielfdltig und Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen. Eine der Haupttodesursachen weltweit ist z. B. immer noch
ein Herzinfarkt: Ausdauertraining vermindert nachweislich die Verkalkung
von Gefdflen und die Ausprigung von Bluthochdruck und kann somit das
Herzinfarktrisiko senken (Yusuf et al., 2004). Auch bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz ist eine deutliche Verbesserung der
psychischen und physischen Lebensqualitit zu verzeichnen, wenn sie
regelmiBig Sport treiben (Chan et al., 2016). Die Skelettmuskulatur ist das
Gewebe, das den AuBlenreiz ,,Bewegung* mit als Erstes wahrnimmt und
dadurch vermutlich auch Einfluss auf Anpassungsleistungen des gesamten
Organismus hat. Zudem finden auch in der Muskulatur selbst vielfdltige
Adaptationsreaktionen in Antwort auf Belastung statt, insbesondere eine
Anderung der Eigenschaften von Muskelfasern, verbunden mit Prozessen des
Muskelab-, auf- und -umbaus. Die genauen Mechanismen dieser
Anpassungsreaktionen sind bisher erst unvollstidndig erforscht.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, welche
Anpassungsreaktionen ein regelméfiges Lauftraining im Skelettmuskel
induziert, mit einem besonderen Schwerpunkt auf der Expression von Genen,
welche fiir Proteine kodieren, die an Prozessen des Muskelauf-, ab- und -
umbaus beteiligt sind. Parallel sollte analysiert werden, ob der
Transkriptionsfaktor NFxB, welcher in zahlreiche Prozesse des
Muskelumbaus involviert ist, eine Rolle bei der Trainingsanpassung spielt.
SchlieBlich sollte eruiert werden, ob es Unterschiede hinsichtlich der

Anpassung in verschiedenen Skelettmuskeltypen gibt.
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Zur Kldrung dieser Fragestellungen wurden sowohl physiologische Daten der
Versuchstiere erfasst, als auch metabolische- und
Immunfluoreszenzfiarbungen von Muskelfaserquerschnitten hergestellt

sowie Untersuchungen auf RNA- und Proteinebene durchgefiihrt.

5.1  Auswirkungen von Training und PDTC-Behandlung auf
physiologische Parameter der Versuchsméuse

Die Bedingungen des angewandten Trainings wurden unter
Beriicksichtigung der Daten anderer Arbeitsgruppen gewdhlt, die
vergleichbare Fragestellungen untersucht hatten. Die entsprechenden
publizierten Trainingsprotokolle unterscheiden sich jedoch stark hinsichtlich
der Frequenz des Trainings, der Laufgeschwindigkeit und -dauer und der
Steigung, mit der das Laufband eingestellt war.

Einige Experimentatoren versuchten den Punkt zu evaluieren, an dem Méiuse
zu erschopft zum Weiterlaufen waren. Im Experiment von Denti et. al, 2006,
liefen die Miuse bei 0° Steigung zundchst fiir 5 min bei einer
Geschwindigkeit von 5 m/min. AnschlieBend wurde die
Laufbandgeschwindigkeit jede Minute um 1 m/min gesteigert, bis die Miuse
mindestens 20 sec auf der Sitzplatte verweilten, obwohl sie durch diese
Elektroschocks verabreicht bekamen. Im Durchschnitt erreichten die
C57BL/6J-Miuse diesen Punkt nach 20 min Training, also bei einer
Maximalgeschwindigkeit von 20 m/min bzw. 33 cm/sec (Denti et al., 20006).
Brunelli et al., 2007, begannen in ihrem Experiment bei O ° Steigung
ebenfalls mit einer Akklimatisationsphase von 5 min bei 5 m/min und
erhohten anschlieBend alle 3 min um 1 m/min bis zu einer Geschwindigkeit
von 9 m/min, was 15 cm/sec entspricht. Die Versuchsmiuse hielten dabei
durchschnittlich 60 min Training durch, bis sie mehr als 20 sec auf der
Elektroschockplatte sitzen blieben (Brunelli et al., 2007).

Da Training bis zur Erschopfung zu einer Schiddigung von kontraktilen
Fasern und Membranphospholipiden fiihrt (Armstrong et al., 1991), war es
in dem hier durchgefiihrten Versuch wichtig, diesen Punkt zu vermeiden.
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Zudem ist ein solches Experiment mit extremem Stress fiir die Tiere
verbunden und sollte daher aus tierschutzrechtlichen Griinden nach
Moglichkeit nicht durchgefiihrt werden.
In den im Rahmen dieser Arbeit erfolgten Experimenten wurde das
Laufbandtraining in seiner Intensitit und Dauer langsam angepasst.
Beginnend bei 0 ° Steigung und 5 cm/sec fiir 10 min erreichten die Miuse
nach fiinf Wochen mit drei Mal Training pro Woche ihre Endbedingungen
von 15 ° Steigung bei 24 cm/sec (14,4 m/min) fiir 60 min. Die Sitzplatte zu
Beginn der Laufbandspur stand dabei nicht unter Strom und wurde dennoch
zu keiner Zeit mehr als wenige Sekunden von den Maiusen genutzt. Sehr
selten war es notig, die Tiere durch sanfte Berithrung zum Weiterlaufen zu
motivieren. Dem Empfinden der Experimentatoren nach wurden die
Trainingsstunden von den Miusen positiv aufgenommen und sie absolvierten
das Training zu jeder Zeit ohne Uberlastungsanzeichen.
Interessant ist auch der Vergleich zu Studien zum freiwilligen Laufverhalten
von Miusen. Hierbei wird den Tieren eine Laufmoglichkeit, meist in Form
eines Lauftellers, in ihrem gewohnten Kéfig zur Verfiigung gestellt und iiber
eine angeschlossene Apparatur die tdglich zuriickgelegte Strecke und
maximale von den Méusen gelaufene Geschwindigkeit gemessen, ohne dass
ein von auflen einwirkender Reiz auf die Versuchstiere einwirkt. Experimente
zeigten hierbei Spitzenwerte von liber 30 km, die die Méduse am Tag freiwillig
zuriicklegten, wobei sie nicht mit kontinuierlicher Geschwindigkeit liefen,
sondern immer wieder kleine Pausen einlegten (Goh&Ladiges, 2015). Ein
weiteres Experiment zu freiwilligem Training von Allen er al. wies eine
durchschnittliche Laufdauer von 4,3 h/d bei einer durchschnittlichen
Geschwindigkeit von 26,4 m/min und einer somit im Schnitt erreichten
Distanz von 6,8 km/d nach (Allen et al., 2001).
In den meisten Laufbandexperimenten, die in der Literatur beschrieben sind,
wird auf die Untersuchung von ein bis zwei Hintergliedmaenmuskeln
zuriickgegriffen. Sicherlich ist ein Grund hierfiir auch die Vergleichbarkeit
mit am Menschen durchgefiihrten Laufbandstudien: Diese beschrinken sich
in der Regel auf eine Belastung der Beine, was aber nicht dem
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physiologischen Bewegungsablauf der Miuse entspricht. Versuche zur
Einschitzung der Beanspruchung der Vordergliedmalen im physiologischen
Lauf auf vier Beinen wiren somit vermutlich aufschlussreich.

Die Uberpriifung, ob eine Anpassung des Organismus an die korperliche
Leistung erfolgt, kann auf unterschiedliche Arten durchgefiihrt werden. In
Trainingsstudien beim Menschen ist das iiblichste Verfahren die Messung der
VO,max. Dieser Wert beschreibt die maximale Sauerstoffmenge pro Zeit, die
der Korper am Ende einer erschopfenden Belastung aufnehmen kann, und
wird iiber die Ausatemluft gemessen. Relativ neue Studien haben
Versuchsmechanismen und Protokolle etabliert, die dieses Verfahren auch
bei Miusen ermdglichen (Ayachi et al., 2016). Aus Griinden der
Praktikabilitdt wurde in dem in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuch jedoch
auf die Messung von Ruheherzfrequenz und Muskelkraft als physiologische
Parameter zuriickgegriffen. In RNA-Analysen wurden zudem bestimmte
Marker untersucht, deren Genexpression durch Ausdauertraining reguliert
wird.

5.1.1  Training verminderte die Ruheherzfrequenz bei gleichbleibendem
Herzmuskelgewicht

Die Messung der Ruheherzfrequenz erfolgte sowohl bei den Kontrolltieren
als auch den Versuchstieren 24 Stunden nach Beendigung des letzten
Trainingsprotokolls. Es wurde darauf geachtet, dass die Maéuse ihre
Umgebung und das Messverfahren als so wenig stressbehaftet wie moglich
empfanden, indem ihnen zum Beispiel eine Riickzugsmoglichkeit geboten
wurde. Fiinf Werte wurden iiber eine Zeitdauer von zehn Minuten ermittelt
und anschlieend arithmetisch gemittelt.

Eine Vielzahl an Versuchen konnte eine niedrigere Ruheherzfrequenz bei
Ausdauersportlern nachweisen, die auf die Wirkung des Nervus vagus und
strukturelle Verdnderung im Sinusknoten zuriickgefiihrt werden (Herzig et
al., 2018). In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen ergab sich in dem in
dieser Arbeit beschriebenen Versuch eine klare Reduktion der
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Ruheherzfrequenz bei den Maiusen, die das zehnwochige Training
durchlaufen hatten. Etwas deutlicher zeigten sich die Effekte noch unter
Einfluss von PDTC, welches den Transkriptionsfaktor NFkB inhibiert.
Vella et al., 2012, beschrieben einen Anstieg der NFxB-Aktivitdt nach
Krafttraining (Vella et al., 2012), wohingegen nach Ausdauertraining eine
Reduktion beobachtet wurde, die dem Abbau von Muskulatur entgegen
wirken soll (Liu&Chang, 2018). Es ist also moglich, dass die verminderte
NFkB-Aktivitdit nach PDTC-Behandlung die Ruheherzfrequenz negativ
beeinflusst. Die entsprechenden Mechanismen sind allerdings noch vollig
unklar.

