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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Laktatmetabolismus

1.1.1 Biochemie der Milchsaure

Laktate sind die Salze der Milchsaure (2- Hydroxypropansaure) C3HgO3, die
im Kohlenhydratstoffwechsel als Produkt der sog. anaeroben Glykolyse im
Zytosol gebildet werden. In wassrigen biologischen Systemen dissoziiert die
Milchsaure wegen ihres pK von 3.9 bei physiologischem pH zu 99% in
Laktat™ und H'. Physiologisch entsteht dabei nur das links drehende
Enantiomer des Laktates. Da die Milchsédure zu den Monocarbons&auren mit
einer Carboxylgruppe (COOH) gehdrt, zahlt Laktat auch zu deren Salzen,
den Monocarboxylaten. Laktat steht Gber die Laktatdehydrogenasereaktion

(LDH) mit Pyruvat im Gleichgewicht.

0 o 0 om
N/ XN _/
C C
| LDH | N
C=—0 «———> HO— C—H + NAD

CH3 CHs

NADH + H' +

Pyruvat Laktat

Abb.1: Die Laktatdehydrogenasereaktion

1.1.2 Historische Paradigmen zum Laktat

Nach der Entdeckung der Milchsaure durch Scheele (1780) konnte
Berzelius, der auch die Brenztraubensaure entdeckte, bereits um 1807 einen
Zusammenhang zwischen geleisteter Muskelarbeit und der Menge an
produziertem Laktat herstellen (Berzelius 1808). Auf die Arbeiten von

Pasteur (1863) ist zuriickzufuhren, dass die Laktatbildung als Folge von
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Sauerstoffmangel verstanden wurde. Grof3e Fortschritte in  der
Laktatforschung konnten Fletcher und Hopkins (1907) durch die
Verbesserung der Analysemethode erreichen, wodurch sie z.B.
Zusammenhange zwischen Laktatbildung, Muskelermiudung und Erholung
unter O,-Verbrauch feststellten.

Darauf aufbauend bestimmte die Hypothese von Hill (1913), dass Laktat der
Brennstoff fir die Muskelkontraktion sei und in der Erholungsphase nach
Muskelarbeit unter Sauerstoffverbrauch wieder hergestellt wird (Konzept der
Sauerstoffschuld), lange Zeit die wissenschaftliche Literatur. Meyerhoff
(1920) konnte Glykogen als den Vorlaufer des Laktates identifizieren und 20
Jahre spater zusammen mit Embden und Parnas die Glykolyse (Embden-
Meyerhof-Weg) entschliisseln (Meyerhof 1942). Cori & Cori (1929) konnten
nachweisen, dass Laktat in der Leber wieder zu Glukose metabolisiert
werden kann (Cori-Zyklus). Lohmann postulierte nach seiner Entdeckung
von ATP und Kreatinphosphat, dass ATP die unmittelbare Energiequelle fir
die Muskelkontraktion darstellt und Milchsaure ein Abfallprodukt ohne
weitere Verwendung sei (Lohmann 1934). Die daran anschlieRende Zeit
zwischen 1930 und den frihen 1970er Jahren bezeichnet Gladden (2004a)
in seinem Review als die ,dead-end waste product era’ des Laktates, in der
auch die Sichtweise der Muskelermidung als Folge einer metabolischen
Azidose durch Laktat weiter untermauert wurde (Hermansen 1981, Sahlin
1992). In diese Zeit féllt auch der Beginn der sog. Schwellenkonzepte nach
der Einfihrung des Begriffes ,anaerobic threshold® fiir die spiroergometrisch
gemessene ventilatorische Schwelle durch Westerman & Mcllroy (1964), die
den ersten Laktatanstieg bei korperlicher Belastung markiert. Mader et al.
(1976) arbeiteten als Erste mit laktatbasierten Schwellenkonzepten und
definierten die aerob-anaerobe Schwelle der Arbeitsmuskulatur als den
Bereich des Uberganges von rein aerober zur partiell anaeroben (laktazid
gedeckten) Energiebereitstellung. Diesen Bereich der maximalen aeroben
Kapazitat sahen die Autoren bei 4 mmol/l Laktat im peripheren Blut und
benutzten diese Laktatschwelle als Kriterium zur Beurteilung der
Ausdauerleistungsfahigkeit. In der Folge dieser Veroffentlichung wurden
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weitere Laktatschwellenkonzepte entwickelt (Ubersicht bei Heck & Beneke
2008), die bis heute die Diagnostik und Trainingssteuerung im
Leistungssport bestimmen. Auch im Gesundheitssport und in der
Sporttherapie ist die Festlegung von Belastungsintensitaten mit Hilfe der
Laktatdiagnostik etabliert (Bjarnason-Wehrens 2009).

