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Il Zusammenfassung

Die Fahigkeit der Skelettmuskulatur, dem durch kontraktile Aktivitdt generierten Stress zu
widerstehen, ist grundlegend fiir die Erhaltung ihrer Funktionsfihigkeit wahrend der gesamten
Lebensspanne. Im Laufe des Evolutionsprozesses haben Myozyten zu diesem Zweck diverse Strategien
entwickelt. Infolge eines Stressereignisses wird in erster Instanz liber die akute Stressantwort die
Homobostase und folglich die Funktionsfahigkeit der Zellen gesichert, wobei wiederholte
Stressereignisse zu einer persistenten Erweiterung der Kompensationskapazitaten bzw. zu einer
Anpassung fiihren. Die spezifische Art der Anpassung hangt in direkter Weise mit der Auspragung des
induzierten Stresses zusammen. Dieser als solcher wiederum ist im physiologischen Sinne
ausschlieBlich Uiber die Spezifik der Stressantwort identifizierbar. Damit ist ein hinreichendes
Verstandnis zielgerichteter muskuldrer Anpassung untrennbar mit einem umfassenden Verstandnis
der Regulation der molekularen Stressantwort verbunden.

Ein Hauptakteur des myozelluldren Sofortschutzmechanismus ist aB-Crystallin (CRYAB), ein zur Familie
der kleinen Hitzeschockproteine gehérendes ATP-unabhangiges Chaperon. Als solches besitzt das
Protein eine zytoprotektive Funktion, indem es sich entfaltende bzw. fehlgefaltete Proteine , einfangt”,
so deren irreversible Aggregation verhindert und sie in Kooperation mit weiteren, ATP-abhadngigen
Chaperonen ihrer Renaturierung oder aber dem autophagosomalen Abbau zufiihrt. Aus dem
Skelettmuskel ist bekannt, dass CRYAB infolge von kontraktionsinduziertem Stress aus dem Zytosol hin
zu zytoskelettalen Strukturen transloziert und mit diesen assoziiert, wodurch eine Stabilisierung und
somit ein Schutz vor potenzieller (weiterer) Schadigung einhergeht. Dabei scheint im humanen
Skelettmuskel vor allem die mechanische Stresskomponente fiir die Induzierung von CRYAB infolge
kontraktiler Aktivitat ausschlaggebend zu sein. Ein wesentlicher Faktor fiir die Funktion und damit die
zytoprotektiven Eigenschaften von CRYAB ist seine Phosphorylierung an Serin 59.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein umfassendes Verstandnis Gber die Regulation von CRYAB
infolge von krafttrainingsinduziertem mechanischen Stress zu generieren. Aufgrund der Heterogenitat
des Skelettmuskelgewebes hinsichtlich seiner Fasertypen (Typ I, lIA, 11X) und damit einhergehenden
funktionellen Eigenschaften, war es ferner das Ziel, ein fasertypspezifisches Abbild der CRYAB-
Regulation zu erzeugen. Die Untersuchung der Regulation umfasste die Phosphorylierung von CRYAB
an Serin 59 (,CRYAB®*), die Expression des totalen CRYAB, sowie seine Translokation bzw. Assoziation
mit Strukturen des Zytoskeletts.

Hierflir wurde in einer ersten Studie die Regulation von CRYAB unter dem Einfluss verschiedener
Belastungsarten und damit unterschiedlich hohem kontraktionsinduzierten mechanischen Stress
sowie verschiedener Belastungsvolumina untersucht (73). Im Fokus stand dabei die Akutantwort von
CRYAB infolge von singuldarem, sich nicht wiederholendem Stress. Ankniipfend an die dadurch

gewonnenen Erkenntnisse wurde nachfolgend der Einfluss von chronischer Belastung auf die akute
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CRYAB-Regulation behandelt. Es wurde untersucht, ob die akute myozelluldre Stressantwort infolge
von systematisch wiederholter Belastung sowie einer temporadren Aussetzung derselben modifiziert
wird. Ausgehend von der Annahme, dass eine systematisch wiederholte Stressexposition zu einer
Anpassung im Sinne einer erhdohten Resistenz gegeniiber dem Stressor flhrt, galt das Interesse
moglichen Faktoren, die zu dieser potenziellen myozelluldren mechanischen Stressresistenz beitragen
konnten. Hierzu wurde ermittelt, ob das Typ Il Intermediarfilament Desmin, ein wichtiges
Strukturprotein, das u.a. an der lateralen Kraftlibertragung beteiligt ist, im Zuge wiederholter
Krafttrainingsreize eine Hochregulierung erfahrt.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass krafttrainingsassoziierte Belastung zu einem starken
Anstieg der ,CRYAB*® fiihrt, wofir die mechanische Stresskomponente wesentlich ist. Bei
systematischer Wiederholung der Belastung kommt es zu einer sukzessiven Abschwachung der
oCRYAB**-Antwort und Zunahme der Desminmenge; wird jedoch die regelmiRige
Belastungsexposition des Muskels fiir eine gewisse Zeit ausgesetzt, nimmt die Desminmenge wieder
ab- und die ,CRYAB***-Antwort zu, infolge erneuter Belastung. Somit stellt es sich dar, als wiirde das
»CRYAB®* Signal der Desminmenge in einer Art inverser Beziehung folgen. Dabei scheint vor allem
hoher mechanischer Stress die Desminzunahme zu férdern. Die ,CRYAB***-Antwort sowie die
Translokation von CRYAB sind fasertypspezifisch und abhangig von der Art der Belastung. Konkreter
bedeutet dies, dass wihrend die ,CRYAB**° in Typ | Fasern infolge von Belastungen sowohl gegen relativ
niedrige als auch gegen hohe dulRere Widerstdande ansteigt, ein Anstieg in Typ Il Fasern lediglich durch
hohen Widerstande zu beobachten ist. Grundsatzlich wird CRYAB infolge der Akkumulation eines
gewissen Belastungsvolumens (multipler Satze) phosphoryliert (73). Dabei kann ein erhdhtes
Belastungsvolumen die Phosphorylierung von CRYAB in Typ Il Fasern beglinstigen, auch wenn die reine
Intensitat (Hohe des duReren Widerstandes) per se, relativ niedrig ist.

Daraus folgern wir, dass die akute myozelluldre Stressabwehrreaktion in Form der Phosphorylierung
von CRYAB an Serin 59, in geeigneter Weise den Einfluss von kontraktionsinduziertem mechanischen
Stress, auf Einzelfaserebene anzeigt. Des Weiteren reflektiert CRYAB dabei die Desensibilisierung der
Myozyten gegeniiber wiederholtem mechanischen Stress, sowie ihre Resensibilisierung im Zuge des
Ausbleibens regelmaliger Stimulation. Ein dynamischer Prozess des Auf- und Abbaus des
zytoskelettalen Desminnetzwerkes dient dabei der Anpassung an diese sich andernden Anforderungen
myozellularer Resistenz gegeniiber mechanischem Stress. Diese Erkenntnisse dienen zum einen dem
Verstdndnis der Funktion des Proteins im Rahmen der Stressabwehrreaktion unter praxisrelevanten in
vivo Bedingungen. Zum anderen helfen sie dabei, die Effekte diverser akuter Belastungen sowie
chronischer Be- und Entlastungsphasen hinsichtlich ihrer fasertypspezifischen sowie zeitlichen

Auspragung besser zu verstehen.



Il Summary

The ability of skeletal muscle to withstand the stress generated by contractile activity is fundamental
to maintaining its functional capacity throughout the life span. During the evolutionary process,
various strategies developed in myocytes for this purpose. Resulting from a stress event, in the first
instance, the acute stress response ensures the homeostasis and consequently the functionality of the
cells. Repeated stress events lead to a persistent expansion of the compensation capacities or to
adaptation. The specific type of adaptation is directly related to the characteristic of the induced stress.
This stress, in turn, is in the physiological sense only identifiable by the specificity of the stress
response. Thus, a sufficient understanding of targeted muscular adaptation is inseparably linked to a
comprehensive understanding of the regulation of the molecular stress response.

A key player in the myocellular immediate protection mechanism is aB-Crystallin (CRYAB), an ATP-
independent chaperone belonging to the family of small heat shock proteins. As such, the protein has
a cytoprotective function by "capturing” unfolding or misfolded proteins, therefore preventing their
irreversible aggregation and, in cooperation with other ATP-dependent chaperones, leading them to
renaturation or autophagosomal degradation. It is known from skeletal muscle that CRYAB
translocates from the cytosol to cytoskeletal structures and associates with these as a result of
contraction-induced stress, thereby stabilizing and protecting against potential (further) damage. In
the human skeletal muscle, the mechanical stress component seems to be the most important factor
for the induction of CRYAB due to contractile activity. An essential factor for the function and thus the
cytoprotective properties of CRYAB is its phosphorylation on serine 59.

The aim of the present work was to generate a comprehensive understanding of the regulation of
CRYAB in response to resistance exercise-induced mechanical stress. Due to the heterogeneity of
skeletal muscle tissue with respect to its fiber types (type I, lIA, 1IX) and the resulting functional
properties, it was also intended to generate a fiber type-specific image of CRYAB-regulation. The
investigation of the regulation included the phosphorylation of CRYAB at serine 59 (,CRYAB®*), the
expression of total CRYAB and its translocation or association with cytoskeletal structures.

Therefore, in a first study, the regulation of CRYAB was investigated under the influence of different
loading types and thus different levels of contraction-induced mechanical stress, as well as different
stress volumes(73). The focus was on the acute response of CRYAB following single, non-repetitive
stress. Based on these findings, the influence of chronic stress on acute CRYAB-regulation was
examined. It was investigated whether the acute myocellular stress response is modified as a result of
systematic repetitive stress as well as of a temporary termination of this stress. Assuming that
systematically repeated stress exposure leads to an adaptation in the sense of an increased resistance
to the stressor, the interest was focused on possible factors that could contribute to this potential

myocellular mechanical stress resistance. For this purpose, it was determined whether the type lli
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intermediary filament desmin, which is an important structural protein involved in lateral force
transmission, is upregulated in the course of repeated resistance exercise stimuli.

In summary, we could show that resistance exercise-associated stress leads to a strong increase in
»CRYAB®, for which the mechanical stress component is essential. Systematic repetition of exercise
leads to a successive attenuation of the ,CRYAB**-response and increases the amount of desmin;
however, if regular stress exposure of the muscle is terminated for a certain period of time, the amount
of desmin decreases and the ,CRYAB>*°-response increases again as a result of renewed exercise. Thus,
the ,CRYAB***-signal appears to follow the amount of desmin in a kind of inverse relationship. In the
course of this, it seems that high mechanical stress in particular promotes the increase in desmin.
Furthermore, the ,CRYAB**® response and the translocation of CRYAB are fiber type-specific and
depend on the type of loading applied. In detail, while ,CRYAB>*® increases in Type | fibers as a result
of loadings with low as well as with high external resistances, an increase in Type Il fibers can only be
observed as a result of loadings with high external resistances. In general, CRYAB is phosphorylated
due to the accumulation of a certain load volume (multiple sets). Moreover, an increased loading
volume can promote the phosphorylation of CRYAB in type Il fibers, even if the pure intensity (level of
external resistance) per se is relatively low.

We conclude that the acute myocellular stress defense response in the form of phosphorylation of
CRYAB at serine 59 appropriately indicates the influence of contraction-induced mechanical stress at
the single-fiber level. Furthermore, CRYAB reflects the desensitization of myocytes to repeated
mechanical stress as well as their resensitization in the absence of regular stimulation. A dynamic
process of building and breaking down the cytoskeletal desmin network is used to adapt to the
changing requirements of myocellular resistance to mechanical stress. On the one hand, these findings
serve to understand the function of CRYAB in the context of the stress defense reaction under
practically relevant in vivo conditions. On the other hand, they can help to differentiate between more
and less effective types of exercise for the induction of acute stress as well as chronic adaptation of
muscle fibers. In the context of applied exercise science, the knowledge of cause-effect relationships
(load-adaptation) is thus expanded, which makes it possible to control training more precisely on the

basis of physiological observations over time.



1 Einleitung

Die Interaktion eines jeden Organismus mit seiner Umwelt bedingt dessen fortwahrende Exposition
gegeniber diversen Reizen (19). Auf der einen Seite stehen dabei Umwelteinfliisse wie UV-Strahlung,
Temperaturschwankungen, Radioaktivitdit und die Schwerkraft; auf der anderen Seite fiihrt das
Agieren des Organismus in seiner Umwelt selbst zur Generierung einer enormen Reizvielfalt, die
assoziiert ist mit Schwankungen des pH-Wertes, lonenverschiebungen, der Produktion freier Radikale
und vor allem der Erzeugung mechanischer Kraft (5, 25, 41, 69, 129, 134, 143) — um nur einige
wesentliche zu nennen. Jeder Reiz fiir sich genommen sowie in Kombination auftretend besitzt das
Vermogen, die Homoostase und Integritat einzelner zellularer Subsysteme in empfindlicher Weise zu
storen (5). So kann mechanische (46, 135) und somit auch die durch Muskelkontraktion induzierte und
auf Strukturen des Zytoskeletts einwirkende Spannung (25, 55) genauso zu einer
Entfaltung/Denaturierung bzw. Schidigung von Proteinen fiihren (20, 53, 83, 96), wie dies bspw. eine
externe Erhéhung der Temperatur tun kann (88). Ein zunehmend entfaltetes Proteom fiihrt dabei zum
Funktionsverlust sowie zur Aggregation geschadigter Proteine, was in Stérungen des jeweiligen
Systems resultieren und bis hin zum Untergang des Gesamtorganismus reichen kann (54).

1962 untersuchte der italienische Forscher Ferruccio Ritossa (133) die Synthese von Nukleinsduren
anhand von Speicheldriisen der Drosophila. Als Reaktion der Zellen auf eine erhohte Temperatur
beobachtete er erstmalig einen starken Anstieg der Transkriptions- und Syntheserate einiger bis dahin
noch unbekannter Proteine. Erst gut 12 Jahre spater wurden diese als ,heat shock proteins” (HSPs)
identifiziert und es wurde festgestellt, dass sie in nahezu allen Gewebearten vorzufinden sind, von
Nerven- bis hin zu Muskelzellen aller Art (106, 152). Dass Ritossas Beobachtung ein auf einen zu hoch
eingestellten Inkubator zuritickzufiihrender Zufallsfund war -- und dass sein erstes Manuskript zu dem
Thema prompt wegen vermeidlich mangelnder biologischer Bedeutung abgelehnt wurde, dndert
nichts an der Tatsache, dass er damit den Grundstein zur Erforschung eines der wichtigsten und
konserviertesten Stressabwehrsysteme im Organismus, von Bakterien bis hin zum Menschen, gelegt
hatte (106).

Heute weill man, dass der anfangs nur als s.g. ,heat shock response” bezeichnete Mechanismus
keineswegs rein temperaturabhangig ist, sondern eine Universalantwort von Zellen darstellt, ihre
Proteostase aufrecht zu erhalten oder wiederherzustellen (1, 119) - kurzum, um ihr Uberleben unter
Stressbedingungen diverser Art zu sichern (15). Das spezifisch erhohte Auftreten von HSPs bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson und ALS (amyotrophe Lateralsklerose)
(24, 68), aber auch bei akuten Lasionen wie Herz- und Hirninfarkt sowie auch Querschnittslahmung (8,
36, 81), verdeutlicht die hohe Bedeutung der Proteinfamilie bei zahlreichen Prozessen der

Pathogenese sowie der Rekonvaleszenz.



Die gezielte Anpassung von Organsystemen durch koérperliche Belastung bzw. sportliches Training ist
von hochster Bedeutung nicht nur im Kontext leistungssportlichen Rekordstrebens. Langst ist klar, dass
ein addquates MaR an koérperlicher Belastung ein unabdingbarer Faktor zur Gesunderhaltung des
Organismus ist und somit mittlerweile auch ein fester Bestandteil einer nahezu jeden rehabilitativen
MaBnahme (163).