Versuche zeigten auBerdem, dass ausdauertrainierte Sportler einen groferen
Herzmuskel aufweisen als Untrainierte (Herzig et al., 2018). Auch bei den
Maiusen in dem in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuch wurde das
Herzmuskelgewicht nach der Totung bestimmt, es ergaben sich aber keine
signifikanten Veridnderungen. Eine Tendenz zu hoherem Gewicht konnte
aber sowohl in Zusammenhang mit dem Training, als auch nach PDTC-Gabe
festgestellt werden. Es ist allerdings zu bedenken, dass das Gesamtgewicht
eines Miauseherzens bei ca. 150-250 mg liegt, so dass kleinste Verdnderungen
in Bezug auf die Prédparation schon grofie Auswirkungen auf das gemessene
Gewicht haben konnen. So war es zum Beispiel praktisch nicht moglich, die
Préparation immer an exakt der gleichen Stelle der GefdBBverbindungen
durchzufiithren. Auch das nach der Totung durch Blutentzug verbliebene
Restvolumen an Blut in den Herzkammern war nicht genau zu bestimmen
und beeinflusste das ermittelte Gesamtgewicht. Insofern ist zu bezweifeln,
dass absolut gesehen kleine Unterschiede, auch wenn sie im relativen
Vergleich bedeutend sein konnten, mit diesem Verfahren {iiberhaupt

dargestellt werden konnen.
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5.1.2  Es waren keine Unterschiede in der Kraftmessung zwischen den
Gruppen darstellbar

Ein weiterer physiologischer Parameter um die Muskelzunahme der Miuse
detektieren zu konnen, ist der Vergleich der maximalen Muskelkraft, zu der
trainierte und untrainierte Miuse fahig sind. Hierzu wird in vielen Studien
der sogenannte Grip strength-Test durchgefiihrt. Die entsprechende
Versuchsapparatur besteht aus einem Gitter, in das ein Sensor eingebaut ist,
welcher mit einer Feder verbunden ist. Die Maus greift das Gitter mit beiden
Vorderbeinen oder allen vier Gliedmaf3en und die Apparatur misst die Kraft,
die zum Losen der Maus tiberwunden werden muss.

Der Grip strength-Test ergab bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Tieren keine Unterschiede zwischen den einzelnen experimentellen Gruppen.
Dem subjektiven Empfinden der Experimentatoren nach wandten die Miuse
aus nicht geklédrten Griinden bei den Versuchen jedoch nicht ihre maximale
Kraft auf. In diesem Fall wéren die Daten nicht aussagekriftig. Der grofie
Unterschied zwischen der Kraftaufwendung vor und nach dem Training kann
als Gewohnungs- oder Ermiidungseffekt erkldrt werden. Die gemessene
Kraft lag mit 100-170 g etwa im gleichen Bereich, den auch andere
Arbeitsgruppen bei unbehandelten Wildtyp-Miusen erzielten (Wiesmann e?
al., 2018, Takeshita er al., 2017). Wiesmann et al., 2018, z. B. nutzten das
Grip strength-Messverfahren um in ihren Versuchen eine verminderte Kraft
bzw. Greiffihigkeit der Miuse nach induziertem Schlaganfall nachzuweisen
(Wiesmann et al., 2018).

5.1.3  Trainierte Miuse unter PDTC zeigten ein niedrigeres
Korpergewicht nach zehn Wochen Lauftraining

Alle Miuse  verzeichneten eine  altersentsprechende, addquate

Gewichtszunahme; Es bestand kein Unterschied in der korperlichen

Entwicklung der Tiere der beiden Kontrollgruppen. PDTC alleine hatte somit

grundsitzlich keinen Effekt auf die physische Entwicklung der Méuse. Einen

deutlichen Unterschied konnte man allerdings im Vergleich des Gewichts der
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Tiere der Laufergruppen sehen: Die Laufer unter PDTC-Behandlung blieben,
gegeniiber den Miusen, die unbehandeltes Trinkwasser erhalten hatten, im
Gesamtgewicht um ca. 2 g zuriick. Dies entspricht einem verminderten
Gewicht von fast 30 % der Gesamtkorpermasse gegeniiber dem der Liufer-
Kontrollgruppe. In etwa der gleiche Gewichtsunterschied bestand gegeniiber
den beiden untrainierten Versuchsgruppen. Dies legt die Vermutung nahe,
dass PDTC Aspekte der Trainingsanpassung, z. B. eine Muskelhypertrophie,
blockieren konnte, wihrend durch das Training gleichzeitig weniger
Fettreserven als in den Nichtldufer-Kontrollgruppen aufgebaut wurden.

Um diese These zu validieren und eine genauere Aussage iiber eine
potentielle Muskelhypertrophie treffen zu koénnen, wurde auch das
Einzelmuskelgewicht der priparierten Organe erfasst. Hier war allerdings
kein messbarer Unterschied zwischen den Gruppen festzustellen. Wie bereits
im Zusammenhang der Diskussion des Herzgewichts beschrieben war aber
auch hier die Messungenauigkeit recht grof, da das Probenmaterial sehr klein
war, was eine exakte Priparation nicht immer ermdoglichte. In weiteren
Studien sollte daher die Korperzusammensetzung, insbesondere der

Fettanteil der Miuse, analysiert werden.

5.2 Fasertypanpassung und metabolische Veridnderungen im Muskel nach
Lauftraining und NFkB-Hemmung

5.2.1  Marker fiir ,,oxidativen“ Muskeltyp waren nach Training leicht
erhoht
Durch regelmifige Beanspruchung eines Muskels durchlduft dieser
metabolische und strukturelle Verdnderungen. Typischerweise fiihrt
Krafttraining zu einer Zunahme des Zellvolumens. Versuche zeigten zudem,
dass auch in Antwort auf ein Ausdauertraining eine Hypertrophie ausgebildet
werden kann, und zwar grundsitzlich in allen Fasertypen. In manchen
Muskeln zeigte sich diese in Versuchen anderer Experimentatoren allerdings
bei schnell kontrahierenden Fasern stirker ausgeprigt als bei langsam
kontrahierenden Fasern (Alway et al, 1989). Zudem kommt es bei
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Ausdauertraining zu einem Faserumbau: Schnell, aber sehr kurz
kontrahierende Mhc I1IB-Fasern nehmen ab, zugunsten der Mhc IIA-Fasern,
die zu etwas ldngerer Kontraktion fahig sind (Adams et al, 1993). Im
Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl Firbungen der Mhc-Isoformen
durchgefiihrt, als auch die Expression der entsprechenden Gene auf RNA-
Ebene untersucht. Bei der Darstellung der relativen Anteile an Fasern an der
Gesamtfaserzahl, wie sie in Farbemethoden ermittelt wird, muss dabei die
Zunahme einer spezifischen Isotypform immer mit der Abnahme einer
anderen vergesellschaftet sein. Bei entsprechenden qPCR-Analysen kann
eine Zunahme des Signals hingegen prinzipiell alle Fasertypen gleichzeitig
betreffen.
Mehrere Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass Denervation in langsam
arbeitenden Muskeltypen zur relativen Abnahme von langsam
kontrahierenden Fasern fiihrt, wobei es in schnellen Muskeltypen zur
Verminderung der schnellen Isoformen kommt (Huey&Bodine, 1998,
Jakubiec-Puka et al., 1999).
Entsprechend zeigten qPCR-Experimente im Rahmen der vorliegenden
Arbeit ein recht unterschiedliches Bild: Der M. extensor digitorum longus ist
ein Muskel der Hintergliedmale, der fiir die Streckung der Zehen und die
Beugung des Sprunggelenks zustindig ist. Er enthdlt im untrainierten
Zustand mit etwa 88 % fast nur Mhc IIB-Fasern, wenige Mhc ITA-Fasern und
keine Mhc IIX- oder Mhc I-Fasern (vgl. Tbl. 2). In den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Versuchen zeigte sich, kongruent zu den Ergebnissen anderer
Studien, eine Steigerung des Anteils von Mhc ITA-Fasern im M. extensor
digitorum longus durch Training auf mRNA-Ebene. Dies war sowohl bei
Miusen unter als auch ohne PDTC-Einfluss zu beobachten, wobei PDTC
alleine keinen Effekt auf die Fasertypverteilung hatte. Mit der Methode der
qPCR-Analyse konnte somit keine Verdnderung der Mhc IIB- und Mhc I-
Genexpression beobachtet werden und Mhc IIX war in nicht signifikantem
Ausmal leicht induziert.
Ein dhnliches, aber nicht ganz so ausgeprigtes Bild, zeigte sich im M.
gastrocnemius, dem kraftigsten Strecker des Sprunggelenks. Dieser ist
141



Diskussion

dhnlich aufgebaut, wie der M. extensor digitorum longus, mit iiber 80 % Mhc
[IB-Fasern, knapp 20 % Mhc IIA-Fasern, sowie nur wenigen Mhc IIX- und
Mhc I-Isoformen. In den in dieser Arbeit durchgefiihrten qPCR-Analysen
war ein Anstieg der Mhc I-Genexpression zu beobachten, welcher aber keine
Signifikanz erreichte. Beschriebene Versuche mit menschlichen Probanden
zeigten ebenfalls eine Zunahme der Mhc I[-Fasern z.B. nach
Ausdauertraining mit dem Fahrrad (Howald er al, 1985) und bei
Langstreckenldufen (Jansson et al., 1978), wohingegen nach mehrwochigem
Sprinttraining eine Abnahme dieser Fasern zu verzeichnen war (Esbjornsson
etal., 1993).

Ein Muskel der Vordergliedmalle ist der M. triceps brachii, der fiir die
Streckung des Ellbogens und die Beugung der Schulter verantwortlich ist.
Das in diesem Experiment untersuchte Caput longum weist ebenfalls eine
von Mhc IIB dominierte Zusammensetzung auf, wobei sich zusitzlich Mhc
IIX- und Mhc ITA-Fasern zu fast gleichen Teilen im Muskel finden. Auch
hier war in qPCR-Analysen ein deutlicher Anstieg des Anteils der Mhc ITA-
Fasern zu beobachten. Mhc IIX- und Mhc I-Fasern nahmen ebenfalls zu, Mhc
IIB-Fasern hingegen veridnderten ihre Menge nicht wesentlich.