1.1.3 Moderne Entwicklungen der Laktatforschung

In der aktuellen Literatur wird die Rolle des Laktatanions sehr weit
ausdifferenziert (Ubersichten bei Philp et al. 2005, Gladden 2004a). Bei
Verletzungen der Cutis etwa stimuliert Laktat die Produktion des ,Vascular
Endothelial Growth Factor' (VEGF) und einigen Zytokinen zur Unterstiitzung
der Angiogenese und Kollagensynthese im Wundbereich (Trabold et al.
2003, Hunt et al. 2007). In der Onkologie werden Nutzung und Freisetzung
von Laktat durch Tumore zunehmend kritisch betrachtet und als
prognostische Marker z.B. zur Beurteilung der Malignitdt und der Neigung
zur Metastasierung diskutiert. Im Fokus steht dabei nicht nur die Rolle des
Laktates als energetisches Molekil in der hypoxischen Tumorumgebung,
sondern auch die nachgewiesene Rolle als Precurser bei der
Aminosaurebildung. Es wird vermutet, dass Laktat Uber Transaminase-
reaktionen zu erhoéhtem Proteinangebot und so zum Uberleben und
Wachstum von Tumoren beitragt (Kennedy und Dewhirst 2010). Mori et al.
(1998) und Trabold et al. (2003) konnten zeigen, dass Laktat pH-unabhangig
als Vasodilator agiert. Vlassenko et al. (2006) vermuten, dass die Anderung
der Laktatkonzentration tber einen Shift der NADH/NAD*-Ratio auf einen
nicht identifizierten Signalweg Einflu@ nimmt und regional den zerebralen
Blutfluss modulieren kann. Hein et al. (2006) fanden Belege, dass die durch
L-Laktat verursachte retinale Gefal3erweiterung Uber eine Stimulation der
endothelialen NO-Synthase (eNOS) erfolgt.

Leite et al. (2007, 2011) und Sola-Penna (2008) beschreiben regulatorische
Funktionen des Laktates auf den Kohlenhydratstoffwechsel. Sie konnten an
Skelettmuskelhomogenaten von Mausen eine konzentrationsabhangige, ph-
Wert-unabhangige, Inhibierung der Phosphofruktokinase (PFK) und
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Hexokinase mit konsekutiver Senkung des glykolytischen Flusses und
Glukoseverbrauchs durch Laktat dokumentieren.

Die Anderung des Redoxstatus durch Laktat und die mogliche systemische
Wirkung durch die Verteilung tber den Blutstrom veranlasste Brooks (2002),
dem Laktation auch die Rolle eines metabolischen Signals zuzuweisen. Er
verglich die Wirkungen mit einem Pseudohormon und kreierte den Begriff
Laktormon.

Auch die traditionelle Sichtweise, dass die durch die Laktatbildung
verursachte Azidose der Hauptgrund far die Ermiddung der
Arbeitsmuskulatur ist (Fitts 1994), wird immer haufiger in Frage gestellt
(Lindinger et al. 1995, Pate et al. 1995, Wiseman et al. 1996, Westerblad et
al. 1997, Bruton et al. 1998, Posterino et al. 2001, Westerblad et al. 2002,
Allen et al. 2008). Nielsen et al. (2001) konnten als Erste sogar einen
protektiven Einfluss des Laktates auf die Kraftentfaltung beim Kontraktions-
zyklus belegen, welchen sie in weiteren Arbeiten (Pedersen et al. 2004)
erharten konnten.