Gleichzeitig ist aber jedwede Art der Anpassung eines Organismus, sei es an seine Umwelt oder aber
an interne Reize, an die Prasenz oder aber Abwesenheit eines bestimmten Stressors bzw. an eine
Kombination von Stressoren gebunden (19). Dabei kann die Anpassung als das Bestreben der
betroffenen Zellen verstanden werden, ihre Homoostase und Integritdat aufrecht zu erhalten,
wiederherzustellen oder vor wiederholten homdostatischen Stérungen zu schiitzen. Damit ist ein
hinreichendes Verstandnis zielgerichteter korperlicher Anpassung untrennbar mit einem umfassenden
Verstandnis der Regulation der molekularen Schutzmechanismen des entsprechenden Organsystems
verbunden. Umgekehrt: wenn das Ziel die Untersuchung molekularer Mechanismen in komplexen
Organismen wie dem des Menschen ist, so ist die kontrollierte kdrperliche Belastung die einzige nicht-
pharmakologische Madglichkeit, die Homdostase ausgesuchter Organsysteme gezielt zu verandern
bzw. in definierter Weise zu stéren und die molekulare Signatur der Stressantwort zu analysieren.
Dabei erlaubt es der Skelettmuskel, wie kein anderes Gewebe, durch seine willentliche Ansteuerung
Stressreize gezielt zu setzen. Durch die Variation diverser Belastungsparameter wie der
Kontraktionsart (isometrisch/konzentrisch/exzentrisch) und -geschwindigkeit, der Hohe des duReren
Widerstandes sowie der willentlich erzeugten Kraft gegen diesen, des Belastungsvolumens sowie der
Belastungsfrequenz (akut/chronisch) etc., kdnnen variable Reize erzeugt werden, die sich in einem
Kontinuum zwischen Ausdauer- (metabolischem) und Kraft-assoziiertem (mechanischem) Stress
bewegen. Auch wenn in komplexen Organismen die genannten Stressoren nicht ganzlich isoliert zu
betrachten sind (zumindest in vivo), so kann ein bestimmter Bereich des o.g. ,Stress-Arten-
Kontinuums“ durch eine entsprechende Konstellation der Belastungsparameter deutlich forciert

werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde eben dieses Potential definierter Belastung des Skelettmuskels
genutzt, um die Regulation von aB-Crystallin (CRYAB), einem der Hauptakteure der zelluldren
Stressantwort, zu untersuchen. Der Fokus lag dabei auf der Regulation von CRYAB infolge von
mechanischem Stress, der durch standardisierte Krafttrainingsbelastung induziert wurde. Die
Untersuchung der Regulation umfasste die Phosphorylierung von CRYAB an Serin 59 (,CRYAB**), die
Expression des totalen CRYAB, sowie seine Translokation bzw. Assoziation mit Strukturen des

Zytoskeletts.



Der humane Skelettmuskel ist ein myozellular heterogenes Gewebe, das analytisch primar anhand der
Expression unterschiedlicher Isoformen der Myosin schweren Kette in Typ | und Typ Il (Typ Il weiter in
IIA und IIX) Fasern differenziert werden kann (141). Des Weiteren unterscheiden sich die Fasertypen
bspw. hinsichtlich ihrer Morphologie und zytoskelettaler Architektur, bioenergetischer Faktoren und
kontraktiler Eigenschaften (23, 131, 141). Diese Differenzen wiederum bedingen, dass eine gegebene
Belastung zu potenziell unterschiedlicher Stresserfahrung und damit auch -antwort in den
verschiedenen Fasertypen flihren kann, weshalb zusatzlich eine fasertypdifferenzierte Betrachtung der

0.g. Parameter erfolgte.

In einer ersten Untersuchung war es das Ziel, die Regulation von CRYAB unter dem Einfluss
verschiedener Belastungsarten und damit unterschiedlich hohem kontraktionsinduzierten
mechanischen Stress, sowie verschiedener Belastungsvolumina zu untersuchen (73). Im Fokus stand
dabei die Akutantwort von CRYAB infolge singuldren, sich nicht wiederholenden Stresses.

Anknipfend an die dadurch gewonnenen Erkenntnisse wurde nachfolgend in einer zweiten Studie
mittels CRYAB-Regulation untersucht, ob, respektive wie, die akute myozelluldre Stressantwort infolge
von systematisch wiederholter bzw. chronischer Belastung sowie einer temporaren Aussetzung
derselben modifiziert wird. Ausgehend von der Annahme, dass eine systematisch wiederholte
Stressexposition zu einer Anpassung fiihrt, galt das Interesse moglichen Faktoren, die zu einer
erhdhten Resistenz der Myozyten® gegeniiber mechanischem Stress beitragen kénnten. Das Typ IlI
Intermediarfilament Desmin bildet einen wichtigen Bestandteil des Zytoskeletts. Es setzt u.a. an den
Z-Scheiben an, verbindet benachbarte Sarkomere untereinander sowie diese mit dem Sarkolemm und
ist dadurch essenziell fiir die laterale Kraftlibertragung, Struktur und mechanische Stabilitdt von
Myozyten (84, 94, 109, 123). Daher wurde korrespondierend mit der CRYAB-Regulation untersucht, ob
wiederholte Krafttrainingsreize sowie deren Aussetzen zu einer verdanderten Desmin-Expression

fuhren.

1 n adultem Skelettmuskelgewebe sind einzelne Myoblasten zu mutlinukleiren Fasern verschmolzen und bilden
ein s.g. Syncytium (167). Strenggenommen ist es daher in Zusammenhang mit adultem Skelettmuskelgewebe
nicht korrekt von Zellen bzw. Myozyten zu sprechen. Verwendet wird diese Terminologie in vorliegender Arbeit
jedoch aus Griinden der Vereinfachung.
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2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Stress im physiologischen Sinn/ Begriffsbestimmung

Stress — oder auch Spannung — besitzt im urspriinglichen Sinne der Physik eine klare Definition als das
Mal} fiir die mechanische Beanspruchung im Material und ist mathematisch darstellbar als die
einwirkende Kraft pro Flacheneinheit. Demnach fiihrt Stress zur Verformung von Kérpern und zum
Versagen von Materialien, wenn die Hohe des wirkenden Stresses die gegebene Materialfestigkeit
Ubersteigt (25, 139).

Seitdem jedoch der Begriff Stress Ende der 1920 Jahre vom ungarisch-kanadischen Mediziner Hans
Selye aus der Physik entliehen und auf physiologische Zusammenhéange lGbertragen wurde (106), hat
er flr diesen Kontext seine klare physikalische Dimension verloren und gilt als Universalbezeichnung
fUr Zusténde, die sich auRerhalb der physischen (und psychischen) Norm befinden (19). In diesem
Sinne wird der Stressbegriff auch nachfolgend in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Die 0.g. Norm bzw. Homoostase, steady state, oder auch Gleichgewicht, meint einen Zustand, den eine
jede Zelle bestrebt ist zu erhalten oder wiederherzustellen und ist Voraussetzung fiir ihre addquate
Funktion mit dem Ubergeordneten Ziel: Erhaltung des Gesamtorganismus (19, 31). Einfllsse bzw.
Reize, die zu einer Storung der Homdostase fiihren, werden als Stressoren bezeichnet (19, 31). Die
Akutreaktion von Zellen und komplexen Organismen auf einen Stressor ist die Stressantwort, die auf
eine zunachst kurzfristige Stabilisierung und Wiederherstellung der Homdostase zwecks
Aufrechterhaltung notwendiger Funktionen abzielt (19, 31). Die Reaktion auf wiederkehrenden bzw.
chronischen Stress umfasst die Steigerung der Kapazitdat und Leistungsfahigkeit von
Kompensationsmechanismen der betroffenen Systeme, wodurch eine Stressresistenz erreicht wird,
bzw. wiederholte gleichartige Reize ihr ,Stresspotential” verlieren und die Homdéostase erhalten bleibt
(19, 31). Stress im Allgemeinen gefdhrdet somit auf der einen Seite die Zellintegritdt und -vitalitat, stellt
aber auf der anderen Seite gleichzeitig eine wichtige Signalfunktion zur Auslésung von
Anpassungsmechanismen dar, die zur Steigerung der Resistenz gegeniiber ebendiesen Stressoren
flhren. Folglich sichert Stress, konkreter aber die Stressantwort als Ausdruck der Fahigkeit des
Organismus, auf potenziell schadliche Reize zu reagieren und sich diesen gegeniiber anzupassen, das
Uberleben des Organismus in einer Umwelt, die gepragt ist von haufig wechselnden Bedingungen und

Anforderungen.
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2.2 Belastungsinduzierter Zellstress

Die willkiirliche und feinst-abgestimmte Ansteuerung der Skelettmuskulatur ermdglicht es, mit der
Umwelt zu interagieren, weshalb die Erhaltung einer fiir die Erfordernisse des Alltags hinreichenden
Leistungsfahigkeit die Voraussetzung fiir die soziale Teilhabe wéahrend der gesamten Lebensspanne
bildet. Gleichzeitig generiert die Skelettmuskulatur ihre eigenen Stressoren, welche sie — scheinbar
paradoxerweise — zum einen schadigen und funktionell einschranken kénnen, zum anderen aber
unerlassliche Akteure bei ihrer Gesunderhaltung und Anpassung an verdanderte Erfordernisse und
Umweltbedingungen sind.

So ist es durch zielgerichtete korperliche Aktivitdat moglich, den menschlichen Organismus im
Allgemeinen und die Muskulatur im Speziellen einer hohen Reizvielfalt auszusetzen und Stress derart
dosiert zu erzeugen, dass die Stressantwort zu einem Ausbau oder aber zumindest zur Erhaltung des
strukturellen und funktionalen Zustandes fihrt. Isolierte Zellen, zelluldre Substrukturen wie
Myofibrillen, Sarkomere, oder gar einzelne Molekiile kénnen sehr selektiv gewissen Reizen wie
reaktiven Sauerstoffspezies (7), Temperaturschwankungen (90), Energierestriktion (75), pH-
Anderungen (132) oder aber mechanischer Kraft (136) ausgesetzt werden, wodurch entsprechender
Stress erzeugt werden. kann. Wie einleitend bereits vorweggenommen wurde, verhalt sich dies in
komplexen Organsystemen jedoch anders. Kontraktile Aktivitdt der Skelettmuskulatur geht stehts mit
einem ganzen Ensemble oben genannter Reize einher (dabei handelt es sich lediglich um eine Auswahl
der prominentesten). Dennoch erlauben es bestimmte, wohl gewdhlte Konstellationen der
Belastungsparameter [vgl. (153)], Stressoren ,semi-selektiv” einzusetzen.

Weshalb ,semi-selektiv“? Bei Stress, der durch kontraktile Aktivitat induziert wird, kann von einem
Kontinuum ausgegangen werden, innerhalb dessen die Hohe der muskular zu erzeugenden Kraft der
ausschlaggebende Faktor dafiir ist, welcher Stressor forciert zum Tragen kommt und welche
entsprechende Anpassung daraus resultiert (6, 26). Die zu generierende Kraft wiederum ist
determiniert durch die zu l6sende Aufgabe, die - stark vereinfacht - stets darin besteht, den eigenen
Korper bzw. dessen Segmente gegen einen externen Widerstand der Hohe X in einer bestimmten Zeit
von A nach B zu bewegen.

Daraus wird gefolgert: je hoher der externe Widerstand und somit die von der Muskulatur zur
Bewiltigung einer spezifischen Aufgabe aufzubringende Kraft, desto gréBer der Anteil der
mechanischen (vgl. Kap. 2.2.2) und desto geringer jener der metabolischen Komponente (vgl. Kap.
2.2.1) am potenziell resultierenden Stress und umgekehrt. Diese vereinfachte Darstellung
beriicksichtigt zwar nicht die unterschiedliche Atiologie metabolischen Stresses (der
zugrundeliegenden Stoffwechselwege), auch nicht die Arbeitsweisen der Muskulatur (konzentrisch,
isometrisch, exzentrisch), soll aber verdeutlichen, dass die mechanische Komponente des

kontraktionsinduzierten Stresses Hauptfaktor von krafttrainingsassoziierten Belastungen ist.
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Dabei kdnnen Reize bzw. Stressoren, die auf die Muskulatur einwirken, grob in zwei Hauptkategorien
unterteilt werden: den metabolischen und den mechanischen Stress. Beide werden in den
nachfolgenden Unterkapiteln weiter ausgeflihrt, wobei der metabolische Stress lediglich kurz
angerissen wird und der Fokus auf dem fir die vorliegende Arbeit relevanten mechanischen Stress

liegt.

2.2.1 Metabolischer Stress

Metabolischer Stress ist eine Sammelbezeichnung fiir eine Vielzahl von Einzelstressoren, die im
Wesentlichen zuriickzufiihren sind auf die Prozesse der Energiebereitstellung, insbesondere infolge
von kontraktiler Muskelaktivitat (69, 150). Die Hydrolyse von ATP und Kreatinphosphat und die
Ansammlung von ADP sowie AMP, die Produktion von H*-lonen und Anhaufung von freiem Phosphat,
die vermehrte Generierung von freien Sauerstoffradikalen (oxidativer Stress) und die Steigerung der
Laktatkonzentration (5, 129, 134, 143), um lediglich die prominentesten zu nennen, besitzen allesamt
das Potential, im Falle unzureichender Kompensationsmechanismen (bspw. H*-Puffer- und

antioxidative Systeme) die Homdostase zu storen bzw. Zellstress zu induzieren.

2.2.2 Mechanischer Stress

Die Kraft, die ein Muskel erzeugt, um bspw. duBere Widerstdande zu iberwinden, flhrt auch stets zu
einer Spannung, die auf alle an der Erzeugung sowie Ubertragung der Kraft beteiligten Strukturen wirkt
(25, 55). Weiter deduziert bedeutet dies, dass auch jedes Protein und Molekil dieser Spannung
ausgesetzt ist.

Proteine sind in ihrem Grundaufbau (Primarstruktur), lineare, aus einzelnen Aminosauren uUber
Peptidbindungen zusammengesetzte Polymere. Diese gehen aufgrund von intra- bzw.
intermolekularen Kraften (u.a. durch Wasserstoffbriicken, Van-der-Waals-Krafte, lonenbindungen,
Disulfidbriicken) Bindungen ein und ordnen sich so zu hochspezifischen raumlichen Strukturen an
(Sekundar-/Tertiarstruktur) bzw. assoziieren mit Proteinen gleicher sowie unterschiedlicher Art
(Quartarstruktur) (4). Die korrekte Faltung (native Form) sowie Bindung mit anderen Proteinen
bestimmt die addquate Funktion des individuellen Proteins sowie der Suprastruktur, an der es beteiligt
ist, wie eines Z-Streifens, des Sarkomers, der Myofibrille, usw. (4). Die durch mechanische Kraft
erzeugte Spannung kann zu einer Trennung der o.g. intra-/intermolekularen Bindungen und somit
einer partiellen- bis hin zu einer hohergradigen Entfaltung von Proteinen (46, 88) bzw. zu mechanisch
induziertem Stress fiihren. Ent- bzw. fehlgefaltete Proteine stellen fiir Zellen ernste Probleme dar, weil
sie zum einen ihre entsprechende Funktion verlieren und zum anderen zur Bildung von Aggregaten mit
potenziell zytotoxischen Eigenschaften neigen (48). Die Tragweite, vor allem von Proteinaggregaten,

wird u.a. anhand neurodegenerativer Erkrankungen wie Alzheimer und Parkinson deutlich. Diese
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gehen mit einer Aggregierung von hyperphosphoryliertem Tau-Protein in Gehirnzellen einher, was
zum Funktionsverlust und final zum Tod der Zellen fiihrt (24).