Der M. soleus ist nun ein Muskel mit eher ,,oxidativen* Eigenschaften: Mit
etwa 37 % Mhc I-Fasern weist er den hochsten Anteil dieses Fasertyps in
einem murinen Muskel auf (Kammoun et al., 2014, Augusto et al., 2004).
Fast genauso haufig vertreten sind die Mhc ITA-Fasern, wohingegen sich
Mhc IIB-Fasern gar nicht finden und Mhc IIX nur zu einem Anteil von etwa
10 %. Der M. soleus ist fest mit dem M. gastrocnemius verbunden und
ebenfalls fiir die Streckung des Tarsus zustindig. Hier ergab sich bei den im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten qPCR-Analysen ein gegenteiliges Bild
zu den anderen, eher ,glykolytisch® aufgebauten Muskeln: Die zuvor
vermehrt auftgetretenen Mhc IIA-Fasern zeigten sich nun vermindert, wobei
dieser Effekt kein signifikantes Niveau erreichte. Mhc IIB-Fasern waren
weiterhin nicht vertreten, was sich im kaum vorhandenen Expressionsniveau
des entsprechenden Mhc-Gens widerspiegelte. Auch die Menge der Mhc ITIX-
Fasern sank geringgradig und die langsam kontrahierenden Mhc I-Fasern
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nahmen unter Training leicht zu, was bei zusétzlicher PDTC-Verabreichung
aber nicht mehr zu beobachten war. Die kontraktilen Eigenschaften der
Fasertypen korrelieren mit ihrem Gehalt an SDH und mATPase, so dass
anhand des Firbeverhaltens von Muskelquerschnitten auf die enthaltenen
Fasern riickgeschlossen werden kann. Eine Zuordnung der Fasern zu
entsprechenden Mhc-Typen ist auch durch die Methode der
Immunfluoreszenzfiarbung einzelner Mhc-Subtypen moglich. Als einziger
Extremitidtenmuskel der Mhc I-Fasern in hoher Anzahl aufweist und somit
recht ausdauernd arbeitet, wird der M. soleus sehr hiufig zur Betrachtung von
Trainingseffekten herangezogen. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit
bei der Durchfiihrung der Immunfluoreszenz- und der metabolischen
Farbung ebenfalls auf diesen Muskel zuriickgegriffen: Das vollstindige
Fehlen von Mhc IIB-Fasern in diesem Muskel bestitigte sich im
Farbeverhalten bei beiden Methoden und auch ein geringgradiges Absinken
an Mhc IIX-Fasern in Muskeln trainierter Miuse stimmte mit den Daten der
qPCR-Analyse iiberein. Anders verhilt es sich bei den Mhc I- und Mhc ITA-
Fasern: Auf mRNA-Ebene war ein Anstieg an Mhc I und ein Abfall an Mhc
IIA zu beobachten, in der mATPase Farbung sowie der
Immunfluoreszenzfiarbung war dies nun genau umgekehrt. Eine Erklarung
konnte hier die GroSe der Muskelfasern bieten. Die Auswertung des
Farbeverhaltens beschrinkte sich auf die reine Anzahl der positiven
Muskelfaserquerschnitte. Es wurde keine Aussage iiber eine eventuelle
Anderung des Querschnitts dieser Fasern getroffen. Denkbar wire es, dass
zwar prozentual weniger Mhc I-anfirbbare Fasern im Muskel vorkamen,
diese aber einen grofleren Durchmesser und damit einhergehend eine héhere
Konzentration an Mhc I aufwiesen. In diesem Zusammenhang wére eine
Messung der Grofle der Muskelquerschnitte der vier Vergleichsgruppen
interessant.

Einige Autoren beschreiben die Moglichkeit des Fasershifts nach
Ausdauertraining nur zwischen den verschiedenen schnellen Mhc II-
Fasertypen, nicht jedoch zwischen Mhc II- und Mhc I-Subtypen (Karp, 2001,
Scott et al., 2001). Dies konnte erkldren, warum es im M. soleus, der bereits
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ein hohes ,,oxidatives* Potential aufweist, weniger starke Verdnderungen gab
als in den eher ,,glykolytisch* und somit schnell arbeitenden Muskeln.
Zudem bleibt ebenfalls zu bedenken, dass einige Muskelfasern durchaus
mehrere  Mhc-Isoformen enthalten konnen (Pette&Staron, 2000).
Untersuchungen an Einzelfasern konnten zeigen, dass die Faserbestimmung
aufgrund des histochemischen Verhaltens nicht immer einer exakten Mhc-
Zuordnung entspricht, da auch innerhalb der Einzelfaser mehrere Myosin-
Isoformen bestehen konnen (Pereira Sant'Ana et al., 1997, Wada et al., 1995).
Diese Fasern werden als Hybrid- oder Ubergangsfasern bezeichnet, da sie
sich v. a. in Zustdnden des Muskelfaserumbaus finden.

Auch die Entnahmestelle innerhalb des gleichen Muskels ist von Bedeutung:
so befinden sich an der Oberfldche des Muskels eher Typ II-Fasern, wihrend
in tieferen Regionen vermehrt Typ I-Fasern zu finden sind (Knechtle, 2002,
Kohn&Myburgh, 2007). Gut zu sehen war dies im Rahmen dieser Arbeit
z. B. am M. gastrocnemius (vgl. Abb. 20F), bei dem bereits mit bloBem Auge
rote und weille Anteile unterschieden werden konnten. Auch durch diesen
Zustand war eine exakte Probenentnahme und Vergleichbarkeit dieser
Proben zwischen den Versuchstieren erschwert.

Unklar ist zudem, ob das durchgefiihrte Trainingsprotokoll alle Muskeln in
gleichem MalBle belastet hat. Durch die eingesetzte Steigung und die
natiirliche Bewegungsphysiologie von Méusen ist es denkbar, dass zumindest
die Vordergliedmalen eher eine Art Kraft- und kein Ausdauertraining
durchlaufen haben.

Unter PDTC-Einfluss konnte dagegen keine klare Tendenz einer
Verdnderung des Expressionsniveaus der Mhc-Gene oder des relativen
Anteils verschiedener Muskelfasertypen, weder mit noch ohne Training,
beobachtet werden. PDTC, und somit vermutlich auch NFkB, schienen in
dem in dieser Arbeit beschriebenen Versuchsmodell also keinen stark

ausgeprigten Effekt auf den Muskelfaserumbau zu haben.
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5.2.2  Expression der Marker Zs und Thcldl war hinweisend auf eine
erfolgte Trainingsanpassung

Eine Vielzahl an Studien konnte nachweisen, dass es bei Trainingsanpassung
zu einer Erhohung der Zitratsynthase in der Muskulatur kommt. Die
Zitratsynthase ist ein Enzym, welches in Mitochondrien vorkommt und fiir
den Ablauf des Zitratzyklus essentiell ist. Die Aktivitdt der Zitratsynthase
wurde in den meisten Versuchen photometrisch bestimmt (Bruce et al., 2004,
Carter et al., 2001, Howarth et al., 2004, Jeppesen et al., 2006), wobei je nach
verwendetem Experimentprotokoll sehr unterschiedlich ausgeprigte
Aktivitdtszunahmen des Enzyms gemessen wurden. Ein Zusammenhang
besteht ebenfalls zwischen der Menge an gemessener Zs-Aktivitit und dem
Ausmal} an geschadigter mitochondrialer Membran (Leek et al., 2001),
weswegen die Art der Priparation des Gewebes einen groflen Einfluss auf die
gemessenen Werte haben kann. In dem hier beschriebenen Versuch wurde
daher nicht die Aktivitdt, sondern die Zs-Expression auf mRNA-Ebene fiir
mehrere Muskeln bestimmt: Im M. extensor digitorum longus erreichte die
Zs-Induktion in Antwort auf das Training, sowohl unter PDTC als auch ohne
Verabreichung des NFkB-Inhibitors, signifikantes Niveau. Auch im M.
gastrocnemius war eine deutliche Zunahme zu sehen, im M. soleus und M.
triceps brachii verlief die Induktion weniger eindeutig, es waren aber
ebenfalls entsprechende Tendenzen zu beobachten. Dies spricht dafiir, dass
in allen untersuchten Muskeln, jedoch vermutlich in sehr unterschiedlicher
Ausprigung, eine Anpassung hin zu einem ,oxidativeren* Stoffwechsel
stattgefunden hat.

Tbcldl ist wiederum ein Protein, das vermehrt in ,,glykolytisch* geprigten
Muskeln vorkommt. Nach Muskelkontraktion vermittelt Tbcldl die
Glukose-Aufnahme in den Muskel.

Thcldl"-Miuse zeigen eine normale Gewichtsentwicklung und einen
ungestorten Insulinstoffwechsel, aber bleiben in der Leistungsfiahigkeit
gegeniiber Wildtypméiusen zuriick. In einem Laufbandexperiment, das bis zur
Erschopfung der Méuse durchgefiihrt wurde, erreichten die knock out-Miuse
mit ca. 60 min deutlich geringere Zeiten als eine Wildtyp-Kontrollgruppe mit
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durchschnittlich 90 min bei gleicher Geschwindigkeit und Steigung (Stockli
et al., 2015). Interessanterweise konnte in dem Versuchsaufbau dieser Arbeit
die deutlichste trainingsbedingte Induktion von Thcldl im ,,0xidativen M.
soleus nachgewiesen werden. Sowohl mit als auch ohne PDTC-Gabe
erreichte die Verdnderung ein signifikantes Niveau. In Versuchen anderer
Wissenschaftler war die Fihigkeit zur Aufnahme von Glukose in knock out-
Mausen im ,,glykolytischen* M. extensor digitorum longus reduziert, jedoch
nicht im ,,oxidativen® M. soleus. Weille (,.glykolytische®) Teile des M.
quadriceps der knock out-Tiere waren zur Glukoseaufnahme ebenfalls in
deutlich geringerem Mafle fihig als rote Teile desselben Muskels. Diese
wiesen zudem eine dhnliche Konzentration an Glut4-Protein auf wie Gewebe
von genetisch unveridnderten Méusen (Stockli et al., 2015). Tbcld1 scheint
im ,oxidativ® geprigten Muskel also keine bedeutende Rolle fiir die
Glukoseaufnahme zu spielen.
In dem in dieser Arbeit beschriebenen Experiment war auch im M. extensor
digitorum longus nach Ausdauertraining eine signifikante Steigerung der
Tbcldl-Expression nachzuweisen, welche unter PDTC-Einfluss allerdings
nicht mehr zu beobachten war. In Bezug auf die Mhc-Typologie dhnlich
aufgebaut ist der M. gastrocnemius, wobei PDTC alleine hier, wie auch im
M. triceps brachii, in den beiden Nichtldufer-Gruppen einen inhibierenden
Effekt auf die Thcldi-Expression zu haben schien, der bei gleichzeitigem
Training wieder aufgehoben war.
Zusammengefasst ist somit festzuhalten, dass auch das TbcldI-
Expressionsmuster fiir metabolische Muskelanpassung in Antwort auf das
hier durchgefiihrte Trainingsprotokoll spricht, wobei zwischen den
verschiedenen Muskeln groB3e Unterschiede bestehen. Dabei scheint es fiir
die Anpassungseffekte von grofer Relevanz zu sein, ob der jeweilige Muskel
grundsitzlich eher ,,oxidativ* oder eher ,,glykolytisch* geprigt ist. Zudem
wurden beziiglich des PDTC-Effekts grofle Varianzen beobachtet, was darauf
hindeuten konnte, dass auch die Rolle von NF«B bei der Regulierung der
metabolischen Anpassung sehr stark vom jeweiligen Muskeltyp abhingen
konnte.
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5.3  Expression von Markern fiir Muskelaufbau in der Trainingsanpassung
Auch wenn keine grole Zunahme an Muskelmasse stattfindet kommt es zu
einem kontinuierlichen Muskelfaserumbau. Beschidigte Zellen werden
ersetzt und auch eine Neusynthese von Zellen findet statt. Hierfiir besitzt
jeder Muskel einen Pool an sogenannten Satellitenzellen, die noch
teilungsfdhig und nur gering differenziert sind und in der Homdostase, bei
Hypertrophie und auch Zellerneuerungen ihren Einsatz finden (Zammit,
2008). Zusitzlich werden permanent neue Proteine synthetisiert, welche in
ihre funktionelle Form gefaltet werden miissen.