Robergs und Amann (2003) greifen die Arbeit von Gevers (1977) auf und
fuhren in ihrer Publikation den viel beachteten Ansatz aus, dass durch die
Bildung von Laktat in der arbeitenden Muskelzelle Protonen verbraucht
werden und damit einer Azidose entgegengewirkt wird. Im Detalil
beschreiben sie bei der Laktat-Dehydrogenase-Reaktion, dass durch die
Anlagerung von zwei Elektronen und zwei Protonen Pyruvat zu Laktat
reduziert wird. Dabei entstammen zwei Elektronen und ein Proton dem
NADH und ein Proton dem Zytosol. Die bei der Muskelkontraktion zur

Azidose fuhrenden Protonen entstehen ihrer Meinung nach bei der:

1. Glykolyse
Glukose + 2 ADP +2 Pi+ 2 NAD"+H" ——
2 Pyruvat + 2 ATP + 2 NADH + 2 H" + 2 H,0

2. ATP-Hydrolyse

ATPase "
ATP +H,0 —— ADP+P;+H
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Die Arbeiten von Robergs und Mitarbeitern finden nicht nur Zustimmung.
Boning & Maassen (2008) verwerfen das Konzept von Robergs und Amann,
fur sie bleibt weiterhin die Laktatbildung bei korperlicher Belastung die
alleinige Ursache der nichtrespiratorischen Azidose. Lindinger &
Heidenhauser (2008) sehen die Bedeutung des Laktates bei der
intrazellularen Azidose durch die Strong-lon-Difference (SID) Theorie nach
Stewart (1983) gegeben. Danach fuhrt die Bildung des starken Anions Laktat
zu einer erniedrigten SID mit unvermeidlichem Anstieg der Protonen-
konzentration.

Eng verbunden mit dem Konzept der Azidose durch Laktat ist traditionell die
Annahme der Entstehung des Molekils unter Sauerstoffmangel (Hill et al.
1924). Die ersten Berichte der Bildung von Laktat unter aeroben
Bedingungen in der Muskulatur stammen von Jébsis & Stainsby (1968). Sie
konnten mit Fluoreszenz-Spektroskopie in Kaninchen-Muskeln zeigen, dass
die begrenzte Kapazitat der Mitochondrien zur Sauerstoffverarbeitung die
Ursache zur Laktatbildung ist und nicht Sauerstoffmangel. Connett et al.
(1984, 1990) konnten dies in ihren Arbeiten erhéarten. Durch die Limitation
der oxidativen Phosphorylierung bei gesteigerter Glykolyse kommt es zu
einer Anhaufung von Pyruvat. Um den glykolytischen Metabolismus aufrecht-
zuerhalten, muss NAD® durch die Laktatbildung in der LDH-Reaktion
restituiert werden (Jobsis & Stainsby 1968). Ein grol3er Vorteil der Glykolyse
ist die ca. 100mal so schnelle ATP-Produktion wie Uber die oxidative

Phosphorylierung in der Atmungskette (Voet et al. 1992).