Das prominenteste Beispiel fir eine mechanisch induzierte hohergradige Entfaltung bzw.
Proteinschadigung ist das s.g. z-line streaming in Sarkomeren. Dieses wird vor allem infolge von
exzentrischen Muskelkontraktionen und damit einhergehend hoher Spannungsentwicklung in
beteiligten Strukturen beobachtet (51, 52, 96). Neben solchen hdhergradigen strukturellen
Schadigungen, kann auch eine subtilere Proteinentfaltung die Folge von mechanischer Spannung sein,
wie dies v.a. das Beispiel von Filamin (A, C) deutlich macht (76, 107, 155, 156). Das in der Z-Scheibe zur
Verankerung von Aktinfilamenten dienende Homodimer wird infolge von kontraktionsinduzierter
mechanischer Spannung partiell entfaltet, woraufhin eine Interaktionsdomadne exponiert wird.
Chaperone, und allen voran HSPB1 (Hitzeschockprotein B1), kdnnen diese erkennen und Uber eine
entsprechende Assoziation strukturstabilisierend/-schiitzend wirksam werden (34). Eine vergleichbare
proteinstabilisierende Funktion wird auch fiir CRYAB infolge von Stress generell (57, 58, 63, 92), und
insbesondere mechanischem Stress, berichtet (35, 83, 125, 126). Folglich spielt das Chaperonsystem
im Allgemeinen, und das in der vorliegenden Arbeit thematisierte CRYAB im Speziellen, eine
herausragende Rolle fiir die Erhaltung der Proteostase infolge von kontraktionsinduziertem

mechanischem Stress.

2.2.3 Fasertypspezifische Betrachtung kontraktionsinduzierten Stresses

Die Skelettmuskulatur wird im Alltag und vor allem im Zuge sportassoziierter Tatigkeiten einer Vielzahl
unterschiedlicher Anforderungen ausgesetzt. Derselbe Muskel, der uns zum einen dazu befahigt, sich
mit einer gleichmaligen, moderaten Geschwindigkeit iber lange Strecken hinweg zu bewegen, besitzt
gleichzeitig die Fahigkeit, im nachsten Moment seine Kraft um ein Vielfaches zu erhéhen und erlaubt
es uns so, einen explosiven Sprint, Sprung oder Richtungswechsel wiederholt zu vollziehen. Ein
Schlisselelement hierzu bildet die Heterogenitdt der Faserzusammensetzung (23). Der humane
Skelettmuskel besitzt drei unterschiedliche Fasertypen (exklusive Hybriden), die dem aktuell iblichen
Standard nach entsprechend ihrer Myosin schweren Ketten (MHC [myosin heavy chain]) Isoform
voneinander abgegrenzt werden kdnnen: MHC-B (Typ 1), MHC-2A (Typ lIA) und MHC-IIX (Typ-IIX) (141).
Diese  Fasertypen unterscheiden sich hinsichtlich  zahlreicher Faktoren, u.a. ihrer
Rekrutierungsschwelle (2, 65, 103), ihrer maximal erzeugbaren Leistung (23, 151, 154), der Regulation
der Proteinsynthese (60) und vor allem ihrer Zellarchitektur (64, 141). Es ist u.a. beschrieben, dass Typ
Il Fasern schmalere Z-Scheiben (52), kleinere Isoformen des sarkomerischen Myomesins (3), Obscurins
und Nebulins sowie eine rigidere Form von Titin (130) im Vergleich zu Typ | Fasern haben (30). Folglich
wird angenommen, dass bei Kontraktion in Typ Il Fasern eine relativ hohere Spannung auf das

Zytoskelett wirkt (30). Die strukturellen Unterschiede werden daher als Erklarungsansatz fur die
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Beobachtung herangezogen, dass Typ |l Fasern vulnerabler fiir mechanisch induzierte Schadigung sind
(30, 104, 105).

Folglich bestimmen Variablen wie Belastungsintensitdit und -volumen das spezifische
Rekrutierungsmuster und somit auch die Exposition der unterschiedlichen Faserentitdten gegeniber
dem kontraktionsinduzierten Stress. Daher ist flir ein umfassendes Verstindnis zur Auswirkung
kontraktionsinduzierten Stresses auf den Skelettmuskel eine fasertypspezifische Betrachtung von

grolRer Bedeutung.

2.3  aB-Crystallin

aB-Crystallin (CRYAB, heat shock protein B5 [HSPB5]) ist ein ATP-unabhangiges Chaperon aus der
Familie der kleinen Hitzeschockproteine (small heat shock protein [sHSP]) mit einer molekularen Masse
von ~22 kDa (80). sHSPs zeichnen sich aus durch eine konservierte a-Crystallin Doméne, individuelle
sHSP-typische variable N- sowie C-terminale Sequenzen, sowie eine molekulare Masse zwischen ca. 13
und 43 kDa (27, 70, 116). CRYAB besitzt die Fahigkeit, sich entfaltende bzw. fehlgefaltete Proteine
durch seine s.g. holdase -Aktivitat ‘einzufangen’ und so deren irreversible Aggregation zu verhindern,
wodurch dem Protein eine zytoprotektive Funktion zukommt (42). In Kooperation mit weiteren, ATP-
abhingigen Chaperonen wie HSP60, HSP70, HSP90 kénnen die ent-/fehlgefalteten Proteine in
weiteren Schritten dann entweder ihrer Renaturierung oder aber dem autophagosomalen Abbau
zugefiihrt werden (42, 100) (vgl. Abbildung 1). In ungestressten Zellen ist CRYAB primar im Zytosol
lokalisiert (11) und liegt vor allem in groRen Heterooligomeren vor, bestehend aus lber 24
Untereinheiten (116).

Urspriinglich wurde CRYAB gemeinsam mit aA-Crystallin als abundantestes Protein in der Augenlinse
identifiziert, in der es im Wesentlichen an der Erhaltung ihrer Transparenz beteiligt ist (116).
Inzwischen ist bekannt, dass CRYAB in zahlreichen weiteren Gewebearten exprimiert wird, u.a. in der
Niere, der Lunge, der Haut, dem Gehirn und der Herz- sowie Skelettmuskulatur (57, 62, 77, 112).

Die klinische Signifikanz von CRYAB wird u.a. dadurch deutlich, dass eine maligebliche Rolle des
Proteins bei der Progression von multipler Sklerose nachgewiesen werden konnte (121). Zudem wird
CRYAB in Einschlusskérperchen bei zahlreichen weiteren neurodegenerativen Erkrankungen wie
Morbus Alexander, Creutzfeldt-Jakob-Krankheit, Alzheimer und Parkinson gefunden (24, 68).
Interessanterweise mehren sich Studienergebnisse, die zeigen, dass sich eine exogene Gabe bzw.
systemische Erhéhung von CRYAB positiv auf den Krankheitsverlauf von multipler Sklerose (61, 121,
158), wie auch akuter Lasionen des Rickenmarks (81), Gehirns (8) und Herzens (36), auswirkt.
Entscheidend ist dabei wohl die immunmodulierende Eigenschaft von CRYAB (24, 61). So konnte

gezeigt werden, dass CRYAB die Bildung pro-inflammatorischer Zytokine hemmt und damit die
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Funktion eines Negativregulators flir entziindliche Prozesse besitzt (8, 121). Andere Befunde deuten
wiederum darauf hin, dass pro-inflammatorische Zytokine durch CRYAB abgefangen und somit
neutralisiert werden (138). Ferner wurde festgestellt, dass eine R120G Missense-Mutation von CRYAB
zu Desmin-assoziierten Myopathien fihrt, die mit einer Muskelschwache proximaler sowie distaler
Gliedmalien sowie Kardiomyopathien einhergeht (159). Kennzeichnend fiir diese Erkrankungen sind
Aggregate bestehend vor allem aus Desmin sowie CRYAB (144, 162).

Neben der o.g. klinischen Relevanz des Proteins, besitzt CRYAB wichtige Funktionen im physiologischen
Kontext. Dazu zahlt die Erhaltung der myozellularen Integritdt unter Belastungen des Alltags sowie

infolge sportlicher Aktivitat. Weitere Ausfliihrungen hierzu werden in den nachfolgenden Kapiteln

vorgenommen.
»Stress”
)
X
Translokation/ 5
Assoziation von Storung.der
Entf_altung/ CRYAB an sein — . - -I q Zellfunktion —
Schédigung Client-Protein Zelltod
— —
Natives
Protein E
(7

Abbildung 1 Veranschaulichung der Funktion von CRYAB infolge von Zellstress. Zellstress (u.a. thermisch,
chemisch, mechanisch) kann zu einer Entfaltung/Schadigung von Proteinen fiihren. Entfaltete Proteine verlieren
ihre Funktion und neigen zur Bildung von zytotoxischen Aggregaten. CRYAB bindet an sich entfaltende Proteine
und stabilisiert diese bzw. kann ihre irreversible Schadigung verhindern. Betroffene Proteine kdnnen
anschlieBend in Kooperation mit weiteren, Chaperonen renaturiert oder aber dem autophagosomalen Abbau
zugefiihrt werden.

2.3.1 Phosphorylierung von aB-Crystallin an Serin 59

Wie genau CRYAB seine s.g. Substrat-Proteine erkennt, ist bislang nicht vollstandig geklart (63). Es wird
jedoch davon ausgegangen, dass die Phosphorylierung des Proteins eine entscheidende Rolle fiir
dessen Funktion spielt (12, 116). CRYAB besitzt drei Phosphorylierungsstellen mit Serin 19, 45 und 59
(12, 116), wobei Studien darauf hinweisen, dass seine Phosphorylierung an Serin 59 eine wesentliche
funktionale Bedeutung hat (32, 39, 77). Gezeigt wurde dies an Kardiomyozyten (57, 58), Neuronen des

Hippocampus (142), Kardiomyoblasten der Ratte (145), Skelettmuskel der Maus (83) sowie weiteren
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Zellen (71, 92) infolge diverser Stressoren, wie Ischamie (57, 58), Hitze (145), mechanischem Stress
(83) und unterschiedlicher Chemikalien (71, 92).

Vermittelt wird die Phosphorylierung von CRYAB an Serin 59 (,CRYAB®*) iber die Mitogen-aktivierte
Proteinkinase p38 (1, 71, 92), die ihrerseits lGiber eine Phosphorylierung an Threonin 180 und Tyrosin
182 (,p387180/182) jhre Aktivierung erfdhrt (169). Im Zuge der ,CRYAB®* soll das CRYAB Homo-
/Heterooligomer destabilisiert und die Bildung kleinerer Oligomere beglinstigt werden, was zur
Modulation der Aktivitdt von CRYAB beitragt (12). Trotz der offensichtlichen Relevanz der ,CRYAB>*

existiert bislang nur eine Studie, die sich damit im humanen Skelettmuskel befasst (50).

2.3.2 Regulation von aB-Crystallin im Skelettmuskel infolge von kontraktionsinduziertem

Stress

Ergebnisse aus in vitro Studien zeigen klar, dass Zellen, die Stressoren diverser Art (insbesondere
thermischer, chemischer Natur) ausgesetzt sind, die Expression von Proteinen des Chaperonsystems,
u.a. jener der 70 kDa Hitzeschockproteinfamilie (HSP70) (98) aber auch der kleinen HSPs (62) wie
HSPB1 und CRYAB (148), als Schutzmechanismus zur Erhaltung der Proteostase, hochregulieren. In
vivo, und speziell fir den humanen Skelettmuskel, wurde dies vor allem fir das 70 kDa
Hitzeschockprotein 70 (HSP70) infolge von muskularer Belastung bzw. kontraktionsinduziertem Stress
gezeigt (38, 56, 79, 101, 102, 124, 125). Es wurde/wird daher angenommen, dass auch eine Erhéhung
des CRYAB-Pools einen bedeutenden Anpassungsmechanismus darstellt, der die Stressresistenz der
Myozyten erhoht. Das Hauptaugenmerk von Studien lag daher primar auf der Expression von CRYAB
von akuter sowie wiederholter/chronischer Belastung (sowohl kraft- als auch ausdauerorientiert) (37,

38, 47, 50, 110, 113, 125), sowie passiver Erhohung der Kérpertemperatur (114), gelegt wurde.

aB-Crystallin-Regulation infolge von akuter/einmaliger Belastung

Bisher sind die Befunde bzgl. der Hochregulation des totalen CRYAB im humanen Skelettmuskel infolge
einer akuten Belastung eher widerspriichlich als konsitent; einige Studien konnten eine
Hochregulation des Proteins zeigen (47, 110, 125), andere wiederum nicht (37, 38, 50, 113).
Weitestgehend einheitlich wird jedoch infolge von akutem kontraktionsinduzierten Stress eine
Translokation von CRYAB aus dem zytosolischen/sarkoplasmatischen (l6slichen) hin zum
zytoskelettalen (unloslichen) Kompartiment beobachtet (37, 38, 50, 58, 110, 126, 161). Dort assoziiert
es mit Strukturproteinen der Z-Scheiben bzw. in ihrer direkten Ndhe (83, 125), sowie in der Region der
I-Bande (59). Dabei wurde akkumuliertes CRYAB sowohl in Arealen ultrastruktureller Schadigung
beobachtet (125) als auch an scheinbar ultrastrukturell intakten Intermediarfilamenten wie Desmin

(59, 125).
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Wahrend die Expression (wenn auch mit kontroversen Ergebnissen), sowie die Translokation des
Proteins im Skelettmuskel extensiv erforscht wurden, ist weitaus weniger zur Phosphorylierung von
CRYAB an Serin 59 infolge von kontraktionsinduziertem Stress bekannt. Diese haben im humanen
Skelettmuskel bisher lediglich Frankenberg et al. (50) untersucht und konnten zeigen, dass kontraktile
Aktivitdat nur unter bestimmten Vorausetzungen, bezogen auf die Belastungsnormative, zu einem
akuten deutlichen Anstieg der ,CRYAB®* fiihrt. Interessanterweise resultierten lediglich exzentrische,
nicht aber konzentrische Kontraktionsmuster in einem Anstieg der Phosphorylierung. Gestiitzt werden
diese Ergebnisse von Koh und Escobedo (83), die in situ EDL (extensor digitorum longus) Muskeln von
Mausen entweder isometrischen oder exzentrischen Kontraktionen aussetzten. Auch hier fiihrte
lediglich die exzentrische, nicht aber die isometrische Belastung zu einem Anstieg der
Phosphorylierung sowie zu einer Translokation von CRYAB aus dem zytosolischen hin zum
zytoskelettalen Kompartiment. Zudem konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass vor allem
konzentrische Kontraktionen mit einem hoheren energetischen Aufwand (18, 67, 127, 147) und
folglich einer h6heren metabolischen Stresskomponente einhergehen. Zusammengenommen deuten
diese Ergebnisse darauf hin, dass insbesondere die mechanische Komponente des

kontraktionsinduzierten Stresses fur die ,CRYAB>® verantwortlich ist.

aB-Crystallin-Regulation infolge chronischer/wiederholter Belastung

Die Befunde zur Expression des totalen CRYAB infolge von wiederholten Belastungen sind - genauso
wie bereits fur akute Belastungen beschrieben - kontrovers, mit Studien, die dafiir (47, 110, 125) und
anderen, die wiederum dagegen sprechen (37, 38, 50, 113). Die nach akuter Belastung einheitlich
beobachtete Translokation hin zu Strukturen des Zytoskeletts (vgl. Kap 2.2.2) scheint infolge von
wiederholter Belastung abzunehmen, wie es Cumming et al. (37) zeigen konnten. Bestéatigt wird dies
durch Befunde von Frankenberg et al. (50), die zwar eine Translokation nach einer initialen Belastung
feststellen konnten, nicht aber nach neuerlicher Wiederholung derselben binnen acht Wochen. Die
Phosphorylierung von CRYAB zwischen erster und zweiter Belastung hingegen blieb unverandert.