Die Untersuchungen in dieser Arbeit befassten sich in diesem
Zusammenhang auch mit einer moglichen Beteiligung von Chaperonen an
der Trainingsanpassung des Skelettmuskels. Dies sind Proteine, die als
Faltungshelfer am Ribosom den korrekten Aufbau und somit eine ungestorte
Funktion von dort neusynthetisierten Proteinen koordinieren. Chaperone
arbeiten in vielen Féllen eng mit dem UPS zusammen und eine Induktion der
Expression von z. B. fiir Hitzeschockproteine, welche ebenfalls zu dieser
Gruppe gehoren, kodierenden Genen, konnte nach akutem Muskeltraining
bereits mehrfach nachgewiesen werden (Milne&Noble, 2002). Die genauen
Zusammenhinge und Regulationsmechanismen hierbei sind allerdings noch
nicht abschlieend bekannt.

5.3.1 Es zeigten sich divergierende Effekte auf oB-Crystallin auf
Proteinebene
Bei der Faltung des Aktinfilaments mitwirkend ist das kleine
Hitzeschockprotein oB-Crystallin, das bei steigenden Temperaturen im
Zellkern und unter normalen Bedingungen im Zytoplasma der Zelle zu finden
ist. Die Bedeutung von Cryab wurde bisher hauptsichlich nach akutem
Muskeltraining untersucht. In einer Studie von 2019 konnten Jacko et al.
dabei nachweisen, dass das Auffinden erhohter Cryab-
Proteinkonzentrationen stark abhingig von der Trainingsintensitét ist. Die
Muskelbiopsieentnahme erfolgte in dieser Studie 30 min nach
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abgeschlossener Sporteinheit und es zeigte sich nur nach hoher
Kraftanstrengung ein Effekt in den Western Blot-Analysen (Jacko et al.,
2019). In dem in dieser Arbeit beschriebenen Versuch wurden sowohl
Untersuchungen auf Protein-, als auch auf mRNA-Ebene durchgefiihrt.
Signifikante Ergebnisse ergaben sich in SDS-PAGE-Analysen im M. flexor
digitorum superficialis, in welchem Training sowohl unter PDTC-Einfluss,
als auch ohne zu einer Induktion von Cryab fiihrte. Im extensor carpi radialis,
ebenfalls einem Vordergliedmalenmuskel, kam es nach Training allerdings
zu einer signifikanten Abnahme der Cryab-Proteinkonzentration. Jacko et al.,
2019, variierten in ihren Versuchen auch die verschiedenen Arten an
Belastung, wie Kraft- und Ausdauertraining, und die Trainingsintensitét.
Eine Induktion von Cryab fand in der von ihnen durchgefiihrten Studie unter
allen Trainingsbedingungen in Mhc I-Fasern, jedoch nur bei Krafttraining
auch in Mhc II-Muskelfasern statt (Jacko et al., 2019).

Der M. flexor digitorum superficialis und der M. extensor carpi radialis
weisen beide vorwiegend Mhc II-Fasern auf, wobei der M. flexor digitorum
superficialis eine sehr hohe Anzahl an Mhc IIX-Fasern besitzt, die sich bei
Trainingsanpassung am schnellsten in andere Fasertypen umwandeln
konnen. Im Gegensatz zum M. flexor digitorum superficialis besitzt der M.
extensor carpi radialis keine Mhc ITA-Fasern und besteht zu mehr als 60 %
aus den schnellsten und am wenigsten ausdauernden Mhc IIB-Fasern. Als
Ursache fiir die voneinander abweichenden Ergebnisse denkbar wire, neben
der etwas divergierenden Fasertypzusammensetzung, noch eine
unterschiedlich erfolgte Belastung der Muskeln: Durch das Uberwinden der
Steigung und das physiologische Gangbild der Maus auf vier GliedmaBen ist
es durchaus moglich, dass Strecker und Beuger der Vordergliedmafe durch
das Training unterschiedlich belastet wurden.

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten qPCR-Analysen wurden im M.
extensor carpi radialis, kongruent zu der gemessenen Proteinkonzentration,
verringerte Werte fiir Cryab nach Training nachgewiesen, die hier allerdings
keine Signifikanz erreichten. Im M. soleus konnte eine tendenzielle Zunahme
der Cryab-Expression beobachtet werden, die aber nur im M. triceps brachii
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(wieder ein VordergliedmaBBenmuskel), bei gleichzeitigem Einfluss von
Training und PDTC, signifikantes Ausmaf} erreichte. Dies stimmt mit den
Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen iiberein, die dafiir sprechen, dass es
nach Training zu keiner Verdnderung der Cryab-Expression auf mRNA-
Ebene kommt (Ogata et al., 2009) und dass die Regulierung vermutlich
posttranskriptionell erfolgt. Weitere Untersuchungen weisen dabei darauf
hin, dass die entsprechenden Regulationsmechanismen auch auf der
Entstehung von Muskelwdrme und ROS durch Muskeltraining

zuriickzufiihren sein konnten (Dimauro et al., 2016).

5.3.2  Es waren nur geringe Effekte auf Hsp90 und Hsp70 auf mRNA-
Ebene nachweisbar
Ebenfalls Hitzeschockproteine sind die Chaperone Hsp90 und Hsp70, die
beide ubiquitir vorkommen und deren Bedeutung v. a. in ihrer katalytischen
Wirkung auf andere Proteine liegen. Hsp70 ist hierbei gleichmiflig im
Muskel verteilt, wohingegen Hsp90 seine Aufgabe im Bereich des Myosin-
Filaments hat (Etard er al., 2007). Verschiedene Studien zeigten eine
Induktion von Hsp70 nach Muskelschidigung durch exzessive
Muskelbeanspruchung (Morton et al., 2009, Paulsen et al., 2009, Senf et al.,
2013). In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen der mRNA-
Konzentration von Hsp70 und Hsp90 konnte kein grofBler Effekt des
absolvierten Trainings auf beide Marker nachgewiesen werden. Aufler im M.
extensor digitorum longus, der in trainierten Méiusen eine erniedrigte
Konzentration beider Chaperone zeigte, fithrte Training fast immer zu einer
nur geringgradigen Induktion der fiir diese beiden kodierenden Gene. Dies ist
kongruent mit einer Laufbandstudie an Ratten von Milne und Noble aus
2002, die die Effekte von Training auf die Hsp70-Expression in Abhédngigkeit
der Trainingsintensitit beschrieben. In diesen Untersuchungen ergaben sich
ebenfalls Unterschiede beziiglich der Expression in verschiedenen
Muskelfasern: In roten Muskelanteilen des M. vastus lateralis zeigten sich

nach Training erhohte Proteinkonzentrationen fiir Hsp70, in den weillen
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Anteilen des gleichen Muskels hingegen nicht. Auch der ,,oxidative* M.
soleus reagierte mit einem eigenen Reaktionsmuster: Zunichst kam es durch
Training zu einer vermehrten Hsp70-Proteinkonzentration, die aber bei
hoheren Belastungen sogar wieder riickldaufig war (Milne&Noble, 2002). In
den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten kam es auf mRNA-Ebene
im M. soleus zu einer signifikanten Induktion von Hsp 90, die allerdings unter
Einfluss von PDTC nicht mehr zu beobachten war. Auch die gefundenen
Konzentrationen der beiden Hitzeschockproteine im M. extensor digitorum
longus waren besonders auffillig: In diesem ,glykolytischen®
HintergliedmaBenmuskel zeigten sich sogar gegenteilige Tendenzen: Die
Expression der Gene fiir Hsp70 und Hsp90 war auf mRNA-Ebene nach
Training in nicht-signifikantem Maf3e verringert.

Die Reaktionsmuster fiir Hsp70 und Hsp90 scheinen demnach stark abhéingig
vom  untersuchten = Muskel sowie  vom  Belastungs- und
Untersuchungszeitpunkt zu sein und sich vorwiegend auf Proteinebene
abzuspielen.