Dariiber hinaus existieren bislang keinerlei Daten zur ,CRYAB*® infolge von wiederholter Belastung.

Die Fasertypspezifitdt von aB-Crystallin

Die Menge an Studien zur fasertypspezifischen Expression von CRYAB ist aktuell zwar noch gering, die
Ergebnisse aber dennoch einheitlich. Unter Basalbedingungen konnte sowohl im humanen (38, 49,
125) als auch im Skelettmuskel von Ratten (10, 11, 59, 89) ein hoherer Gehalt an CRYAB in Typ |,
verglichen mit Typ Il Fasern, festgestellt werden. Eine genaue Erklarung zur physiologischen Ursache
dieser unterschiedlichen CRYAB-Konzentration konnte bislang allerdings keiner Studie enthommen

werden. Naheliegend ist jedoch, dass die unterschiedliche Expression von CRYAB in der funktionalen
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Spezifik der beiden Faserpopulationen begriindet ist (11). Wahrend Typ | Fasern, insbesondere in
alltaglichen Situationen, die den grofSten Teil der Zeit ausmachen, nahezu persistent im Einsatz und
dadurch Reizen bzw. potentiellem Stress ausgesetzt sind, werden Typ Il Fasern primar infolge
maximaler bzw. nahezu maximaler neuro-muskularer Ansteuerung innerviert (16, 17, 45, 131) und
daher im Alltag kaum beansprucht. Folglich besteht fiir einen Muskel, der primar alltdglichen
Belastungen ausgesetzt ist, vor allem Bedarf an einem gréBeren CRYAB-Pool zur Erhaltung der
Proteostase (11) in Typ | Fasern. Bestatigung findet diese Annahme durch den Befund, dass im
Vergleich zu Untrainierten sowie Krafttrainierten lediglich Ausdauersportler einen erhdhten Gehalt an
CRYAB in Typ Il Fasern aufweisen, der anndhernd dem Niveau der Typ | Fasern entspricht (49). Es wurde
angenommen, dass dies eine Konsequenz des erhohten metabolischen bzw. oxidativen Stresses sein
kénnte, von dem auch die Typ Il Fasern durch das Ausdauertraining betroffen sind, oder aber dass die
Beobachtung zurlickzufiihren ist auf den zwar niedrigintensiven, dafiir aber mit hohem Volumen
verbundenen mechanischen Stress (49).

Bislang existieren keine Studien, die sich mit der fasertypspezifischen Phosphorylierung von CRYAB an

Serin 59 befassen.

2.4 Die Rolle von Desmin im Skelettmuskel

Damit die Kraft bzw. Verkiirzung eines Sarkomers, resultierend aus der Interaktion zwischen Aktin und
Myosin, in einer koordinierten Verkilirzung des Gesamtmuskels und weiter einer Kraftlibertragung auf
die Sehne resultiert, ist ein komplexes Netzwerk an myofibrilldren Strukturen notwendig. Dieses sich
in jeder Fibrille aufspannende Zytoskelett besteht aus einer Vielzahl diverser Filamente samt ihrer
Ankerprotein-Komplexe und ist fiir die passive Ubertragung der durch die Sarkomere generierten Kraft
an benachbarte Strukturen zustindig (fiir eine umfassende und detaillierte Ubersicht des Zytoskeletts
wird auf das Review von Henderson et al. (64) verwiesen).

Von besonderer Bedeutung ist dabei das Typ Il Intermediarfilament Desmin. Das 53 kDa schwere
Molekil bildet sowohl longitudinale Homo- als auch Heteropolymere aus und formt ein
dreidimensionales Netzwerk innerhalb der Muskelfasern (64). Desmin assoziiert distal an den Z-
Scheiben und verbindet benachbarte Sarkomere sowie Myofibrillen miteinander. Des Weiteren
verbindet es die Myofibrillen Uber Costamere (84) mit dem Sarkolemm, genauso wie mit
Mitochondrien und Zellkernen (44, 64). Desmin-Knockout Versuche an Mausen haben gezeigt, dass
das Protein zwar in friihen Stadien der Myogenese nicht essentiell ist, dafiir aber die Pathogenese bei
fehlendem Desmin quasi sofort nach der Geburt einsetzt und sowohl Skelett- und Herz- als auch glatte
Muskulatur betrifft (93, 111). Zurlckzufiihren ist dies vermutlich auf die postnatal verstarkt

einsetzende Exposition gegenliber mechanischem Stress (94).
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Zusammengenomen hat Desmin eine herausragende Bedeutung bei der lateralen Kraftiibertragung

und der strukturellen Stabilisierung von Myozyten gegeniiber mechanischen Einflissen (94, 109, 123).

2.4.1 Die Regulation von Desmin im Skelettmuskel infolge von kontraktionsinduziertem

Stress

Trotz der Bedeutung von Desmin fiir die mechanische Stabilitat von Myozyten, existiert bislang eine
nur sehr begrenzte Anzahl an Publikationen, die sich mit der Regulation von Desmin infolge von
kontraktionsinduziertem Stress im humanen Skelettmuskel befasst. Diese deuten jedoch einheitlich
darauf hin, dass das Intermediarfilament infolge von kontraktiler Aktivitat hochreguliert wird, die mit
einer hohen mechanischen Spannung einher geht. So konnten Parcel et al. (122) sowie Woolstenhulme
et al. (165) zeigen, dass mehrwochiges, intensives Krafttraining zu einem Anstieg der Desmin-
Expression fiihrt. Des Weiteren wurde von einem Desminanstieg als Folge von exzentrischer Lauf- (47)
sowie Sprintbelastung auf dem Fahrradergometer (166) berichtet, nicht aber als Folge einer aerob

orientierten Dauerbelastung auf dem Fahrradergometer (122).

19



3 Fragestellungen

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass CRYAB eine wichtige Funktion im zelluldren
Sofortschutzmechanismus gegeniber Stressoren diverser Art zukommt und das Chaperon an der
Erhaltung der Proteostase beteiligt ist. Speziell im Skelettmuskel dient CRYAB der Stabilisierung von
Komponenten des Zytoskeletts gegenliber kontraktionsinduziertem Stress. Desmin ist ein wesentlicher
Akteur innerhalb des zytoskelettalen Netzwerkes, mitverantwortlich fir die laterale Kraftlibertragung
des Aktomyosin-Komplexes und die mechanische Stabilitdt von Myozyten. Zudem zahlt es zu den
‘client’-Proteinen von CRYAB. Die Phosphorylierung von CRYAB an Sein 59 wird als ein
Schlisselmechanismus beschrieben, notwendig fiir die Funktion und protektiven Eigenschaften des
Chaperons. Bislang ist die Regulation von CRYAB, insbesondere via Phosphorylierung infolge von
kontraktionsinduziertem Stress, im humanen Skelettmuskel nur unzureichend untersucht. So ist
unklar, wie sich die Variation wesentlicher Belastungsparameter wie Volumen und Intensitat auf die
akute ,CRYAB**-Antwort, insbesondere auf Einzelfaserebene, auswirkt. Zudem ist noch unerforscht,

ob die CRYAB-Regulation infolge von wiederholter Stressexposition moduliert wird.
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Daher war es das Ziel der vorliegenden Forschungsarbeit, deren Ergebnisse in zwei Publikationen

dargestellt wurden, die folgenden Fragen zu behandeln:

Studie 1 (73): Einfluss einmaliger Belastung auf die akute Regulation von aB-Crystallin

Welchen Einfluss haben unterschiedliche krafttrainingsassoziierte Belastungen auf die
fasertypspezifische Phosphorylierung von CRYAB an Serin 597

Welchen Einfluss haben unterschiedliche krafttrainingsassoziierte Belastungen auf die
fasertypspezifische Translokation von CRYAB im humanen Skelettmuskel?

Welchen Einfluss hat das Volumen unterschiedlicher krafttrainingsassoziierter Belastungen auf die

fasertypspezifische Phosphorylierung an Serin 59 im humanen Skelettmuskel?

Studie 2 (74): Einfluss chronischer Belastung/regelmafRgen Trainings auf die akute Regulation von aB-

Crystallin

10.

Fihrt chronische Belastung zu einer Modifikation bzw. Abschwachung der CRYAB-
Phosphorylierung?

Flhrt eine darauffolgende mehrtagige Entlastungsphase, gefolgt von einer neuerlichen Belastung,
zu einem Wiederanstieg der Phosphorylierung von CRYAB?

Korrespondiert die zytoskelettale Translokation/Assoziation von CRYAB mit der potenziellen
Modifikation des ,CRYAB®>°-Signals infolge der Be- und Entlastungsphasen?

Kann angenommen werden, dass die Phosphorylierung von CRYAB auf die mechanische
Komponente des kontraktionsinduzierten Stresses infolge der applizierten Belastung
zurtickzufihren ist?

Wie verhalt sich die Expression von Desmin als Reaktion auf die Trainings- und nachfolgende
Detrainingsphase als Teil des mechanischen Stabilitdtsnetzwerkes in Myozyten?

Wie verhdlt sich die Expression von totalem CRYAB als Reaktion auf die Trainings- und
nachfolgende Detrainingsphase?

Welchen Einfluss hat eine progressive gegeniber einer konstanten Gestaltung der Belastung auf

die Regulation von CRYAB und Desmin infolge der Trainings- und Detrainingsphasen?
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4 Methoden und Ergebnisse

An dieser Stelle wird auf die veroffentlichten Originalarbeiten, Jacko et al. (2019) und Jacko et al.
(2020), verwiesen, die sich im Anhang befinden. Im nachfolgenden Kapitel wirdeine

Kurzzusammenfassung der Artikel gegeben.
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4.1 Kurzzusammenfassungen der Publikationen

Jacko D, Bersiner K, Hebchen J, de Marées M, Bloch W, Gehlert S. Phosphorylation of aB-crystallin
and its cytoskeleton association differs in skeletal myofiber types depending on resistance exercise

intensity and volume (2019). J Appl Physiol 2019, 126 (6).

Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, wie sich singulare, unterschiedliche krafttrainingsassoziierte
Belastungen sowie Volumina auf die Regulation diverser CRYAB Parameter in Typ | und Typ Il Fasern
des humanen Skelettmuskels auswirken. Konkreter stand im Fokus: Die Expression von CRYAB, die
fasertypspezifische Phosphorylierung an Serin 59 sowie die Translokation/Assoziation mit dem
Zytoskelett. Hierzu wurden mannliche Probanden vier unterschiedlichen Gruppen zugeordnet,
innerhalb derer jeder Proband an voneinander getrennten Tagen einer einen, fiinf und zehn Satze
umfassenden Belastung des quadriceps femoris am Beinstrecker ausgesetzt wurden. Die
Belastungsprotokolle innerhalb der Gruppen entsprachen gangigen Krafttrainingsmethoden:
Hypertrophie- (HYP), Maximalkraft- (MAX), Kraftausdauer- (KA) orientiert sowie einer
niedrigintensiven (NI) Krafttrainingsmethode. Zudem wurde eine weitere, flinfte Gruppe drei Satzen
zu je acht Wiederholungen maximal exzentrischer Belastung (EXZ) ausgesetzt. Muskelbiopsien aus
dem vastus lateralis wurden unter Ruhe sowie 30 min nach der jeweiligen Belastung entnommen und
analysiert. Der Western Blot (Gesamtzelllysat) zeigte einen signifikanten Anstieg der ,CRYAB** in den
Gruppen HYP, MAX, KA, Nl infolge der Flinf- und Zehn-, nicht aber der Ein-Satz-Belastung. Des Weiteren
stieg ,CRYAB*® auch in der EXZ-Gruppe an. In der fasertypspezifischen Auflésung mittels
Immunhistochemie (IHC) konnte in allen fiinf Gruppen ein Anstieg der Phosphorylierung in Typ | Fasern
festgestellt werden. In Typ Il Fasern jedoch war ,CRYAB*>*° lediglich in der MAX und EXZ Gruppe erhéht,
wobei in der EXZ Gruppe das Phosphorylierungsniveau in Typ Il Fasern das der Typ | Fasern Uberstieg.
Die Assoziation von CRYAB mit Strukturen des Zytoskeletts folgt der belastungsabhingigen ,CRYAB®>
in den Fasertypen. Es konnte somit gezeigt werden, dass sowohl die Phosphorylierung als auch die
Assoziation von CRYAB mit Strukturen des Zytoskeletts in Typ | und Typ Il Fasern hochgradig von der
Belastungsintensitat sowie dem -volumen abhangig sind. Moglicherweise ist dies ein Ausdruck
spezifischer  Rekrutierungsmuster der Faserpopulation im Zuge der verschiedenen
Belastungsmethoden. Wir folgern daraus, dass die Phosphorylierung von CRYAB an Serin 59 die

Exposition gegeniber kontraktionsinduziertem Stress in einzelnen Myozyten anzeigt.
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Jacko D, Bersiner K, Schulz O, Przyklenk A, Spahiu F, Héhfeld J, Bloch W, Gehlert S. Coordinated
alpha-crystallin B phosphorylation and desmin expression indicate adaptation and deadaptation to
resistance exercise-induced loading in human skeletal muscle (2020). Am J Physiol Cell Physiol, 319,

2.

Nachdem wir die Regulation von CRYAB infolge einmaliger krafttrainingsinduzierter Stressexposition
beleuchtet haben, war es das Ziel dieser Studie, zu erforschen, wie sich wiederholte/chronische
krafttrainingsassoziierte Belastungen auf die potentielle Modifikation der akuten Regulation von
CRYAB, sowie auf Proteine die mit CRYAB in Verbindung stehen, auswirkt. Wie zuvor standen im Fokus
die Expression von CRYAB, die fasertypspezifische Phosphorylierung an Serin 59 sowie die
Translokation/Assoziation mit dem Zytoskelett. Zudem wurden die Regulation der Mitogen-aktivierten
Proteinkinase p38 anhand ihrer Doppelphosphorylierung an Threonin 180 und Tyrosin 182
(,p38T8%/Y182) ynd die Expression von Desmin untersucht. Des Weiteren wurde die mechanosensitive
JNK (c-Jun NH2 terminale Kinase [54 kDa Variante])-Doppelphosphorylierung an Threonin 183 und
Tyrosin 185 (,JNK™83/Y18%) erhoben, um zu demonstrieren, dass die mechanische Komponente ein
wesentlicher Teil des induzierten Stresses infolge des applizierten Belastungsprotokolls war. Hierzu
flhrten mannliche Probanden binnen sechs Wochen dreizehn Krafttrainingseinheiten am Beinstrecker
und an der Beinpresse durch, gefolgt von einer zehntdgigen Detrainingsphase und einer
anschlieBenden 14. Einheit. Die Belastungsintensitdt entsprach dem individuellen 8-12er
Wiederholungsmaximum. Biopsien wurden unter Ruhe sowie nach dem 1., 3., 7., 10., 13. und 14.
Training aus dem vastus lateralis entnommen. Um zu erfassen, ob eine potentielle Desensibilisierung
gegenliber dem kontraktionsinduzierten Stress verhindert werden kann, trainierte eine Gruppe mit
einem von Anfang bis Ende der Intervention konstanten Gewicht (KON), wohingegen das
Trainingsgewicht der anderen Gruppe progressiv angepasst wurde (PROG). Weil jedoch keine
Gruppenunterschiede festgestellt werden konnten, wurden beide Gruppen fir die Statistik vereint. Es
konnte keine signifikante Regulation von p38 und ,p38™8%Y182im Zuge der Trainingsperiode festgestellt
werden. ,CRYABS*® und ,JNK™8/Y18> jedoch stiegen infolge des ersten und somit ‘ungewohnten’
Trainings stark an. Ab der 10. bis zur 13. Einheit war dieser zuvor verzeichnete Anstieg nicht mehr
vorhanden. Nach der zehntagigen Detrainingsphase fiihrte das darauffolgende 14. Training zu einem
neuerlichen Anstieg der ,CRYAB®*. Der Desmingehalt war ab der dritten Einheit signifikant erhéht und
tendierte zur Abnahme infolge der Belastungspause. Die ,CRYAB***-Antwort schien dabei in einer Art
inversen Beziehung zum Desmingehalt zu stehen. Wir folgern daraus, dass die ,CRYAB**°-Signalantwort
eine Zu- sowie Abnahme der Resistenz von Myozyten gegeniber kontraktionsinduziertem
mechanischen Stress indiziert. Der Desmingehalt kénnte bei der Resistenz gegeniiber mechanischem
Stress eine entscheidende Rolle spielen, indem die Auspragung des Desminnetzwerkes den Myozyten

eine strukturell mehr oder minder hohe Stabilitat verleiht.
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5 Diskussion

Nachfolgend werden die in Kapitel 3 formulierten Fragen auf Basis der Ergebnisse der durchgefiihrten

Studien beantwortet und im Kontext der aktuellen Studienlage diskutiert.

5.1 Ergebnisdiskussion: Effekte akuter Belastung auf die aB-Crystallin-Regulation

1. Welchen Einfluss haben unterschiedliche krafttrainingsassoziierte Belastungen auf die
fasertypspezifische Phosphorylierung von CRYAB an Serin 59?
2. Welchen Einfluss haben unterschiedliche krafttrainingsassoziierte Belastungen auf die

fasertypspezifische Translokation von CRYAB im humanen Skelettmuskel?

=>» CRYAB wird infolge von Krafttrainingsbelastung phosphoryliert und transloziert hin zu
Strukturen des Zytoskeletts. Sowohl Phosphorylierung als auch Translokation bzw.
Assoziation an das Zytoskelett sind in Typ Il Fasern in starkem MafSe von der Belastungsart

und speziell der Héhe des dufSeren Widerstandes abhéingig.

1. Phosphorylierung

Im Gesamtzelllysat ergab die Untersuchung einen deutlichen Anstieg der Phosphorylierung von CRYAB
an Serin 59 infolge der applizierten Belastungen, wie dies auch bereits durch Frankenberg et al. (50)
gezeigt werden konnte. Dieser Anstieg prasentierte sich jedoch fir alle hier applizierten
Belastungsarten ohne einen Gruppenunterschied. Erst die fasertypdifferenzierte Analyse mittels IHC
offenbarte, dass sich die ,CRYAB*° in hohem MaRe fasertypspezifisch darstellt. Wahrend alle
angewendeten Krafttrainingsmethoden zu einem Anstieg von ,CRYAB®*° in Typ | Fasern fiihrten, war in
Typ Il Fasern ein Anstieg der Phosphorylierung lediglich infolge von Maximalkraft-orientierter sowie
maximaler exzentrischer Belastung zu verzeichnen. Es ist bekannt, dass eine Aufregulation der
oCRYAB** infolge einer stressexpositionsbedingten Stérung der Proteostase einen
Sofortschutzmechanismus in diversen Zellarten (12) (vgl. auch Kap.2.3.1), und darunter auch in den
Myozyten, darstellt (58, 83). Demnach ist anzunehmen, dass insbesondere in Typ Il Fasern eine hohe
Kraftkomponente ausschlaggebend dafir ist, entsprechende Proteostasestérungen zu induzieren. Es
wird jedoch weitestgehend davon berichtet, dass Typ |l Fasern anfalliger gegenlber
kontraktionsinduzierter Schadigung als Typ | Fasern sind (104, 105, 160). Zurlickgefihrt wird dies vor
allem auf Unterschiede in der Architektur. So besitzen Typ Il Fasern u.a. schmalere Z-Scheiben, kleinere

Myomesin- und Nebulin-Isoformen sowie steiferes Titin (30, 64). Bei gleichzeitiger Rekrutierung von
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Typ | und Typ Il Fasern wire demnach eine stirkere ,CRYABS>®

in Typ Il Fasern zu erwarten gewesen.
Das dies nicht der Fall war, spricht eher fiir eine differenzierte Rekrutierung. So scheint das
Phosphorylierungsmuster weitestgehend dem bereits extensiv untersuchten Prinzip der
hierarchischen Rekrutierung der unterschiedlichen Fasertypen im Skelettmuskel zu entsprechen (16,
17, 45, 65, 85, 86). Dieses besagt, dass innerhalb des Fasertypspektrums (I, 1A, 11X), Typ | Fasern stets
initial rekrutiert und erst mit steigendem Kraftaufwand Typ lIA und schlieflich Typ IIX Fasern additiv
hinzugeschaltet werden.

Auf der anderen Seite scheint das Modell der hierarchischen Rekrutierung als Erklarung fiir unsere
Beobachtung stellenweise kontrovers vor dem Hintergrund der Annahme, dass mit zunehmender
muskuldrer Ermiidung die Rekrutierungsschwelle fir Typ Il Fasern sinken soll. So berichteten Morton
et al. (115) jungst davon, dass Typ | Fasern unabhangig von der Hohe sowie Dauer der Belastung stets
zusammen mit Typ Il Fasern rekrutiert werden, sofern die Belastung bis zum Muskelversagen
durchgefiihrt wird. Dies entspricht dem von uns angewendeten Protokoll. Jeder Satz wurde im Bereich
des Wiederholungsmaximums (WM) durchgefiihrt und zog infolge der Fiinfsatzbelastung in der HYP
sowie KA Gruppe und infolge der Zehnsatzbelastung in den vier Gruppen HYP, KA, MAX und LI eine
signifikante muskuldre Ermiidung nach sich (72). Demnach waren vor allem in der HYP und in der KA
Gruppe ein Anstieg der ,CRYAB**® neben den Typ |, auch in Typ Il Fasern zu erwarten gewesen, was
jedoch nicht der Fall war - wohl aber in der MAX Gruppe, in der die fiinf Sdtze zu keiner ausgepragten
muskularen Ermidung flhrten. Tatsachlich konnte jedoch infolge von zehn Satzen ein Anstieg der
»CRYAB®* zumindest in der HYP Gruppe verzeichnet werden, bei einer gleichzeitigen tendenziellen
weiteren Zunahme der muskularen Ermidung. Zunachst widerspriichlich scheint dabei allerdings, dass
in der KA eine gleich starke Erm{idung wie in der HYP Gruppe nach den zehn Satzen beobachtet wurde,
jedoch ohne begleitenden Anstieg der ,CRYAB®>°. Méoglicherweise war der in der HYP Gruppe héhere
mechanische Stress in Kombination mit der muskuldaren Ermidung ein wesentlicher Faktor fir die
Induzierung von CRYAB infolge der Zehnsatzbelastung.

Interessanterweise Uberstieg in der EXZ Gruppe das ,CRYAB***-Niveau in Typ |l Fasern dasjenige der
Typ | Fasern. Dies passt in den Kontext vorangegangener Studien, die primar eine Schadigung in Typ I
Fasern infolge von exzentrischer Belastung zeigen (95, 97, 105, 160). Tannerstedt et al. (149) konnten
infolge von maximaler exzentrischer Belastung einen signifikanten Unterschied in der Aktivierung von
u.a. p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase p38) sowie von Proteinsynthese-assoziierten
Proteinen (u.a. ribosomal protein S6, p70 S6 kinase, eucariotic elongation factor 2) zwischen Typ Il und
Typ | Fasern (Typ Il > Typ 1) zeigen. Bekannt ist, dass die p38 MAPK indirekt, Gber die Aktivierung der
MAPKAPK2 (mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 2), fur die ,CRYAB®
verantwortlich ist (1, 62), wodurch unsere Ergebnisse mit denen von Tannerstedt in Einklang stehen.

Ein moglicher Erklarungsansatz dabei ware eine Umkehr des hierarchischen Rekrutierungsmusters im
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Falle von maximalen exzentrischen Kontraktionen, wie es von Nardone et al. (117, 118) sowie Linnamo
et al. (99) angenommen wurde. Von anderen Gruppen wird eine solche selektive Typ |l
Faserrekrutierung bzw. eine Umkehr des Rekrutierungsmusters allerdings angezweifelt (14, 17, 28).
Weil die Untersuchung von Rekrutierungsmustern jedoch nicht im Fokus der vorliegenden Arbeit
stand, liegen uns hierzu leider keinerlei Daten vor, weshalb diese Kontroverse Gegenstand kiinftiger

Studien bleiben muss.

2. Translokation

Weiterhin interessierte uns die Translokation bzw. Assoziation von CRYAB zu zytoskelettalen
Strukturen infolge der unterschiedlichen Belastungen. Eine zytoskelettale Assoziation von CRYAB
wurde im Gesamtzelllysat bereits zuvor in zahlreichen Studien infolge von Zellstress gezeigt, und zwar
induziert durch maximale (110, 125, 126) sowie submaximale (50, 161) exzentrische Kontraktionen,
niedrigintensives Krafttraining mit (37, 38) und ohne Blutflussrestriktion (38) sowie Krafttraining hoher
Intensitdt (37). CRYAB assoziiert dabei vor allem mit Strukturen an bzw. in der Nahe der Z-Scheiben
(82, 125). Diese gelten als einer der Hauptangriffspunkte mechanischer Spannung wahrend
kontraktiler Aktivitdt (55), weshalb die an ihrem Aufbau beteiligten Proteine verstarkt der
Proteinentfaltung und Schadigung unterliegen (51, 83). Diese strukturelle Modifikation wiederum wird
durch CRYAB in einer bislang allerdings noch nicht ganzlich verstandenen Weise detektiert (42).
Allgemein ist jedoch bekannt, dass die Assoziation von CRYAB der Stabilisierung der betroffenen
Strukturen dient und so ihre weitere, potenziell irreversible Schadigung und Degradierung verhindert
(82). Neben einer reinen Stabilisierung von Proteinen, werden CRYAB zudem weitere Funktionen
zugeschrieben, u.a. der Eingriff in Signalmechanismen durch die Modulation der Aktivitat seiner
Interaktionspartner (9). So konnte spekuliert werden, dass das Protein durch seine Assoziation mit dem
Zytoskelett sowie weiterer bisher nicht charakterisierter Interaktionspartner auch an Prozessen der
lokalen Remodellierung myofibrillarer Strukturen beteiligt sein.

Trotz der eindeutigen Datenlage bzgl. der Translokation/Assoziation von CRYAB zum Zytoskelett
infolge von kontraktionsinduziertem Stress, existieren flir den humanen Skelettmuskel bislang
keinerlei Untersuchungen hinsichtlich der Fasertypspezifik. Wir entwickelten daher einen
Analyseansatz, der dies ermoglichte (vgl. Abbildung 2), und konnten erstmalig zeigen, dass auch die
Translokation, wie oben bereits fir die Phosphorylierung von CRYAB beschrieben, in seiner
Fasertypspezifitatin hohem Male von der Belastungsart abhangt. So konnte eine Detergens-resistente
Assoziation von totalem sowie auch phosphoryliertem CRYAB in Typ Il Fasern ausschlief8lich infolge
von hohem mechanischen Stress (MAX) beobachtet werden, wohingegen in Typ | Fasern eine
Assoziation infolge von hohem (MAX), moderatem (HYP) und niedrigem (KA) mechanischen Stress

ersichtlich war.
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Diese Beobachtung, zusammen mit der fasertypspezifischen ,CRYAB>*°-Antwort, legt nahe, dass CRYAB
ein sensitiver Indikator fur das Stresserleben des Muskels auf Einzelfaserebene darstellt. Dabei erlaubt
es die Signalantwort, das Potenzial von Belastungen einzuschatzen, in verschiedenen
Faserpopulationen differenziert (mechanischen) Stress zu induzieren und damit potenziell

Anpassungsreaktionen auszuldsen.
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Abbildung 2 Veranschaulichung des 1. Versuchsaufbaus bzgl. Assoziation von CRYAB mit dem Zytoskelett. Das
Muskelgewebe wurde zundchst mechanisch zerkleinert, einer Detergens (Triton® X-100) basierten Lyse
unterzogen und anschlieBend zentrifugiert um das Lysat/den Uberstand von der unléslichen Fraktion/Zell-Pellet
zu trennen. Die I6sliche Fraktion wurde fir die Gelektrophorese und anschlieRenden Western Blot verwendet;
das Zell-Pellet wurde am Kryomikrotom geschnitten und anschliefend mittels Fluoreszenz Immunhistologie
analysiert. Ein Teil des Zell-Pellets wurde fiir elektronenmikroskopische Aufnahmen verwendet (rechte Seite),
um die Intaktheit von sarkomerischen Strukturen zu priifen. Z= Z-Streifen; M= M-Linie. Weitere Informationen
hierzu finden sich in der Originalpublikation (73).
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3. Welchen Einfluss hat das Volumen unterschiedlicher krafttrainingsassoziierter Belastungen
auf die fasertypspezifische Phosphorylierung von CRYAB an Serin 59 im humanen

Skelettmuskel?

=>» CRYAB wird infolge einer Akkumulation des Belastungsvolumens (multipler Sdtze)
phosphoryliert. Die Phosphorylierung von CRYAB in Typ Il bedarf entweder hoher
Belastungsintensitéten (hoher zu bewegender Lasten), oder aber eines hohen

Belastungsvolumens in Kombination mit ,relativ hoher’ Intensitdit.

Ein Anstieg der ,CRYAB**-Antwort konnte in allen vier Gruppen (MAX, HYP, KA, NI) infolge von
multiplen Satzen (finf, zehn), nicht aber resultierend aus der Durchflihrung eines Einzelsatzes
beobachtet werden. Davon ausgehend, dass CRYAB infolge von Zellstress und struktureller
Proteinmodifikation bzw. -entfaltung induziert wird (58, 71, 83, 92), konnte die Belastungsvolumen-
abhidngige Phosphorylierung als die Reaktion auf eine Art der Materialermidung zuriickgefiihrt
werden, wie es bereits Warren et al. (164) vorgeschlagen haben. Sie unterzogen Rattenmuskeln in vitro
einer zunehmenden Anzahl an exzentrischen Kontraktionen und analysierten Parameter der
strukturellen Schadigung. Aus ihren Ergebnissen folgerten sie, dass unter physiologischen
Bedingungen kontraktionsinduzierte Muskelschadigung aus dem kumulativen Effekt multipler
Kontraktion resultiert, und weniger aus einer Einzelaktion, die die Zugfestigkeit der Strukturen
Ubersteigt. Demnach flihren wiederholte Deformationen des ,Materials’ bzw. der Proteine zunachst zu
Kleinstmodifikationen, die sich mit zunehmender Wiederholungsanzahl in einem progressiven
Nachgeben des ‘Materials’ und struktureller Schadigung manifestieren (164). Bestatigung findet diese
Annahme durch Befunde von Schaedel et al. (140), die die Auswirkungen von mechanischem Stress
auf Mikrotubuli untersuchten, indem sie diese einem transienten hydrodynamischen Fluss aussetzten.
Die mit jedem weiteren Flusszyklus zunehmende Schadigung der Mikrotubuli flihrten auch sie auf eine
Art der Materialermiidung zuriick. Wenn auch der Ubertrag dieser Befunde auf ein komplexes Organ
wie den Skelettmuskel in vivo nur bedingt moglich ist, konnte ein vergleichbares Prinzip fir die
Induzierung von mechanischem Stress infolge von wiederholter kontraktiler Aktivitdit angenommen
werden. Die Akkumulation der Zyklen/Wiederholungen, in denen die mechanische Spannung auf die
an der Kontraktion beteiligten Strukturen wirkt, konnte zu ihrer graduellen Modifikation und
Schwachung fihren, bis hin zu einem Punkt, an dem eine (messbare) Stressabwehr bzw.
Stabilisierungsreaktion wie die Induzierung von CRYAB notwendig wird.