Fiir Hsp70 ist ebenfalls beschrieben, dass es in seiner extrazellularen Form
an Entziindungsvorgingen mitwirkt: Ein wahrscheinlicher Bindungspartner
ist Rage, der sogenannte ,,receptor for advanced glycation endproducts, der
iiber den Mapk-Signalweg zur Aktivierung von NFkB fiihrt. Dies wiederum
hat die Freisetzung von Zytokinen zur Folge (Somensi et al., 2017). Auch
Hsp90 aktiviert NFkB, was man sich z. B. bei Einsatz von Medikamenten mit
Anti-Hitzeschockprotein-Wirkung zunutze macht (Thangjam ez al., 2016). In
den in dieser Arbeit gewonnenen Versuchsergebnissen waren die Effekte
unter Einfluss von PDTC, also bei blockierter NFkB Wirkung, allerdings
unverindert in ihrer Auspragung.
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5.3.3  Training und PDTC zeigten einen synergistischen Einfluss auf das
Chaperon Unc45b
Eine Co-Chaperon-Wirkung ist u. a. fiir Hsp90 und Unc45b beschrieben.
Die Daten dieser Arbeit zeigten Effekte auf Unc45b, die v. a. unter PDTC-
Einfluss stattfanden. Hier war auf mRNA-Ebene im M. extensor digitorum
longus eine Reduktion der Unc45b-Expression nachzuweisen. Diese war
auch unter Training alleine induziert, erreichte aber erst bei Zugabe von
PDTC signifikantes Ausmaf. Im M. soleus kam es zu gegensitzlichen
Effekten: Unc45b zeigte sich unter Training etwas verstirkt induziert, was
ebenfalls bei PDTC-Zugabe Signifikanz erreichte. Auf Proteinebene konnte
im SDS-PAGE-Verfahren im M. rectus femoris sowie etwas geringer
ausgeprdgt im M. triceps brachii ebenfalls eine Induktion bei PDTC und
Trainingsreiz nachgewiesen werden, wohingegen die Proteinkonzentration
im M. gastrocnemius bei gemeinsamer Wirkung von Training und PDTC
deutlich sank.
Eine direkte Regulierung von Unc45b durch NFkB ist bisher nicht bekannt.
Da es keine reinen PDTC-Auswirkungen gab, die Veridnderungen aber unter
PDTC eindeutiger ausfielen, scheint dieser Effekt vor allem im
Zusammenhang mit Training wichtig zu sein.
Unc45b gilt als wichtigstes Chaperon im Muskel fiir die Kontrolle von
Myosinaufbau
und -funktion. Entdeckt wurde es zunidchst im Fadenwurm Caenorhabditis
elegans und ist bisher hauptsichlich in diesem, im Zebrafisch und der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster erforscht. In hoheren Organismen ist
Unc45b v.a. fiir die Myosinreifung wihrend der Muskelentwicklung
(Srikakulam&Winkelmann, 2004) und fiir die Kontrolle der korrekten
Myosinfunktion, zusammen mit dem bereits zuvor beschriebenen
Hitzeschockprotein Hsp90 und der UPS-Ligase Ufd2, von Bedeutung
(Hellerschmied er al, 2019). Als Chaperon schiitzt es Myosin unter
Stressbedingungen vor Abbauprozessen (Lee et al., 2014). Uber eine Rolle
des Proteins wihrend der physiologischen Muskelfunktion oder der
Trainingsanpassung ist bisher nichts bekannt. Die Erkenntnisse dieser Arbeit
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geben erste Hinweise auf eine Regulierung von Unc45b durch
Ausdauertraining und eine mogliche Beteiligung des NFkB-Signalwegs an
diesem Effekt, was in weiterfithrenden Analysen genauer untersucht werden
sollte.

5.3.4  Training fiihrte zu einer leichten Induktion von skNac, zeigte aber
keinen Einfluss auf das Chaperon Smyd1

Verschiedene Versuche haben die Bedeutung von skNac fiir die
Myoblastenmigration und Sarkomerogenese gezeigt (Berkholz et al., 2013).
Gendefiziente Miuse weisen zudem deutlich reduzierte
Myosinkonzentrationen in den Muskelzellen und ein Fehlen der roten
Muskelfasern auf (Park er al., 2010). In Zellkulturversuchen konnte ein
Einfluss von skNac auf die Ausbildung einer korrekten Sarkomerogenese
nachgewiesen werden: Obwohl nach skNac-Depletion die absoluten Mengen
an Aktin und Myosin in der Muskelzelle nicht beeintrichtigt waren, zeigte
sich ein ungeordneter Aufbau der Fasern (Berger et al., 2012, Berkholz et al.,
2018). Zudem ist ein wichtiger Bindungspartner von skNac das Protein
Smyd1, welches sowohl als Methyltransferase agieren kann, als auch die
Deazetylierung von Histonen vermittelt. Diese Fahigkeiten legen eine Rolle
als transkriptioneller Regulator nahe. Bisher wurde dies allerdings
hauptsdchlich in Zellkulturversuchen und in transgenen Organismen
untersucht. Uber die physiologische Bedeutung von skNac und Smyd1 bei
der Trainingsanpassung des Skelettmuskels ist bisher nichts bekannt.

In den in dieser Arbeit nach Ausdauertraining untersuchten Muskelproben
konnte auf mRNA-Ebene keine deutliche Regulierung von Smydl durch
Training oder PDTC nachgewiesen werden. Es zeigte sich auf mRNA-Ebene
lediglich eine leichte, nicht signifikante Erhohung der SmydI-Expression im
M. soleus durch Training. Auf Proteinebene waren die detektierten Effekte
in allen untersuchten Muskeln ebenfalls sehr gering, wobei sich eine
tendenzielle Induktion nach Training im M. extensor digitorum longus, im

M. soleus und im M. extensor carpi radialis zeigte. Fiir skNac hingegen
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konnte in qPCR-Analysen eine eindeutige trainingsbedingte Induktion im
»glykolytischen M. gastrocnemius und im M. extensor digitorum longus
beobachtet werden, die in Ersterem auch signifikante Ausmafle erreichte.

Versuche von Stewart et al., 2016, mit Smyd1-knock out-Méausen zeigten in
unterschiedlichen untersuchten Muskeltypen jeweils &hnliche basale
Konzentrationen des Proteins. In schnell-kontrahierenden Muskelfasern war
die auftretende Hypotrophie der Muskelfasern und der regional gestorte
Faseraufbau allerdings stirker ausgeprédgt als in langsam-kontrahierenden
Fasern (Stewart et al., 2016). Dies legt eine faserspezifische Bedeutung von
Smyd1 nahe, welcher eventuell spezifische Funktionen des skNac-Smyd1-
Dimers zugrundeliegen. In diesem Zusammenhang ist die Tatsache
interessant, dass im Rahmen dieser Arbeit eine deutliche trainingsinduzierte
skNac-Induktion nur im ,glykolytischen M. gastrocnemius beobachtet
wurde. Somit scheinen skNac und Smydl in schnell-kontrahierenden

Muskeltypen groferen Einfluss beziiglich der Trainingsanpassung zu haben.

5.3.5 Ausdauertraining fiithrte zu keiner Induktion von Myomesinl, -2 und
-3, die Konzentrationen schienen aber unter PDTC-Einfluss leicht
erhoht

Als Bestandteil der M-Linie im Sarkomer dient Myomesin als Verankerung

der dicken Filamente Myosin und Titin (Obermann et al., 1996) und ist an

der Kontrolle des Sarkomerauf- und -umbaus beteiligt. Das Protein ist
ausschlieBlich in quergestreifter Muskulatur zu finden, wobei Myomesinl
ubiquitir in allen quergestreiften Muskeln nachgewiesen wurde, Myomesin2

v. a. im Herzmuskelgewebe adulter Siugetiere und in schnell

kontrahierenden Skelettmuskelfasern und Myomesin3 in mittelschnellen

Skelettmuskelfasern (Schoenauer et al., 2008).

Die fiir Myomesinl, -2 und -3 kodierenden Gene zeigten im Rahmen der in

dieser Arbeit durchgefithrten Untersuchungen kein verdndertes

Expressionsmuster auf mRNA-Ebene fiir den Reiz Training alleine. Fiir

Myomesinl im M. triceps brachii konnte eine klare Induktion bei
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gleichzeitigem Einfluss von sowohl Training als auch PDTC beobachtet
werden. Bei Zusammenwirken dieser beiden Faktoren kam es im M.
gastrocnemius ebenfalls zu einer leichten Induktion, die sowohl fiir
Myomesinl als auch -2 und -3 nachzuvollziehen war.

Fir Myomesin2 konnte eine tendenzielle geringgradige Zunahme der
Expression nach Training in allen untersuchten Muskeln nachvollzogen
werden. Die mRNA-Konzentration von Myomesin3 schien in den meisten
untersuchten Muskeln durch PDTC geringgradig erhoht, was sich bei
zusitzlichem Training noch etwas verstirkt. Ein direkter Einfluss von NFkB
auf Myomesine ist nicht bekannt, die Ergebnisse dieser Arbeit konnten aber

durchaus eine Relevanz in dieser Richtung andeuten.

5.3.6  Ausdauertraining fiihrte zu einer Induktion von Akt/

Ein Signalweg mit groBer Bedeutung fiir die Proteinsynthese ist der
mTor/Akt-Signalweg. Moriya und Miyazaki fiihrten 2018 ein Experiment
durch, bei dem chirurgisch der M. gastrocnemius und der M. soleus in den
HintergliedmaBen der Miuse entfernt wurde, was zu einer Uberbelastung des
im Weiteren untersuchten M. plantaris fiihrte. In Akt-defizienten Méusen
blieb die zu erwartende Hypertrophie in diesem Muskel aus, was auf eine
verminderte Satellitenzellproliferation zuriickzufiihren war. Hierbei fand
allerdings keine Beeinflussung der Proteinsynthese iiber mTor statt
(Moriya&Miyazaki, 2018). Obwohl Akt ein bekannter Aktivator von mTor
ist, kann es also auch noch auf anderem Wege den Muskelaufbau
unterstiitzen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die mRNA-
Konzentration von Aktl in trainierten Mdiusen untersucht: Besonders
ausgeprigt zeigte sich eine Induktion des Akt/-Gens im M. triceps brachii
und im M. soleus nach Training. Auch im M. extensor digitorum longus war
eine deutliche trainingsbedingte Expressionszunahme von Akl zu
beobachten, erreichte hier aber keine Signifikanz. V. a. im M. triceps brachii
schien auch PDTC einen fordernden Einfluss zu haben. Im Gegensatz zu den

anderen Muskeln sank die Konzentration an Aktl im M. gastrocnemius nach
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Training ab, unabhiingig von der Behandlung mit PDTC. Dieser Effekt war
allerdings ebenfalls nicht signifikant.

Da eine Induktion des Akt/mTor-Signalwegs bei Zustinden der Hypertrophie
beschrieben ist, ist die in dieser Arbeit gefundene Expressionserhthung
passend zu den Resultaten anderer Studien (Bodine ef al., 2001). Fir Akt ist
ebenfalls eine hemmende Wirkung auf den Transkriptionsfaktor Foxo
beschrieben, welcher fiir die Bildung der E3-Ligase Atroginl
hauptverantwortlich ist. Im M. triceps brachii und im M. soleus, die wie zuvor
beschrieben eine trainingsbedingte Induktion von Akt! zeigten, fand
passenderweise keine Induktion des Foxol-Gens auf mRNA-Ebene durch
Training statt. Andere Muskeln zeigten hier durchaus eine gesteigerte
Expression (vgl. 5.4.1).

Ebenfalls im Zusammenspiel mit Akt arbeitet die E3-Ubiquitinligase Traf6.
Unter physiologischen Bedingungen ist Akt hauptsidchlich im Zytosol der
Zelle zu finden. Fiir die Aktivierung durch z. B. Wachstumsfaktoren ist aber
eine Translokation zur Plasmamembran notwendig. Yang et al. konnten
nachweisen, dass eine Ubiquitinierung von Akt die Grundvoraussetzung fiir
diese Membranaffinitit und die nachfolgend mogliche Phosphorylierung ist.
Hauptverantwortlich hierfiir ist Traf6 (Yang et al., 2009). Die in dieser Arbeit
untersuchten Traf6-Proteinkonzentrationen zeigten im
VordergliedmaBenmuskel M. extensor carpi radialis eine signifikante
Steigerung durch den Trainingsreiz, welche sich aber auch in den meisten
anderen untersuchten Muskeln nachvollziehen lie} (vgl. 5.4.1). Auch dies ist

hinweisend auf eine mogliche Beteiligung von Akt am Muskelumbau.