In allen vier Gruppen war die ,CRYAB** infolge der Absolvierung von fiinf Sitzen erhéht gegeniiber der
Ruhebedingung. Auch die Absolvierung von zehn Satzen resultierte zwar in einem deutlichen Anstieg

von ,CRYAB** gegeniiber Ruhe, allerdings ohne einen signifikanten Unterschied gegeniiber der
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Flinfsatzbelastung. Interessanterweise war einzig in der MAX Gruppe nach zehn Satzen kein
signifikanter Anstieg der CRYAB-Phosphorylierung zu verzeichnen. Dieses zunadchst kontrovers
erscheinende Ergebnis lasst sich jedoch vor dem Hintergrund des Studiendesigns diskutieren.

Primares Ziel der Studie war es, die Akuteffekte von einmaligen Belastungen verschiedener Art und
unterschiedlichen Volumens zu untersuchen. Dabei absolvierte jeder Proband innerhalb seiner
Belastungsgruppe alle drei Volumina an unterschiedlichen Tagen und einem entsprechenden
zeitlichen Abstand voneinander, um potenzielle Anpassungseffekte zu vermeiden. Begonnen wurde
mit der Ein-, gefolgt von der Fiinf- und zuletzt Zehnsatzbelastung [eine detaillierte Beschreibung findet
sich in (72)]. In einer vorangegangenen Studie konnten wir bereits zeigen, dass auf diese Weise eine
Anpassung im Sinne einer Steigerung der maximalen willklrlichen isometrischen Kraft verhindert
werden konnte. Nichtsdestotrotz kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Akkumulation der
Einzelbelastungen zu gewissen Anpassungseffekten flihrte, die sich jedoch nicht zwangslaufig in einer
Steigerung der isometrischen Maximalkraft widerspiegeln. So ist aus anderen Studien bekannt, dass
vorzugsweise Belastungen, die mit einer hohen mechanischen Kraftkomponente einhergehen, zu einer
Aufregulation von zytoskelettalen Proteinen wie Filamin C (156), Aktin (156, 168) und vor allem Desmin
(13, 47, 122, 165, 168) fuhren. Wir vermuten daher, dass in der MAX Gruppe die hohe
Kontraktionskraft und damit einhergehend der hohe mechanische Stress einen wesentlichen Reiz
darstellt, der zu einer Verstarkung von Komponenten des Zytoskeletts gefiihrt haben konnte.
Resultierend ware eine hohere Resistenz der Zellen gegeniiber wiederholtem mechanischen Stress

und dadurch das beobachtete Ausbleiben der akuten Stressabwehrreaktion via ,CRYAB*>® annehmbar.

Auch wenn in der vorliegenden Untersuchung die konkreten Ursachen fir die fasertypspezifische
»CRYAB**-Antwort nicht anhand von eigenen Originaldaten beantwortet werden konnte, so wurde
dennoch klar demonstriert, dass sich die behandelten Krafttrainingsmethoden hinsichtlich ihres
Potentials, insbesondere in Typ Il Fasern Stress zu induzieren, bedeutend voneinander unterscheiden.
Nachfolgend wird diese Tatsache einer pragmatischen Betrachtung hinsichtlich der Trainingspraxis
unterzogen.

Ausgehend von der Annahme, dass die Induzierung von Stress und die damit einhergehende
Stressantwort Grundlage fiir eine Anpassung darstellt, wiirde dies bedeuten, dass vor allem das
Bewegen hoher duBerer Widerstande notwendig ist, um die Grundlage flr eine Anpassung des
gesamten Faserspektrums (inklusive Typ Il) zu legen. Bei tendenziell niedrigeren Lasten (im Bereich des
10er WM) hat ein hoéheres Belastungsvolumen zu einer ,CRYAB®**-Antwort auch in Typ Il Fasern
gefiihrt, nicht jedoch, wenn die Last noch geringer war (25er WM [KA-Gruppe]; 70% des 10er WM [NI-
Gruppe]). Daraus lasst sich folgern, dass das Belastungsvolumen, die bis zu einem gewissen Grad

niedrigere mechanische Komponente anteilig kompensieren konnte. Dies wiirde bedeuten, dass fir
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eine Induzierung von Stress in Typ Il Fasern (zusatzlich zu Typ ) primar die Verwendung hoher
Widerstande ¢3er WM) oder sekundar mittlerer Widerstande ¢10er WM), dann aber in Kombination
mit einem hohen Belastungsvolumen (>5 Satze), notwendig ist. Wenn es das Ziel ist, selektiv bzw.
vorzugsweise in Typ Il Fasern Stress zu erzeugen, um eine potenzielle Anpassung zu induzieren,
scheinen maximal exzentrische Belastungen geeignet zu sein, was auch durch andere Studien gestiitzt
wird (95, 97, 149).

Es ist dabei anzumerken, dass wenn an dieser Stelle von Anpassung gesprochen wird, auf der
Datengrundlage der vorliegenden Arbeit zundchst eine Anpassung im Sinne einer erhéhten Resistenz
gegenliber dem gegebenen Stressor gemeint ist, ohne dabei den genauen Mechanismus dieser
potenziellen Resistenz benennen zu kdnnen. Mit Verweis auf die zweite Publikation (74) kdnnte man
jedoch von einer strukturellen Stabilisierung der Myozyten infolge erhohter Expression zytoskelettaler
Komponenten wie Desmin ausgehen. Moglich, und auf der Grundlage der Ergebnisse von Tannerstedt
et al. (149) auch wahrscheinlich, sind im Kontext wiederholter Belastung, Hypertrophie-assoziierte
Anpassungen in ,CRYAB®°- bzw. stresspositiven Faserentititen infolge der entsprechenden
Belastungsmodi (vgl. Kap. 5.1; 1. Phosphorylierung). Eine Klarung dieser Sachverhalte bleibt weiteren
Studien vorbehalten, wird aber in Teilen in den nachfolgenden Abschnitten der vorliegenden Arbeit

aufgegriffen.

5.2  Ergebnisdiskussion: Effekte chronischer Belastung auf die aB-Crystallin-Regulation

Insbesondere die vermeintlich ‘beildufige’ Beobachtung, dass die ,CRYAB®*-Signalantwort durch
wiederholte Belastung scheinbar modifiziert werden kann und moglicherweise ein Ausdruck erhéhter
zellularer Resistenz gegeniiber mechanischem Stress ist, fiihrte zu der zweiten Studie. Im Zuge dieser
wurde sich den nachstehenden Fragen gewidmet, die anschlieRend diskutiert werden. An dieser Stelle
wird die in Kap. 3 (Fragestellungen) unter Punkt 10 formulierte Frage bzgl. eines Unterschiedes in der
CRYAB- und Desmin-Regulation zwischen einem konstanten und progressiven Belastungsmuster
vorweggenommen. Es konnte diesbezliglich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen
festgestellt werden. Zwecks weiterer statistischer Auswertung wurden daher die Probanden beider
Gruppen zusammenfassend betrachtet. Eine entsprechende Diskussion erfolgt in Kap. 5.3
(Methodendiskussion). Alle weiteren Fragen werden in der unter Kap. 3 formulierten Reihenfolge

behandelt.
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4. Fiihrt chronische Belastung zu einer Modifikation bzw. Abschwéachung der CRYAB-
Phosphorylierung?

5. Fiihrt eine darauffolgende mehrtégige Entlastungsphase, gefolgt von einer neuerlichen
Belastung, zu einem Wiederanstieg der Phosphorylierung von CRYAB?

6. Korrespondiert die zytoskelettale Translokation/Assoziation von CRYAB mit der potenziellen

Modifikation des ,CRYABS>*-Signals infolge der Be- und Entlastungsphasen?

=>» Chronische Belastung fiihrt zu einer graduellen Abschwdchung der akuten ,CRYAB*>*-
Antwort und eine Entlastungsphase fiihrt zu einem neuerlichen Anstieg. Dabei scheint die
Translokation von CRYAB unter bestimmten Umstédnden nicht dem ,CRYAB***-Muster zu

folgen.

4., 5. Phosphorylierung von CRYAB an Serin 59

Globale/Fasertypunspezifische Betrachtung

Wie bereits zuvor gezeigt (74), flihrte eine erste, ‘ungewohnte’ Belastung zu einem starken Anstieg der
»CRYAB®, Als Folge weiterer Trainingseinheiten verringerte sich die Nachbelastungs-,CRYAB*°-
Antwort graduell, bis ab der 10. Einheit kein signifikanter Anstieg mehr zu verzeichnen war. Nach zehn
Tagen Belastungspause/Detraining und nachfolgender 14. Einheit konnte jedoch ein Wiederanstieg
der ,CRYAB** beobachtet werden. Damit konnten wir erstmalig die ,CRYAB**°-Regulation zeitlich
relativ hochauflésend im Zuge einer mehrwochigen Belastungs- sowie Entlastungsperiode
demonstrieren. Zuvor wurde die Phosphorylierung von CRYAB infolge wiederholter Belastung in
lediglich einer weiteren Studie untersucht. Dabei konnten Frankenberg et al. (50) keinen Unterschied
in der ,CRYAB®>*-Antwort zwischen einer ersten und zweiten exzentrischen Belastung feststellen. Es
muss jedoch angemerkt werden, dass zwischen beiden Einheiten acht Wochen lagen. In der
vorliegenden Studie reichte eine Dauer von zehn Tagen aus, damit eine zuvor nach zehn Einheiten
verschwundene ,CRYAB**-Antwort abermals signifikant anstieg.

Ausgehend davon, dass die ,CRYAB*® infolge von zellstressbedingter Stérung der Proteostase bzw.
struktureller Schadigung (58, 71, 83, 92) hochreguliert wird, muss das Ausbleiben einer solchen
»CRYAB®*-Antwort dahingehend interpretiert werden, dass ein gegebener Reiz keine solchen
Stérungen nach sich zieht. Folglich konnte anhand der vorliegenden Ergebnisse, bzw. der ,CRYAB®*°-
Antwort, eine klare De- und Resensibilisierung gegeniiber (mechanischem) krafttrainingsinduziertem
Zellstress gezeigt werden. Diese Signalantwort ist zum einen interessant vor dem Hintergrund der
potenziellen Verstarkung passiv kraftiibertragender zytoskelettaler Strukturen (s. Kap.7). Zum anderen
kénnte die beobachtete ,CRYAB**°-Antwort interessant sein im Kontext der trainingsinduzierten

‘klassischen’ Muskelhypertrophie, die gemeinhin einen Anstieg des Faserquerschnitts, bedingt durch
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die Zunahme kontraktiler, sarkomeraler Einheiten, meint. Eine solche Muskelhypertrophie ist
schlussendlich das Resultat kumulativer Perioden einer positiven Proteinsynthesebilanz (40). Dies
bedeutet, dass eine groflere Menge an Proteinen neu synthetisiert, als degradiert werden muss, um
einen Zuwachs an Skelettmuskelmasse zu verzeichnen. Laut Damas et al. (40), ist dies nach friihestens
8-12 Trainingseinheiten der Fall. Wir konnten nach zehn absolvierten Trainingseinheiten eine deutliche
Abnahme der ,CRYAB®*® Antwort zeigen. Méglicherweise kénnte ,CRYAB**® damit einen Schnittpunkt
kennzeichnen, an dem eine positive Proteinsynthesebilanz resultiert. So kbnnte angenommen werden,
dass zu diesem Zeitpunkt zwei die Hypertrophie begiinstigende Faktoren zusammenkommen: 1. Die
Belastung induziert zum einen die Proteinsynthese (iber einschlagig bekannte Signalwege wie den
mTOR- (mechanistic/mammalian target of rapamycin) Pfad (120) und 2., die Stressresistenz der
Muskelfasern ist zum genannten Zeitpunkt ausgepragt genug, um Degradierungsprozesse zu
minimieren.

Diesbeziiglich missten Folgeuntersuchungen durchgefiihrt werden, die neben den einschlagig
bekannten indikativen Proteinsynthese-Signalwegen up- sowie downstream des mTOR-Komplexes im
Gesamtmuskel auch Prozesse der Protein-Degradierung mitberiicksichtigen. Im Speziellen sollte dabei
die Regulation von Komponenten der CASA (chaperone-assisted selective autophagy)-Maschinerie
untersucht werden; diese ist flir den Abbau, der infolge von mechanischem Stress entfalteten Proteine,

von besonderer Bedeutung (35).

Fasertypspezifische Betrachtung

Eine fasertypspezifische Betrachtung der ,CRYAB***-Regulation bestitigte die 0.g. Ergebnisse aus dem
Gesamtzelllysat. Bzgl. der Fasertypspezifitat zeigte sich wie zuvor (73) infolge von Belastungen, die im
Bereich des 10er WMs liegen, eine hohere Phosphorylierung in Typ | gegenliber Typ Il Fasern.
Anzumerken ist: die Phosphorylierung war zwar niedriger in Typ Il als Typ | Fasern, dennoch konnte ein
signifikanter Anstieg gegeniliber der Ruhebedingung beobachtet werden. Dies war in der
vorangegangenen Studie jedoch nicht der Fall, zumindest nicht resultierend aus der Flinfsatzbelastung
— wohl aber infolge eines hoheren Belastungsvolumens (vgl. Diskussion Kap. 5.1; Punkt 3). In der
vorliegenden Studie wurden insgesamt sechs Sitze, verteilt auf zwei unterschiedliche Ubungen
(Beinstrecker, Beinpresse), durchgefiihrt. Dies ist zwar lediglich ein Satz mehr als die genannten fiinf,
aber konnte wie bereits in Kapitel 5.1 unter Punkt 3 diskutiert, zur Involvierung der Typ Il Fasern
gefiihrt haben und somit das Ergebnis der vorangegangenen Studie bestdtigen (Induzierung
muskuldrer Ermidung = Herabsetzung der Rekrutierungsschwelle der Typ Il Fasern = Exposition

gegeniber mechanischem Stress).
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Ferner konnten wir infolge von chronischer Belastung eine zeitliche Divergenz in der Abnahme der
»CRYAB®*-Antwort zwischen Typ | and Typ Il Fasern beobachten. Wihrend in Typ | Fasern das
»CRYAB®*-Signal erst nach der zehnten Einheit signifikant verringert war gegeniiber dem Signal nach
der ersten Einheit, war dies in Typ Il Fasern nach bereits drei Einheiten der Fall. Erneut bezugnehmend
auf den oben bereits diskutierten Kontext der Muskelhypertrophie, ware unsere Beobachtung im
Einklang mit den Befunden von Snijders et al. (146). Im Rahmen einer zwoélfwdchigen Trainingsphase
(3 Einheiten pro Woche mit 80% des 1er WM) stellten diese fest, dass der Faserquerschnitt von Typ Il
Fasern bereits nach zwei Wochen signifikant anstieg, wobei dies in Typ | Fasern erst nach acht
Trainingswochen der Fall war. Man koénnte spekulieren, dass eine schnellere Zunahme der
Stressresistenz von Typ Il Fasern Degradierungsprozesse eher reduziert, wodurch im Vergleich zu Typ

| Fasern bereits friihzeitig ein Hypertrophie-beglinstigendes Milieu geschaffen wird.