5.4  Erhohte Konzentration von Markern des Muskelabbaus nach
Lauftraining

Jegliche Art des korperlichen Trainings induziert eine Vielzahl von

Anpassungsreaktionen im gesamten Organismus und insbesondere auch im

Skelettmuskel. Hierfiir miissen nicht nur zahlreiche Proteine neu aufgebaut,

sondern auch viele abgebaut werden (Dohm et al., 1987). Eine in dieser
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Arbeit aufgestellte These war, dass das UPS maf3geblich an diesem Vorgang
beteiligt ist.

5.4.1  Training zeigte einen Einfluss auf die Expression von Genen, die fiir
Komponenten des UPS kodieren

Das UPS umfasst eine Vielzahl von Ligasen, u. a. Stubl und Ufd2, beides
E3-RING-finger-Ligasen. Gemeinsam sind diese beiden sogar zur
Polyubiquitinierung ihrer Zielproteine fihig. Fiir Stubl zeigte sich v. a. im
M. extensor digitorum longus ein deutliches Absinken der Expression nach
Training, welche auch in den anderen untersuchten ,glykolytischen®
Muskeln nachvollzogen werden konnte und im ,,0xidativen* M. soleus nur
unter Wirkung von PDTC deutlich ausgeprigt war. Im Gegensatz hierzu
zeigte sich bei Ufd2 ein ganz anderes Expressionsmuster: Hier fiihrte
Training zu einer Induktion, die v. a. im M. extensor digitorum longus
deutlich wurde, in dem auch PDTC einen fordernden Effekt hatte. Da Ufd2
nicht eigenstindig die Ubiquitinierung einleiten kann, ist es auf andere
Mitglieder des UPS angewiesen (Koegl ef al., 1999).

Die E3-Ubiquitinligase Nedd4 wirkt v.a. iiber die Hemmung von
Wachstumsfaktoren (Morrione et al., 1999) und beeinflusst die korrekte
Nervenausbildung (Yang&Kumar, 2010). Auch hier konnte im M. soleus
eine deutliche, im M. triceps brachii zumindest eine tendenzielle Induktion
des entsprechenden Gens nachgewiesen werden, die unter PDTC in ersterem
Muskel auch Signifikanz erreichte. Es existieren sehr wenige Studien iiber
die Expression von Nedd4 unter nicht-krankhaften Bedingungen. Eine klare
Induktion wird nach Denervation und Muskelatrophie durch Inaktivitét
beobachtet, wofiir die Interaktion mit dem Protein Notch1 entscheidend ist.
Bei Muskelabbau aufgrund von Diabetes oder durch Hunger konnte
allerdings keine Nedd4-Induktion beobachtet werden (Koncarevic et al.,
2007). Umso interessanter ist es, dass im Kontext dieser Arbeit eine
verstirkte Expression bereits im physiologischen Muskelumbau aufgezeigt

werden konnte.
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Der Transkriptionsfaktor Foxol wurde auf RNA-Ebene untersucht. Auch
hier war eine durch Training induzierte verstirkte Expression des
entsprechenden Gens festzustellen, die sich v. a. im M. extensor digitorum
longus niederschlug. Foxol ist ein bekannter Aktivator der E3-Ligasen
Murf1 und Atroginl (Milan et al., 2015). Die Atroginl-Konzentration wurde
im Rahmen dieser Arbeit zundchst auf Proteinebene untersucht und zeigte
hierbei eine deutliche trainingsinduzierte Steigerung im M. tibialis, die etwas
geringer ausgepriagt auch im M. triceps brachii und im M. soleus zu
beobachten war. Auf mRNA-Ebene konnten dagegen keine signifikanten
Effekte auf Atroginl und Murfl nachgewiesen werden. Die in Bezug auf
Atroginl und Murfl beobachteten Trends entsprachen sich allerdings
auffillig: So kam es im M. gastrocnemius und im M. soleus zu einer leichten
trainingsbedingten Zunahme beider Marker, wohingegen die Expression
beider Gene im M. extensor digitorum longus eher vermindert war.

Traf6 ist ein Protein, das NFkB direkt und indirekt beeinflussen kann und
eine nachfolgende Muskelatrophie vermittelt (Kumar et al., 2012). In
Western Blot-Analysen zeigte sich in den meisten im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Muskeln eine leichte Induktion der Traf6-Expression durch
Training, die im M. extensor carpi radialis sogar signifikante Auspriagung
erreichte. Oghbaei et al. fithrten 2017 eine Laufbandstudie mit Ratten durch,
bei denen durch die Gabe von Streptozocin ein Diabetes induziert wurde.
Nach 60-tigigem Training konnte im Nierengewebe der Liufer ohne
Diabetes eine Zunahme an Traf6 auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden,
die im Gewebe der Tiere mit zusitzlich bestehender Diabeteserkrankung
signifikantes Ausmal erreichte (Oghbaei et al., 2017). Dies stimmt mit den
in dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen iiberein, die eine potentielle
Beteiligung von Traf6 in der Trainingsanpassung andeuten.

In einem bestimmten Malle wird der Abbau von Muskelgewebe und -protein
benotigt, um neuen Muskel anderer Eigenschaften aufbauen zu konnen und
ist somit wiinschenswert, ein iiberschieBender Abbau wiirde allerdings zur
Atrophie fithren. Viele Studien haben sich bereits mit der Beteiligung von
Traf6, Atroginl und Murfl bei der tumor- und hungerassoziierten Kachexie

157



Diskussion

beschiftigt. Allerdings haben bisher nur wenige Autoren die Rolle des UPS
bei der physiologischen Muskelanpassung an Training evaluiert. Die

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten hier durchaus eine Relevanz an.

5.4.2  Training und PDTC fiihrten zu einer Induktion von Rip2
Unabhiéngig vom UPS agiert das Protein Rip2, wobei es dhnliche Folgen
vermittelt. Uber mehrere Signalwege vermittelt Rip2 die Aktivierung von
NFxB (Thome et al., 1998, Inohara et al., 1998) sowie die Einleitung der
Apoptose und kann die Immunantwort modulieren (Magalhaes et al., 2011).
Die Uberexpression von Rip2 fiihrt nachweislich zu Apoptose und Zelltod.
Dies wird unter anderem iiber Traf6 vermittelt, das Bestandteil des Ubiquitin-
Proteasom-Systems ist (vgl. 5.4.1).

Auf RNA-Ebene konnte im Rahmen dieser Arbeit eine klare Induktion von
Rip2 in Antwort auf Training und auch PDTC im M. gastrocnemius
beobachtet werden. Eine Induktion der Rip2-Genexpression durch NFkB ist
beschrieben und wird liber Zytokine vermittelt (Yin et al., 2010). Studien
zeigen, dass es bei akutem Muskeltraining zunichst zu einer vermehrten
Ausschiittung bestimmter Zytokine kommt (Pedersen&Febbraio, 2008,
Peake et al., 2015, Sugama et al., 2015), wohingegen sich die Konzentration
von Entziindungsmediatoren unter regelmédfigem Ausdauertraining, wie es
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, wieder vermindert (Bjornstad
et al., 2008). Ein Einfluss von Zytokinen als Ursache fiir die beobachtete
trainingsbedingte Induktion von Rip2 ist daher eher unwahrscheinlich.

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten stellte sich die
Rip2-Induktion im M. gastrocnemius ebenfalls unter Gabe von PDTC dar und
im M. triceps brachii war ein Trainingseffekt ebenfalls nur unter Einfluss von
PDTC sichtbar. Auch fiir Rip2 ist die Aktivierung von NFkB nachgewiesen,
daher ist die Expressionsdnderung des entsprechenden Gens unter PDTC von
grolem Interesse. Da PDTC zu einer Hemmung von NFxB fiihrt, konnte die
erhohte Rip2-Konzentration als kompensatorischer Effekt erkldrt werden.

Versuche zur tumorassoziierten Kachexie von Nai aus dem Jahr 2007 zeigen,
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dass PDTC ebenfalls hemmend auf die Ausschiittung von
Entziindungsmediatoren wie z.B. IL-6 wirkt. Diese Versuche konnten
positive Effekte von PDTC sowohl auf Tumorgrofle, Gesamtkorpergewicht
und auch Gewicht des M. gastrocnemius der Versuchsmiuse zeigen (Nai et
al.,2007). Auch dies unterstiitzt die These, dass Zytokine keinen Einfluss auf

die in diesem Versuch beobachtete Induktion von Rip2 haben.

5.4.3  Training fithrte zu einer stidrkeren Modulation des ubiquitdren
Calpainl als es in der Muskelform Calpain3 bewirkte

Nicht dem UPS zugehorig, aber am Abbau von Zellen beteiligt, sind
Calpaine. Calpainl ist hierbei eine Cystein-Protease, die in allen Zelltypen
zu finden ist und mit Apoptose und Myogenese in Zusammenhang gebracht
wird (Goll et al., 2008). Calpain3 ist hingegen hauptsichlich in
Skelettmuskelgewebe exprimiert und hat Aufgaben im Bereich des
Sarkomerumbaus. Die Konzentration im Muskelgewebe ist dabei etwa um
das zehnfache hoher als die der ubiquitidren Form Calpainl (Sorimachi et al.,
1989).

Versuche in der Humanmedizin, in denen eine einzelne anstrengende
Trainingseinheit von 2,5-3,5 Stunden Dauer auf dem Fahrrad durchgefiihrt
wurde, zeigten keine Beeinflussung der Calpainkonzentration im
beanspruchten M. vastus lateralis (Murphy et al., 2006). In den im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrten Laufbandexperimenten konnte dagegen gezeigt
werden, dass das ubiquitdr exprimierte Calpainl in Antwort auf das
mehrwochige Lauftraining induziert wurde, was bei gleichzeitigem Einsatz
von PDTC im M. soleus sogar Signifikanz erreichte. Auch im M. triceps
brachii konnten die gleichen Tendenzen nachvollzogen werden. Fiir
Calpain3 waren diese Verdnderungen dagegen im M. soleus deutlich
schwicher ausgepridgt und in den anderen Muskeln gar nicht vorhanden.
Training alleine schien sogar eher einen reduzierenden Effekt auf die
Calpain3-Konzentration zu haben. Interessanterweise gab es allerdings durch

Training im M. soleus und im M. gastrocnemius eine klare Induktion von
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Calpastatin, welches fiir ~ einen Calpainl-Inhibitor ~ kodiert.
Gewebeassoziiertes Calpastatin weist vier sich wiederholende Domiinen auf,
die jeweils ein ubiquitidres Calpain-Molekiil binden konnen (De Tullio et al.,
2018). Umso mehr Bedeutung gewinnt die deutliche Induktion durch
Training, da bereits mit geringen Verdnderungen der Menge des Inhibitors
eine groBe Anzahl an Substratproteinen abgedeckt werden kann. Kongruent
zur Induktion von Calpastatin ist auch die stirkere Beeinflussung von
Calpainl im Gegensatz zu Calpain3, da Calpastatin keinen Einfluss auf die
skelettmuskelspezifische Variante Calpain3 hat.