6. Translokation/Assoziation zu zytoskelettalen Strukturen

Um die Assoziation von CRYAB mit dem Zytoskelett und die potenzielle Modifikation dieser
Assoziation, im Laufe der Belastungsperiode zu untersuchen, nutzten wir eine Weiterentwicklung des
fir die vergangene Studie konzipierten Analyseansatzes (vgl.5.1; Punkt 2) . Erneut konnten wir einen
deutlichen Ubergang von CRYAB aus dem ungebundenen, Detergens-I6slichen Zustand unter
Ruhebedingung, hin zu einem Detergens-unloslichen bzw. zytoskelettal-assoziierten Zustand infolge
von kontraktionsinduziertem Stress beobachten. Wir erwarteten, dass infolge der chronischen
Belastungsphase die zytoskelettale Assoziation von CRYAB dem Phosphorylierungsmuster folgt, ergo
abnimmt. Es war jedoch kein Unterschied nach der 13. im Vergleich zur 1. Trainingseinheit erkennbar.
Auf der einen Seite unterstiitzt diese Beobachtung (Divergenz zwischen der Phosphorylierung von
CRYAB und seiner Assoziation mit dem Zytoskelett) vorangegangene Studien, in denen angenommen
wurde, dass die Phosphorylierung von CRYAB an Serin 59 nicht das alleinige Kriterium fiir seine
Substratbindung ist (50, 90). Auf der anderen Seite steht unser Befund jedoch im Widerspruch zu
vorangegangenen Studien. So konnten Cumming et al. (37) zeigen, dass die Translokation von CRYAB
infolge von zwolfwochigem intensiven sowie blutflussrestriktiertem Krafttraining abnahm. Weiter
stellten Frankenberg et al. fest, dass die Wiederholung einer exzentrischen Belastung nach acht
Wochen ebenfalls zu einer reduzierten Translokation fiihrte. Diese mit unserem Befund in Konflikt
stehenden Ergebnisse konnten jedoch auf der Grundlage unterschiedlicher Analyseverfahren erklarbar
sein. In anderen Studien, zu denen auch die beiden o.g. zdhlen, wurde stets auf Gesamtzelllysate
zuriickgegriffen, die einer detergensbasierten Fraktionierung unterzogen werden, mit anschliefender
Detektion entsprechender Proteine in den unterschiedlichen Fraktionen mittels Western Blot.
Hingegen war unser Ansatz, ungebundene Proteine mittels detergenshaltigem Puffer aus

Gewebeschnitten zu waschen, die auf Objekttrdgern fixiert waren (IHC). Es ist durchaus plausibel, dass
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die Homogenisierung von Gewebe Proteine der Lyse zugadnglicher macht, als wenn sie sie sich im
strukturell relativ intakten Verbund befinden. Daher ware es denkbar, dass die Assoziation von CRYAB
mit dem Zytoskelett nach der 13. Einheit tatsachlich schwacher ist als nach der initialen 1. Einheit,
jedoch immer noch intensiv genug, um der Auswaschung in der IHC zu widerstehen; anders als wenn
das Gewebe zuvor mechanisch homogenisiert wurde. Sollte sich dies bestatigen lassen, ware die
Analyse hinsichtlich unterschiedlicher Bindungsaffinitdten von CRYAB ein vielversprechender weiterer

Schritt, um die multimodale Funktion des Proteins besser zu verstehen.

Muskel | Muskel nach
unterRuhe |  Belastung

TBS-Puffer

- KEINE O : O
Auswaschung }

von Proteinen

CRYAB% CRYAB
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s Objekttrager
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ungel_)undener CRYAB E CRYAB )
Proteine “ E =) Gewebeschnitte

Abbildung 3 Veranschaulichung des 2. Versuchsaufbaus bzgl. Assoziation von CRYAB mit dem Zytoskelett.
Gewebeschnitte, jeweils einer, einer vor- sowie Nachbelastungssituation, wurden auf Objekttrdager aufgetragen.
Ein Objekttrager wurde als Kontrolle benutzt und mit einem standard, Detergens-freien, TBS (tris buffered
saline)-Puffer behandelt; der zweite Objekttrager wurde mit einem Detergens-haltigen RIPA
(Radioimmunoprezipitationsassay)-Puffer behandelt. AnschlieRend erfolgte eine Immunfloreszenz basierte
Analyse gegen CRYAB. Die TBS-Behandlung fiihrte zu keiner erkennbaren Auswaschung von CRYAB (=), weder
unter Ruhe noch nach Belastung. Die RIPA Behandlung hingegen resultierte in einer Auswaschung von CRYAB
aus Zellen der Ruhebedingung (-); gleichzeitig blieb CRYAB jedoch in der Nachbelastungsbedingung in diversen
Zellen nachweisbar (-=). Weitere Informationen hierzu finden sich in der Originalpublikation (74).
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7. Wie verhdlt sich die Expression von Desmin als Reaktion auf die Trainings- und nachfolgende

Detrainingsphase als Teil des mechanischen Stabilitatsnetzwerkes in Myozyten?

=>» Desmin erféhrt infolge von chronischer Belastung eine Hoch- und infolge von Entlastung
eine Runterregulation. Die Phosphorylierung von CRYAB und Menge an Desmin stehen

damit in einer Art inverser Beziehung zueinander.

Es ist einheitlich anerkannt, dass ein Anstieg der Phosphorylierung von CRYAB an Serin 59 eine zellulare
Antwort auf ihre Exposition gegeniber Stress (7, 12, 32, 33, 43, 58, 71, 90-92, 157) und konkreter
kontraktionsinduziertem Stress ist (50, 73, 82). Davon ausgehend muss der hier beobachtete graduelle
Abfall der ,CRYAB®*°-Antwort infolge wiederholter gleichartiger Stressreize das Resultat einer
Desensibilisierung und erhohter Resistenz gegeniiber entsprechendem Stress sein. Es stellt sich dabei
die Frage nach der Art der Anpassung, die erfolgen muss, um die myozelluldre Resistenz gegeniiber
kontraktionsinduziertem Stress zu erhdhen.

Wir konnten dabei erstmalig in zeitlich relativ hoher Auflosung die Aufregulation von Desmin infolge
einer mehrwochigen Trainingsphase zeigen. Zudem konnte eine Tendenz zur Runterregulierung des
Desmins infolge einer zehntdgigen Entlastungsphase demonstriert werden. Hoch- und
Runterregulation von Desmin folgten somit in inverser Weise dem von uns beschriebenen ,CRYABS>*-
Muster.

Desmin ist ein besonders prominenter Akteur im Ensemble des zytoskelettalen Netzwerks. Es ist
verantwortlich fiir die Verbindung benachbarter Sarkomere, sowie Verbindung dieser mit dem
Sarkolemm, die laterale Kraftlibertragung und die mechanische Stabilitdt von Z-Streifen und der
Myozyten insgesamt (94, 109, 123). Vorangegangene Studien deuten darauf hin, dass eine
Remodellierung von Desmin abhdngig ist vom Grad des induzierten mechanischen Stresses. So konnte
eine Desmin-Aufregulation infolge von exzentrischem Training (13, 47, 168) und Standardkrafttraining
(gemeint ist ein Bewegungsmuster mit konzentrischen, isometrischen und exzentrischen Anteilen) (13,
122, 165), sowie Sprintbelastungen (166), nicht aber infolge aerob orientierter Ausdauerbelastung auf
dem Fahrradergometer (122) beobachtet werden. Um die Bedeutung der Hohe des mechanischen
Stresses fir die Desmin-Remodellierung zu untermauern, reanalysierten wir Proben unserer
vorangegangenen Studie und verglichen die Desminregulation nach der Zehnsatzbelastung zwischen
der MAX (hoher mechanischer Stress) und NI (geringer mechanischer Stress) Gruppe. Tatsachlich
konnte lediglich nach Maximalkraft-orientiertem, nicht aber nach niedrigintensivem Krafttraining eine
signifikante Zunahme von Desmin beobachtet werden. Anzumerken ist, dass ebenfalls ausschlieBlich
in der MAX Gruppe kein signifikanter Anstieg von ,CRYAB** zu beobachten war, wie in unserer

vorangegangenen Publikation gezeigt (73). Basierend auf der Bedeutung von Desmin fiir die passive
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Kraftiibertragung und strukturelle Stabilitdt, nehmen wir an, dass eine Erh6hung der Desminmenge
mit einer Verstarkung des zytoskelettalen-Netzwerkes einhergeht und dadurch die Resistenz der
Myozyten gegeniiber mechanischem Stress erhoht wird (13, 47, 122, 125, 165). Durch eine Art
‘Verdlinnung’ des induzierten Stresses, waren die an der Kontraktion beteiligten Strukturen weniger
anfdllig fir ihre Entfaltung bzw. Schadigung. Eine abgeschwiachte Induzierung der akuten
Stressabwehrmaschinerie in Form verringerter CRYAB-Phosphorylierung, wie es durch unsere
Ergebnisse gezeigt wurde, ware die logische Folge.

Interessant in diesem Zusammenhang ist die Arbeit von Hoffmann et al. (66). Sie setzten Fibroblasten
zyklischer uniaxialer Dehnung aus. Dabei stellten sie fest, dass HSPB1 bzw. seine Phosphorylierung ein
wichtiger Faktor fir die beobachtete dehnungsinduzierte Starkung der Aktin-Stressfasern ist. Bei
HSPB1 handelt es sich, wie auch im Falle von CRYAB, um ein Chaperonmolekil aus der Familie der
kleinen Hitzeschockproteine (9). Aufgrund des ‘Verwandtschaftsverhaltnisses’, aber vor allem der
Tatsache, dass beide Proteine sehr dhnliche Eigenschaften besitzen (157), konnte spekuliert werden,
dass CRYAB selbst eine Rolle bei der Aufregulation von Desmin spielt und die ,CRYAB** dabei einen
modulierenden Effekt hat.

Zusammenfassend wird angenommen, dass der Anstieg der Desminmenge im Skelettmuskel infolge
von wiederholter Belastung mit einer hoheren mechanischen Stabilitdt und Stressresistenz der
Myozyten einhergeht. Wesentlich flr diese Anpassung ist dabei die Hohe der mechanischen
Stresskomponente. Der relativ friihe Zeitpunkt innerhalb der Trainingsphase, ab dem Desmin
hochreguliert war — bereits nach der 3. Trainingseinheit — deutet an, dass es sich dabei um ein von der

klassischen Muskelhypertrophie unabhangiges Anpassungsphanomen handelt.

8. Wie verhilt sich die Expression von totalem CRYAB als Reaktion auf die Trainings- und

nachfolgende Detrainingsphase?

=>» Es konnte keine signifikante Aufregulation des totalen CRYABs im Gesamtzelllysat
festgestellt werden — weder infolge unterschiedlicher einmaliger, noch infolge chronischer

Belastung.

Eine der oft beschriebenen Funktionen von CRYAB besteht darin, zytoskelettale Strukturen infolge von
Zellstress akut zu stabilisieren, um eine potenziell umfassendere Schadigung zu reduzieren (92). Das
Zytoslkelett des Muskels ist kontraktionsbedingt hoher Spannungseinwirkung ausgesetzt (55), die
speziell infolge exzentrischer Belastung zur Schadigung fiihren kann (52, 83, 96, 97, 137). Es besteht
daher die Annahme, dass eine Erhohung des CRYAB-Pools eine Anpassungsreaktion darstellen kénnte,

die den Muskel vor wiederholter Belastung schiitzen konnte. Bis dato gibt es allerdings keine
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einheitlichen Befunde hierzu, da einige Gruppen eine Aufregulation der CRYAB-Menge infolge
kontraktiler Belastung finden konnten, andere wiederum nicht (vgl. Kap. 2.3.2). Die Ergebnisse unserer
eigenen Studien lassen uns zu zweiterer Gruppe zahlen; weder infolge einmaliger (73) noch
chronischer Belastung (74) konnten wir einen signifikanten Anstieg der CRYAB-Menge beobachten.
Nachfolgend soll versucht werden, diese bisher scheinbar widerspriichlichen Befunde anhand der
Unterschiede im Belastungsdesign der einzelnen Studien zu beleuchten.

Es fallt die Tendenz auf, dass vorzugsweise in Studien von einer Zunahme berichtet wird, wenn die
applizierte Belastung primar exzentrischer Natur war (47, 110, 126), oder aber mit hohen relativen
Lasten gearbeitet wurde (124), nicht aber wenn die relativen Lasten niedrig (38, 50) bis moderat (37)
waren, oder Ausdauerbelastungen appliziert wurden (113). Larkins et al. (89) konnte anhand von
Muskelfasern der Ratte eindrucksvoll zeigen, dass die absolute CRYAB-Menge in Typ | Fasern
ausreichend hoch ist, um mit nahezu allen potentiellen Partnerproteinen zu assoziieren. Hingegen ist
die CRYAB-Menge in Typ Il Fasern weitaus geringer, was auch fiir den humanen Skelettmuskel zutrifft
(38, 125). Folglich bestiinde keine zwingende Notwendigkeit, in Typ | Fasern die Gesamtmenge des
CRYABs zu erhdhen, im Sinne eines Anpassungseffektes zum Schutz gegenliber wiederkehrenden
Belastungen — anders als in Typ Il Fasern. In unserer Studie konnten wir anhand der ,CRYAB%* zeigen,
dass Typ Il Fasern primar infolge maximaler exzentrischer, sowie Belastungen gegen hohe Widerstande
(3er Wiederholungsmaximum) Stress erfahren. Zusammenfassend liee sich vermuten, dass eine
Aufregulation des totalen CRYAB, die im Gesamtzelllysat festgestellt wird, vor allem auf eine Zunahme
in Typ Il Fasern zurilickzufiihren ist. Dies ware eine mogliche Erklarung dafiir, weshalb insbesondere in
denjenigen Studien von einer erhéhten CRYAB-Expression berichtet wurde, deren Interventionen

exzentrische Belastungen und solche gegen hohe relative Widerstande beinhalteten.

9. Kann angenommen werden, dass die Phosphorylierung von CRYAB zuriickzufiihren ist auf
die mechanische Komponente des kontraktionsinduzierten Stresses infolge der applizierten

Belastung?

=> Auf der Grundlage der Untersuchung der mechanosensitiven ,JNK™/Y'85 kann davon
ausgegangen werden, dass die mechanische Komponente Teil des kontraktionsinduzierten

Stresses und somit an der Modlifikation der ,CRYAB***-Antwort beteiligt war.

Kontraktionsinduzierter Stress im humanen Skelettmuskel lasst sich unter in vivo Bedingungen nicht
auf lediglich einen Faktor zurlickfiihren, sondern ist selbst im Falle der einfachsten Betrachtungsweise
mindestens dichotom — mechanischer und metabolischer Natur. Dennoch kann die Dominanz jeweils

einer dieser Komponenten durch eine gezielte Wahl der Belastungsnormative deutlich forciert werden
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(vgl. Kap. 2.2.2). Dabei kann davon ausgegangen werden, dass je héher der zu lberwindende
Widerstand ist, umso starker die mechanische Stresskomponente zum Tragen kommt. Um zu
demonstrieren, dass die mechanische Komponente ein wesentlicher Faktor des durch das Krafttraining
induzierten Stresses war, untersuchten wir zusatzlich die Phosphorylierung von JNK. Zuvor wurde die
pJNKT83/Y185 yon zahlreichen Arbeitsgruppen als valider Indikator fiir mechanischen Stress beschrieben
(21, 22, 78, 87, 128), wobei Martineau und Gardener (108) die Phosphorylierung der p54 Variante als
in besonderem Malfe von der Hohe der induzierten Spannung abhangig zu sein hervorgehoben haben.
So konnten wir zeigen, dass zwar die applizierte Krafttrainingsbelastung zu einem deutlichen Anstieg
der ,JNK™83Y185 ynd parallel der ,CRYABS* fiihrte, nicht aber eine ausdauerorientierte Belastung auf
dem Fahrradergometer.

Dies ist ein starkes Indiz dafiir, dass tatsachlich die mechanische Komponente des
kontraktionsinduzierten Stresses im Wesentlichen fiir die ,CRYAB** verantwortlich ist und nicht

kontraktile Aktivitat per se.