Da sich bisherige Untersuchungen auf die Beteiligung von Calpain an
krankhaften Zustdnden konzentriert haben, ist es durchaus bemerkenswert,
dass auch bei Ausdauertraining eine Regulierung von Calpain stattfindet und
auch, dass diese fiir die ubiquitire Form deutlicher ausfillt als fiir die
skelettmuskelspezifische Variante Calpain3. Die Aufgaben von Calpainl
liegen in der Myogenese und Apoptose und weniger im Sarkomerumbau, wie
es bei Calpain3 der Fall ist (Berkholz et al., 2013). Demzufolge kann man
davon ausgehen, dass das hier verwendete Trainingsprogramm auch einen
Einfluss auf die beiden zuerst genannten Prozesse hatte.

Ein regulatorischer Zusammenhang konnte auch zwischen dem zuvor
beschriebenen Smyd1-skNac-Komplex und den Calpain-Proteasen bestehen:
Versuche zeigten, dass eine Hemmung der skNac-Expression zu einer
erhohten Calpainl-Expression fiihrt, wodurch verschiedene Prozesse der
Skelettmuskelplastizitit in Anpassung an das Training reguliert werden
konnten, insbesondere die Sarkomerogenese und die Migration von
Satellitenzellen (Berkholz et al, 2013). Interessant ist in diesem
Zusammenhang die Tatsache, dass im Rahmen dieser Arbeit lediglich im
woxidativen* M. soleus eine Induktion von Calpainl durch Training zu
beobachten war. In diesem Muskel zeigte sich skNac nach Training
tatsdchlich etwas erniedrigt, wobei diese Verdnderung keine Signifikanz
erreichte. Dies legt ebenfalls eine faserspezifisch unterschiedliche

Regulierung des Calpainwegs durch skNac-Smydl nahe, was fiir die
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Anpassung des Muskels an unterschiedliche Trainingsformen von Bedeutung

sein konnte.

5.5  Bedeutung von NFxB fiir die Muskelfaseranpassung an Training
Eine wichtige Frage, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit beantwortet
werden sollte, betraf die Bedeutung des NFxB-Signalwegs bei der
Muskelanpassung. Hierfiir wurde einer Gruppe von Méausen der NFxB-
Inhibitor PDTC {iiber das Trinkwasser verabreicht. PDTC verhindert die
Abspaltung des inhibitorisch wirkenden IkBa von NFxB, wodurch dieses
nicht aus dem Plasma der Zelle in den Zellkern translozieren und dort seine
Wirkung entfalten kann.

Moderates Training kann den fortschreitenden Muskelabbau unter
krankhaften Bedingungen, wie zum Beispiel einem Diabetesleiden,
vermindern. Unter exzessiver Belastung kommt es durch NFkB-Vermittlung
allerdings zur Aktivierung des Ubiquitin-Proteasom-Systems und somit zur
verstirkten Atrophie (Liu&Chang, 2018). Stresszustinde im Muskel fithren
unter anderem auch zur Aktivierung von Entziindungsmediatoren; Dies
erkldart, warum der FEinsatz von Entziindungshemmern, wie z.B. den
pflanzlichen Isoflavonen, die UPS-vermittelte Atrophie teilweise hemmen
kann. Auch dies wird u. a. durch die Blockierung von NFkB vermittelt
(Hirasaka et al., 2013).

Muskeltraining fithrt zur Aktivierung der Ampk (Birk&Wojtaszewski, 2006,
Dreyer et al., 2006, Koopman et al., 2006), welche wiederum NFkB (Hattori
et al., 2006) und mTor (Inoki et al., 2003) hemmt und somit einer
krankheitsbedingten Muskelatrophie entgegen wirkt. Akut kommt es durch
Muskelkontraktion aber zu einer Erhohung der NFkB-Aktivitit (Kim et al.,
2009, Cuevas et al., 2005), die vermutlich als Reaktion auf eine vermehrte
Bildung von ROS zuriickzufiihren ist. Bei wiederholtem Training kann dieser
moderate wiederkehrende zelluldre Stress zu einer verbesserten Anpassung
und somit zu einem Schutz vor Zustinden chronisch erhohter ROS-

Konzentrationen fithren (Kramer&Goodyear, 2007, Gomez-Cabrera et al.,
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2008). D. h., auch wenn Training kurzfristig zu einem Stresszustand in der
Zelle fiihrt, der sich durch eine Erhohung von NFkB und ROS ausdriickt,
kommt es durch diese wiederkehrende Situation bei Ausdauertraining zu
einer Anpassung des Muskels und einer verbesserten Reaktion auf
ebendiesen Stress: Antioxidative Enzyme werden gebildet und iiberméaBige
ROS und aktiviertes NFkB wird gehemmt, ein Zustand, der v. a. bei der
Privention chronischer Erkrankungen wie Diabetes wiinschenswert ist.
Versuche konnten z. B. auch eine deutlich verminderte Herzinfarktgrof3e
nach vorangegangener PDTC-Gabe zeigen (Pfeilschifter er al., 2010).

Die Wirkung von PDTC unterscheidet sich in verschiedenen Geweben: Im
Skelettmuskel erscheint dabei insbesondere eine Beeinflussung des Mapk-
und Akt-Signalwegs zum Erhalt der Muskelmasse bedeutsam (Miao et al.,
2017). Obwohl sich die Forscher einig sind, dass PDTC eine bedeutende
Wirkung auf das Krankheitsbild der tumorbedingten Kachexie hat und somit
eine grofle Rolle beim Muskelumbau spielt, sind die genauen Wege, auf
denen dieses geschieht, noch immer unklar und vermutlich durch das

Zusammenspiel mehrerer Faktoren beeinflusst.

5.5.1 PDTC zeigte keine Effekte auf die IkBa-Konzentration im Muskel
Um die Rolle von NFkB bei der Trainingsanpassung untersuchen zu konnen,
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit der NFxB-Inhibitor PDTC
eingesetzt, der direkt die Abspaltung von IkBa von NFkB verhindert und
dadurch IxBa stabilisiert. Somit hitten nach PDTC-Behandlung hohere
IxkBo-Konzentrationen im Muskel beobachtet werden sollen. Um dies zu
iiberpriifen, wurde die Proteinkonzentration von IxkBo im Muskelgewebe
anhand von SDS-PAGE analysiert. Im M. flexor digitorum superficialis
schien sowohl Training als auch PDTC zu einer geringen Erhchung von IkBa
zu fiihren, dieser Effekt erreichte allerdings keine signifikante Auspriagung.
In allen anderen untersuchten Muskeln gab es keine klaren Verdnderungen
der IxkBa-Konzentration unter PDTC-Einfluss und auch nicht durch das
absolvierte Ausdauertraining. Eine Ursache hierfiir konnte die Tatsache sein,
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dass die eingesetzte Konzentration von PDTC im Trinkwasser eher niedrig
im Vergleich zu anderen etablierten Versuchsprotokollen gewdéhlt wurde.
Des Weiteren muss auch die Frage nach der addquaten Messmethode gestellt
werden. SDS-PAGE-Analysen sind in der Auswertung recht fehleranfillig
und nur deutliche Varianzen zwischen den verschiedenen Gruppen kénnen
mit dieser Methode eindeutig dargestellt werden. Liegt im Muskel z. B. nur
eine geringe NFkB-Aktivitit vor und die Konzentration an IkBa ist bereits
im Grundzustand sehr hoch, so kann eine Anderung nicht immer ersichtlich
werden. Zudem ist auch die Gruppengrofle mit n=4 recht klein gewihlt, was
ebenfalls zur Fehleranfilligkeit der Methode beitrigt.

Aufgrund der in dieser Arbeit beschriebenen Effekte auf physiologischer und
metabolischer Ebene der Miuse scheint dennoch durchaus eine Wirkung des
Hemmstoffs im Organismus stattgefunden zu haben.

Andere Experimentatoren konnten eine Beeinflussung der IkBa-
Konzentration auch durch erfolgtes Muskeltraining nachweisen. Song et al.
fithrten 2006 ein Laufbandtraining mit Ratten durch und konnten erhohte
Konzentrationen an phosphoryliertem IkBa im M. gastrocnemius nach
Training nachweisen (Song et al., 2006). In einer Studie von Lee et al., 2015,
wurden erhohte IkBa-Proteinkonzentrationen dagegen nur nach grofler
Belastung im Muskel nachgewiesen. Ein moderates Laufbandtraining fiihrte
in den Versuchsmiusen zu keiner Verdnderung der Expression (Lee et al.,
2015). Auch das Alter hat einen Einfluss auf die gefundenen Werte: So wurde
in dlteren Tiere eine geringere NFkB- und auch IkBa Konzentration

gefunden, als im Muskelgewebe jiingerer Ratten (Song et al., 20006).

6  Zusammenfassung

Die positiven Effekte von korperlichem Training bei der Privention
verschiedenster Krankheiten sind von groBer Bedeutung und Gegenstand
zahlreicher Studien. Sie beruhen auf Anpassungsreaktionen des Korpers,

speziell auch der Skelettmuskulatur und erfolgen auf zahlreichen Ebenen.
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Hierfiir ist einerseits die Neusynthese und Faltung einer Vielzahl spezifischer
Proteine erforderlich, andererseits auch ein kontrollierter Proteinabbau. Eine
wichtige Rolle bei diesen Prozessen spielen sogenannte molekulare
Chaperone sowie Proteinabbausysteme wie das Ubiquitin-Proteasom-System
(UPS), die durch verschiedene iibergeordnete Signalwege, insbesondere den
Transkriptionsfaktor nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B-cells (NFxB), kontrolliert werden.

Ziel dieser Arbeit war es daher, zu analysieren, zu welchen
Anpassungsreaktionen ein zehnwochiges regelmifiges Lauftraining in der
murinen Skelettmuskulatur fiithrt. Dabei sollte ein besonderer Fokus auf
metabolischen Anpassungsreaktionen, insbesondere der
Fasertypspezifizierung, sowie der Regulation von Genen liegen, die fiir
molekulare Chaperone und Komponenten des UPS kodieren. Zudem sollte
der Einfluss des Transkriptionsfaktors NFkB auf die muskulidre Anpassung
untersucht werden, indem einem Teil der Miuse der NFxB-Inhibitor PDTC
(Pyrrolidindithiocarbamat) verabreicht wurde. Die NFkB-Hemmung konnte
in Skelettmuskelproben nicht direkt nachgewiesen werden, wenngleich, wie
nachfolgend dargestellt, die PDTC-Behandlung zahlreiche muskulire
Anpassungsreaktionen beeinflusste. Diese sind also ggf. auf alternative
Wirkmechanismen des PDTCs, z. B. seine Eigenschaften als Antioxidans und
Radikalfinger, zuriickzufiihren.

Insgesamt belegen die Ergebnisse dieser Arbeit eine Anpassung der Miuse
an das Training auf verschiedenen Ebenen. Ein physiologischer Parameter in
diesem Zusammenhang ist die erniedrigte Ruheherzfrequenz der
Liufergruppe, die unter PDTC, aus bisher noch unklaren Griinden, sogar
noch niedriger war. Auffillig war zudem ein vermindertes Gesamtgewicht
der Miuse, die ein Lauftraining unter PDTC-Behandlung absolviert hatten,
im Vergleich zu allen anderen Gruppen. Dabei lie} sich allerdings nicht
nachweisen, dass der detektierte Gewichtsunterschied auf eine
unterschiedliche Muskelmasse zuriickzufiihren war. Untersuchungen zur
Expression von Genen, die fiir fasertypspezifische ,langsame, oxidative®
oder ,schnelle, glykolytische Myosine kodieren, zeigten in den
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»glykolytischen* Muskeln v. a. eine Zunahme an ,intermedidren* Myosin-
heavy-chain (Mhc) IIA-Fasern in den trainierten Gruppen. Im ,,oxidativen®
M. soleus war ein Zuwachs dieser Fasern nur durch fasertypspezifische
Farbemethoden nachzuvollziehen, bei relativer Verringerung der Mhc I-
Fasern. Dies ist, wie in Antwort auf ein Ausdauertraining zu erwarten,
insgesamt eher ein Signal in eine ,oxidative” Richtung, welches im M.
soleus, der bereits im Grundzustand eine deutlich ,oxidativere®
Zusammensetzung aufweist, geringer ausfiel. Auch fiir weitere metabolische
Marker wurde eine differentielle Expression in Antwort auf das Training
gefunden: Das fiir die Zitratsynthase, einen Marker fiir ,,oxidativen®
Muskelstoffwechsel, kodierende Gen, war im M. gastrocnemius induziert.
Tre-2/Bub2/Cdcl6 domain family member 1 (Tbcldl) hingegen spiegelt das
,.2lykolytische* Potential eines Muskels wider und war im M. gastrocnemius
reduziert, aber im M. soleus und im M. extensor digitorum longus induziert.
Ein Effekt von PDTC war in keiner dieser Untersuchungen zu verzeichnen.
Weiterhin konnte eine differentielle Expression zahlreicher Gene, die fiir
molekulare Chaperone und andere muskelaufbauende Prozesse kodieren, in
Antwort auf das Training nachgewiesen werden. Die Expression der fiir
Calpastatin und uncoordinated mutant number 45b (Unc45b) kodierenden
Gene zeigte unter Einfluss von PDTC klare Effekte, wobei diese fiir das
Chaperon Unc45b widerspriichlich waren: Im M. extensor digitorum longus
war eine Reduktion, im M. soleus eine Induktion nachzuweisen, die sich
jeweils bei gleichzeitigem PDTC-Einfluss verstirkte. Auch auf Proteinebene
ergab sich fiir den M. rectus femoris und M. triceps brachii eine Induktion
bei gleichzeitiger PDTC-Behandlung. Da sich die meisten der Effekte unter
PDTC deutlich verstirkten, scheint dieses einen Signaltransduktionsweg zu
hemmen, der die Expression der Gene vermittelt, die fiir die untersuchten
molekularen Chaperone kodieren. Auf der anderen Seite fanden sich nur
geringe Auswirkungen des Trainings auf die fiir die Hitzeschockproteine
heat-shock protein 90 (Hsp90), heat-shock protein 70 (Hsp70) und alpha B-
Crystallin (Cryab) kodierenden Gene.
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Eine weitere Frage galt der Beteiligung von Abbauprozessen, insbesondere
dem UPS bei Anpassungsreaktionen an Ausdauertraining. Es konnte eine
Induktion von Tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 (Traf6),
Forkhead box class O (Foxol), neural precursor cell expressed
developmentally down-regulated protein 4 (Nedd4), Ubiquitin fusion
degradation protein 2 (Ufd2) und Calpainl in Antwort auf das Training
nachgewiesen werden, wobei die Auspriagung der Verdnderungen abhingig
von dem jeweils untersuchten Muskeltyp war. Die stress-induced
phosphoprotein 1 homology and U-box containing protein 1 (Stubl)-
Konzentration war dagegen vermindert.

Zusammenfassend konnte somit eine differentielle Expression zahlreicher
Gene, die fiir metabolische Faktoren, Komponenten proteinabbauender
Systeme und molekulare Chaperone kodieren, in Antwort auf das Training
gezeigt werden. Die Effekte waren allerdings in vielen Fillen sehr stark von
der Natur des jeweils betrachteten Muskels abhingig, ein Aspekt, dem in
zukiinftigen Studien zur Trainingsanpassung der Skelettmuskulatur deutlich

mehr Beachtung geschenkt werden sollte.

7  Summary

The positive effects of endurance exercise are of great importance in the
prevention of various diseases and subject to numerous studies. They are
based on specific adaptation reactions of the body, particularly of skeletal
muscle, and occur at various levels. On the one hand, this requires the de novo
synthesis and folding of a multitude of specific proteins, on the other hand,
controlled protein degradation is a central factor. In this context, so called
molecular chaperones and also protein degradation systems like the
ubiquitin-proteasome-system (UPS) play a crucial role. They are controlled
by various upstream signaling pathways, particularly the transcription factor
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells NFkB.

The purpose of this study was the analysis of the characteristics of adaptation

to a ten-week treadmill experiment in murine skeletal muscle. Of specific
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interest were mechanisms of metabolic adaptation, particularly of fiber type
specification, and the regulation of genes that encode molecular chaperones
and members of the UPS. Furthermore, a potential role of the transcription
factor NFkB was analyzed by treating one experimental group with the NFkB
inhibitor Pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC). Despite the fact that blockade
of NFkB activity in skeletal muscle could not be proven directly, numerous
effects of PDTC treatment on various aspects of skeletal muscle adaptation
were observed. This is most likely the result of other modes of action of
PDTC, e. g. its nature as an antioxidant and radical catcher.

Altogether the results of this study give evidence of an adaptation process at
diverse levels. A physiological signal in this context is the reduction of the
resting heart rate in exercising mice, which, for unknown reasons, was even
more pronounced under PDTC treatment. In addition, a remarkable finding
was the reduced total body weight of mice that exercised in parallel to PDTC
treatment in comparison to all other groups. Nevertheless, since there was no
weight difference with regard to individual muscles, it is unlikely that this
weight difference is the result of differences in total muscle mass. Analysis
of expression of genes encoding for fiber type-specific ,,slow, oxidative* and
fast, glycolytic* myosins revealed an increase of ,,intermediate” Myosin-
heavy-chain (Mhc) IIA-fibers in ,,glycolytic* muscles in the trained group.
By contrast the ,,oxidative* soleus muscle showed an increase in these fibers
only when the method of fiber-specific staining was applied for analysis,
accompanied by a relative reduction in Mhc I-fibers. Altogether, this is rather
an ,,oxidative* trend, as had to be expected in response to endurance exercise.
The diverging result obtained in the soleus muscle, might be due to the
basically more “oxidative” composition of this muscle.

Genes encoding other metabolic markers also showed differential expression
in response to exercise: the gene encoding citrate synthase, a marker for
oxidative® muscle metabolism, was induced in M. gastrocnemius. By
contrast, the Tre-2/Bub2/Cdc16 domain family member 1 (Tbcldl) gene, a
marker for glycolytic potential of a muscle showed reduced expression in M.
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gastrocnemius, but was induced the soleus muscle and the extensor digitorum
longus muscle. PDTC, by contrast, had no effect in this context.
Furthermore we could detect differential expression of numerous genes
encoding molecular chaperones and other regulators of enhanced muscle
formation in response to exercise. The expression of the genes encoding
calpastatin and unc45b showed a clear response to PDTC treatment,
whereupon effects differed in case of uncoordinated mutant number 45
(unc45b): there was a reduction in the extensor digitorum longus muscle and
an induction in the soleus muscle with exercise, both more distinct under
PDTC treatment. In the rectus femoris muscle and the triceps brachii muscle,
there was also an induction at the protein level under PDTC treatment. Most
of the effects were enhanced with PDTC, thus, this compound seems to block
a signaling pathway which mediates expression of genes encoding a set of
molecular chaperones. On the other hand, there was only little effect of
exercise on heat-shock protein 90 (Hsp90), heat-shock protein 70 (Hsp70)
and alpha B-crystallin (Cryab) genes.

Another aim of the study was to reveal the involvement of degradation,
specifically the UPS, in adaptation to endurance exercise. Remarkably, there
was an induction of Tumor necrosis factor receptor-associated factor 6
(Traf6), Forkhead box class O (Foxol), neural precursor cell expressed
developmentally down-regulated protein 4 (Nedd4), Ubiquitin fusion
degradation protein 2 (Ufd2) and Calpainl in response to exercise, however
the effects differed depending on the examined muscle type. By contrast, the
concentration of stress-induced phosphoprotein 1 homology and U-box
containing protein 1 (Stubl) was reduced.

In summary, differential expression of numerous genes encoding metabolic
regulators, components of protein degradation systems and molecular
chaperones could be shown in response to exercise. Frequently, the results
varied depending on the nature of the examined muscle. Consequently, future
studies on skeletal muscle adaptation to exercise should pay more attention

to this issue.
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und alle Angaben, die auf miindlichen Auskiinften beruhen, sind als solche
kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der Dissertation
erwiahnten Untersuchungen habe ich die Grundsitze guter wissenschaftlicher
Praxis, wie sie in der "Satzung der Justus-Liebig-Universitit Gieen zur

Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis" niedergelegt sind, eingehalten.

Franziska Rochner, 25.06.2020
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