5.3 Methodendiskussion

5.3.1 Studiendesign

In der vorliegenden Arbeit wurde mit N-Zahlen zwischen sechs und acht Probanden gearbeitet.
Grundsatzlich wirden jedoch groRere Stichproben Folgestudien aufwerten und die statistische Power
erhéhen. Anders als die Arbeit in vitro, bspw. an C2C12 Zellen, birgt die in vivo Untersuchung, und
speziell die des Menschen, die potenzielle Problematik, dass jedes Individuum eine gewisse Historie
der mechanischen Vorkonditionierung mit sich bringt. Diese Variable ist nur schwer kontrollierbar,
kann aber unter Beachtung dessen zugunsten einer praxisnahen Situation in Kauf genommen werden.
Eine mogliche Alternative ware lediglich eine vorangehende Bed Rest-Situation, die aber einen

hochgradigen Aufwand bedeuten wiirde.

In der ersten Studie (73) wurde der eigentlichen Intervention eine Familiarisationsphase und zudem
jedem Termin eines jeweiligen Satzzahlbereiches mit Biopsie ein weiterer Termin gleichen Ablaufs,
jedoch ohne Biopsie, vorangestellt [eine Erlauterung zu diesem Vorgehen ist einer dritten, fir die
vorliegende Arbeit nicht herangezogenen Publikation zu entnehmen (72)]. Obwohl wir zeigen konnten,
dass sich die isometrische Maximalkraft vom ersten bis zum letzten Termin nicht veranderte, kbnnen
wir dennoch nicht ausschlieBen, dass die vorangegangenen Belastungen einen gewissen
Anpassungseffekt gehabt haben konnten. Kiinftige Studien sollten dies berlicksichtigen und alle
potenziellen Vorkonditionierungsquellen ausschlieBen, sofern Effekte einmaliger Belastungen

untersucht werden sollen.
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In der zweiten Studie konnten zwar Tendenzen, allerdings keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen der konstant und der progressiv trainierenden Gruppe gezeigt werden. Zwecks statistischer
Auswertung wurden daher die Probanden beider Gruppen vereint. Zurlickzufiihren sind die fehlenden
Unterschiede moglicherweise darauf, dass in der progressiven Gruppe die Gewichtssteigerung zu
individuell unterschiedlichen Zeitpunkten vorgenommen wurde. So konnte es vorkommen, dass
manche Probanden am Tag der Biopsie selbst und andere wiederum an den dazwischenliegenden
Tagen eine Progression des Trainingsgewichtes erfahren haben. Folglich ware es fiir erstere eine mehr
oder minder de novo Belastung gewesen, fiir zweitere aber eine mit gewisser Vorkonditionierung. Fir
kinftige Studien, die ein vergleichbares Design verfolgen, ware es empfehlenswert, die
Gewichtssteigerung an einheitlichen Tagen fiir alle Probanden einer Gruppe vorzunehmen,
vorzugsweise am Biopsietag. Dieses Vorgehen wiirde zwar auf Kosten der von der Studie verfolgten

Praxisndahe gehen, lieBe aber eine Kontrolle dieser potenziellen Storvariable zu.

Zum Zwecke einer Standardisierung der Belastung wurde in den Interventionen beider Studien ein via
Biofeedbacksystem vorgegebenes Kontraktionsmuster eingehalten, von je zwei Sekunden Konzentrik
und Exzentrik sowie je einer Sekunde Isometrik in den Umkehrpunkten (ausgenommen das maximal
exzentrische Belastungsprotokoll am Isokineten). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass dieses
spezifische Kontraktionsmuster auch einen Einfluss auf die Stressinduzierung und damit die
beobachtete CRYAB-Regulation hatte. Zum einen bedingt das Kontraktionsmuster die Dauer, die ein
Muskel wahrend einer Wiederholung bzw. wahrend eines Satzes aktiv unter Spannung steht (s.g. time
under tension [TUT]). Folglich hat die TUT unmittelbaren Einfluss auf die Hohe des &duBeren
Widerstandes, mit dem ein Satz im entsprechenden WM-Bereich absolviert werden kann, wodurch
auch die Hohe des mechanischen Stresses determiniert wird. Logischerweise kann mit Verringerung
der TUT ein umso hoheres Gewicht im entsprechenden WM-Bereich bewegt werden, und
andersherum. Es kann daher spekuliert werden, dass eine Reduzierung der TUT und dadurch die Arbeit
mit héheren Lasten, moglicherweise auch die Rekrutierung beeinflussen wirde (16, 17, 45, 65, 85, 86),

was wiederum Einfluss vor allem auf die fasertypspezifische CRYAB-Antwort haben kdnnte.

5.3.2  Analytik

Die Aussagen zur Assoziation von CRYAB mit zytoskelettalen Strukturen wurden anhand qualitativer
Begutachtung immunhistologischer Analysen vorgenommen. Zwar ist dies ein Ubliches und
anerkanntes Verfahren, jedoch bestiinde die Option einer zusatzlichen (semi-) Quantifizierung, um
belastbarere Daten zu generieren. Dies ware kiinftig auf Grundlage unseres fir die zweite Publikation
weiterentwickelten IHC-Auswaschverfahrens durch eine Vermessung der Farbdichte in den

Einzelfasern moglich.
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In der ersten Studie konnte mittels IHC gezeigt werden, dass im Detergens-unl6slichen Zellpellet,
welches sich aus der Zelllyse fiir die SDS-PAGE bzw. das Western Blotten ergeben hat, noch eine grol3e
Menge zytoskelettaler Proteine, sowie daran gebundenes CRYAB befunden hat. Kiinftig sollte das
Pellet einem weiteren Lyseschritt unterzogen werden, um ein Abbild aller Proteine zu gewahrleisten.
Dies ware bspw. mit einem stark denaturierenden Puffer moglich. In der Nachfolgezeit hat sich hierfir
ein auf u.a. vier-molarem Urea basierender Puffer als praktikabel erwiesen. Auf der Grundlage solcher
Fraktionierungen kann dann die Translokation von Proteinen wie CRYAB in unterschiedliche
Kompartimente im Gesamtzelllysat untersucht werden. Zwecks fasertypspezifischer Betrachtung der
Translokation/Assoziation von CRYAB (und ggf. auch anderer Proteine), sollte kiinftig auf den fur die

Studie zwei modifizierten Analyseansatz zuriickgegriffen werden.

Leider wurden in den vorliegenden Studien keine direkten Untersuchungen zu Faser-
Rekrutierungsmustern durchgefiihrt, sodass vor allem die in der ersten Studie (73) getroffenen
Aussagen bzgl. fasertypspezifischer CRYAB-Signalantworten auf der Herleitung aus Ergebnissen
anderer Studien beruhen. Eine Untermauerung der Aussagen mit Originaldaten ware hier
wiinschenswert gewesen.

Grundsatzlich ist auf bio-/histochemischer Ebene eine Ermittlung der Faserrekrutierung mittels HPLC
(high performance liquid chromatography) metabolitenbasiert wie bspw. anhand des Kreatin- zu
Phosphokreatin-Verhaltnisses in isolierten und typisierten Fasern, infolge kontraktiler Aktivitat (16, 17)
moglich, oder aber in der Histologie auf Grundlage einer PAS-(periodic acid Shiff) Farbung-basierten
Bestimmung der Glykogenabnahme in Einzelfasern. Vor allen Dingen ersteres ist ein aufwendiges
Verfahren, fiir das relativ groBe Gewebemengen notwendig sind. Schlussendlich war in den
vorliegenden Studien die zur Verfligung stehende Gewebemenge ein limitierender Faktor. Eine
Moglichkeit, dieses Problem in kiinftigen Studien zu umgehen, konnten Elektromyografie-basierte

Methoden zur Abschatzung der Faserrekrutierung bieten.
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6 Zusammenfassung der Befunde und Schlussfolgerungen

Die vorliegende Arbeit fasst die Ergebnisse von zwei Studien zusammen, deren Ziel es war, umfassende
Erkenntnisse (iber die Regulation von aB-Crystallin im humanen Skelettmuskel mithilfe von

standardisiertem, kontraktionsinduzierten Stress in einem praxisnahen Setting zu generieren.

Nachfolgend werden die Kernbefunde zunachst in kompakter Form wiedergegeben und abschliefend
die entsprechenden Schlussfolgerungen daraus gezogen. Zusammenfassend konnten wir Folgendes

zeigen:

- Krafttrainingsassoziierte Belastungen fiihren zu einem starken Anstieg der Phosphorylierung von
CRYAB an Serin 59 (73, 74), wofilir die mechanische Komponente des kontraktionsinduzierten
Stresses wesentlich ist (74).

- Infolge einer wiederholten Applikation gegebener Belastung, bzw. im Rahmen einer
mehrwéchigen Trainingsphase, kommt es zu einer sukzessiven Abschwidchung der ,CRYAB®>-
Antwort (74). Diese Abschwachung beginnt in Typ Il Fasern friiher als in Typ | Fasern.

- Wird die regelmaRige Exposition des Muskels gegeniiber der Belastung fiir eine gewisse Zeit
ausgesetzt, resultiert eine darauffolgende Belastung in einem Wiederanstieg der ,CRYAB**-
Antwort (74).

- Die Desminmenge im Skelettmuskel nimmt im Zuge von wiederholter Belastung zu und wieder
ab, bei Aussetzung einer RegelmiRigen Stimulation. Das ,CRYAB**°-Signal und die Desminmenge
stehen damit in einer Art inverser Beziehung zueinander.

Dabei scheint vor allem hoher mechanischer Stress die Desminzunahme zu férdern (74).

- Die ,CRYAB**-Antwort ist fasertypspezifisch und abhingig von der Art der Belastung (73).
Konkreter bedeutet dies, dass wiahrend die ,CRYAB*® in Typ | Fasern infolge von Belastungen
gegen relativ niedrige sowie gegen hohe duRere Widerstande ansteigt, ein Anstieg in Typ Il Fasern
lediglich infolge von hohen Widerstanden zu beobachten ist.

- Grundsatzlich wird CRYAB infolge der Akkumulation eines gewissen Belastungsvolumens
(multipler Satze) phosphoryliert (73). Dabei kann ein erhoéhtes Belastungsvolumen die
Phosphorylierung von CRYAB in Typ Il Fasern beginstigen, auch wenn die reine Intensitat (Hohe

des duBeren Widerstandes) per se zu gering ist.
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Auf der Grundlage der gewonnenen Erkenntnisse folgern wir:

Die CRYAB-Antwort kann als sensitiver Indikator flir myozelluldaren Stress angesehen werden. Als
solcher zeigt sie an, ob bzw. welche Faserentitdten infolge ihrer Exposition gegeniiber
kontraktionsinduzierten Reizen Stress erfahren haben und ldsst zudem Riickschliisse hinsichtlich einer
Zu- sowie Abnahme der myozelluldren Stressresistenz zu. Dabei kann eine dynamische Remodellierung
des Desminnetzwerkes als Teil der zellularen Strategie vermutet werden, sich an adndernde
mechanische Anforderungen anzupassen - insofern, als dass die zytoskelettale Stabilitdt durch
Regulierung der Desmin-Neusynthese und -Degradierung nach Bedarf erhoht oder verringert wird.

Diese Erkenntnisse dienen zum einen dem Verstdandnis der Funktion des Proteins im Rahmen der
Stressabwehrreaktion unter praxisrelevanten in vivo Bedingungen. Zum anderen kénnen sie dazu
beitragen, zwischen mehr und weniger effektiven Belastungsarten fiir die Induzierung von akutem
Stress sowie chronischer Anpassung von Muskelfasern zu unterscheiden. Dadurch wird im Kontext
angewandter Trainingswissenschaft das Wissen um Ursache-Wirkungs-Beziehungen (Belastung -
Anpassung) erweitert, was ermoglicht, das Training praziser anhand von physiologischen

Beobachtungen im zeitlichen Verlauf zu steuern.

7 Ausblick

Mitunter durch die vorliegende Arbeit ist die intramyozellulare Regulation von CRYAB zunehmend gut
untersucht. Die Bedeutung von CRYAB als extrazellular bzw. systemisch wirksames Protein ist bislang
allerdings noch weit weniger erforscht. Es mehren sich jedoch Studien, die zeigen, dass CRYAB auch
extrazellular eine wichtige Funktion zukommt. Dabei scheint das Molekil auflerhalb des zellularen
Milieus eine insbesondere immunmodulierende Funktion und damit positive Eigenschaften fir
neurodegenerative Erkrankungen wie multiple Sklerose zu besitzen (24, 61). So konnte gezeigt werden,
dass CRYAB die Funktion eines Negativregulators fir entziindliche Prozesse besitzt, indem die Bildung
pro-inflammatorischer Zytokine gehemmt wird (8, 121). Andere Befunde deuten wiederum darauf hin,
dass pro-inflammatorische Zytokine durch CRYAB abgefangen und damit neutralisiert werden (138).
Weitestgehend Konsens herrscht aber dariiber, dass eine exogene Erhohung von CRYAB im Blutplasma
ein mogliches Therapeutikum zur Behandlung o.g. Erkrankungen darstellen kdnnte (8, 36, 61, 81, 121,
138). Es stellt sich die Frage nach einer Moglichkeit der nichtmedikamentdsen systemischen CRYAB-
Erhohung, bspw. durch korperliche Belastung.

Interessant in diesem Kontext sind neueste Befunde, die zeigen, dass CRYAB Uber einen s.g.
unkonventionellen Exozytose-Pfad von Zellen (COS-7) sekretiert werden kann. Und auch hierfir ist die
Phosphorylierung an Serin 59 ein entscheidender Faktor (39). Dabei wird CRYAB

phopshorylierungsabhangig in das Autophagosom rekrutiert, woraufhin die Interaktion bzw. Fusion
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zwischen Autophagosom und Lysosom behindert und jene mit der Plasmamembran beginstigt wird.
CRYAB vermag also, das Autophagosom von seinem iblichen Pfad, der zur Proteindegradierung fiihrt,
abzubringen, und so aus der Zelle heraus transportiert zu werden. Auch wenn dieser Mechanismus
bislang nur in vitro gezeigt wurde, so ist das Vorkommen von CRYAB im humanen Blut bereits
beschrieben (29, 29, 158) und konnte zudem auch in eigenen Voruntersuchungen festgestellt werden.
Vor diesem Hintergrund und der Mdglichkeit, die Regulation von CRYAB durch kontraktile Aktivitat
bewusst in spezifischer Weise zu modulieren, wie unter anderem in der vorliegenden Arbeit gezeigt,
ware von groBem Interesse, ob durch korperliche Belastung die Blutplasmaabundanz von CRYAB
verandert bzw. erhoht werden kann. Sollte das der Fall sein, miisste in einem weiteren Schritt geklart
werden, iber welchen Weg und woher das CRYAB ins Blut gelangt, bzw. ob der Ursprung tatsachlich
die belastete Muskulatur ist. Zudem ware der Status der posttranslationalen Modifikation von CRYAB
im Blut von groRem Interesse. Denn selbst ohne substanzielle Veranderungen in seiner Konzentration,
kénnte eine belastungsbedingte Modifikation des Phosphorylierungszustandes entscheidend sein fiir
Funktion und Aktivitat des Proteins, wie dies auch intrazelluldr der Fall ist. Final sollte ermittelt werden,
ob ein Zusammenhang zwischen der intra- (myozelluldr) und extrazelluldren Regulation von CRYAB
besteht.

Schlussendlich wére ein solcher Zusammenhang ein wichtiger erster Schritt, der es ermdglichen wiirde,
CRYAB (iber eine blutbasierte Messung der Verwendung in der angewandten Trainingswissenschaft als
Marker zur Trainingssteuerung zuganglich zu machen. Darlber hinaus waren die potenziellen
Erkenntnisse von hoher Relevanz fiir das Verstandnis der Zusammenhange von korperlicher Belastung
und damit assoziierter immunmodulatorischer Effekte auf globaler Ebene. Weitergehend kdnnten die
Ergebnisse den Einsatz der Sporttherapie bei Erkrankungen stiitzen, die mit chronischen

Inflammationsprozessen einhergehen, wie dies bspw. bei Multipler Sklerose der Fall ist.
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