1.1.4 Laktattransport durch  Monocarboxylattransporter
(MCT)

Die Fortschritte in der modernen Laktatforschung beruhen wesentlich auf

dem Nachweis der Existenz der sog. Monocarboxylattransporter. Bis zu

diesem Zeitpunkt gab es kaum Zweifel, dass Laktat und andere

Monocarboxylate wie Pyruvat, Ketonkorper und (-Hydroxybutyrat aus-

schlie3lich Uber Diffusion biologische Membranen und Gewebe passieren.
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Bei Inhibitorstudien mit alpha-cyano-4-Hydroxycinnamat an Erythrozyten
konnten Halestrap & Denton (1974) als Erste nachweisen, dass spezielle
schon langer vermutete (Watts & Randle 1967, Henderson et al. 1969)
Transportmechanismen fur Monocarboxylate im Erythrozyten existieren
mussten. Deuticke et al. (1978) zeigten in Versuchen mit dem irreversiblen
Inhibitor pCMBS (p-chlormercurobenzolsulfat) eine séattigbare Michaelis-
Menten-Charakteristik des Carriers. Garcia et al. (1994) klarten die
molekulare Struktur des von Ihnen benannten Monocarboxylattransporters 1
(MCT1) auf und konnten das Protein spater klonieren. Die Aminosaure-
sequenz des membranstdndigen Transporters zeigt 12 transmembranare
Domanen, wobei N- und C-Terminus im Zytoplasma liegen. Das C-terminale
Ende scheint der Substraterkennung und -bindung zu dienen, der N-
Terminus vermutlich der Positionierung des Proteins in der Membran (Poole
et al.1996, Halestrap & Meredith 2004, Wilson et al. 2009).

NH,
MCT q
AR ARARAnR ﬁmﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ ‘ TARATAATAT 2etmermbran
ALILI BB BB I DAL 0 01 AL R00 10 001100 B 1 NIRRT
NH2—/ COOH

\_/

COCH

Abb.2: Schematische Darstellung des MCT1/MCT4 und CD147
(modifiziert nach Halestrap & Meredith (2004) und Wilson et al. (2009))

Gegenwartig sind 14 Isoformen der SLC16 Genfamilie bekannt, wovon die

MCT1- und MCT4-Proteine am detailliertesten beschrieben sind (Halestrap &
10
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Meredith 2004, Morris & Felmlee 2008). Zur korrekten Platzierung der MCT1
und der MCT4 in der Plasmamembran scheint eine Interaktion mit dem
Chaperon CD147, einem Dimer mit einer transmembranaren Domane und
einem kurzen zytoplasmatischen Teil, notwendig zu sein (Kirk et al. 2000,
Wilson et al. 2002).

Es konnte gezeigt werden, dass es sich um einen stereoselektiven
elektroneutralen Kotransport (Symport) eines Monocarboxylat-lons mit einem
Proton ohne Energieaufwand handelt. Dabei erfolgt zunéchst die Bindung
des Protons, anschlieBend die Bindung des L-Laktates mit einer
konsekutiven Konformationsdnderung des MCTs, wodurch die Substrate in
Abhangigkeit vom transmembranaren Konzentrationsgradienten und pH-
Wert translozieren (Dubinsky & Racker 1978, Deuticke 1982, Deuticke 1989,
Poole & Halestrap 1993, Juel 1997, Wilson et al. 1998). Das Plateau der
hyperbolischen Reaktionskurve ist abhangig von der Anzahl der Transporter
(Bonen et al. 1997).

Der schnelle Kotransport von Laktat und Protonen durch die
Monocarboxylattransporter ist essentiell fir den Stoffwechsel und die pH-
Wert Regulation (Poole & Halestrap 1993, Juel 1995).

MCT1

Die Sequenzanalyse und Klonierung des MCT1 (SLC16A1) erfolgte 1994
(Garcia et al. 1994). Das Protein hat eine Molekularmasse von ~ 43 kDa bis
~ 54 kDa (Poole & Halstrap 1994, Bonen 2000a, Fishbein et al. 2002) und
transportiert stereoselektiv L-Laktat mit einer K, von ca. 3.0 — 8.3 mmol
(Garcia et al. 1995, Poole & Halstrap 1993, Broer et al. 1998, Dimmer et al.
2000, Manning-Fox et al. 2000). Das Protein ist fast in allen humanen
Geweben detektierbar, wéhrend in den Erythrozyten und den vaskularen
Endothelzellen ausschlie3lich diese Isoform beschrieben ist (Pierre et al.
2000, Bergersen et al. 2001, Bergersen et al. 2002, Merezhinskaya &
Fishbein 2009). In hauptsachlich oxidativ arbeitenden Zellen wie in der Herz-
und der Typl-Skelettmuskulatur ist Uberwiegend der MCT1 exprimiert,
welcher vor allem fur den Import von Laktat verantwortlich ist (Kirk et al.

11
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2000, Bonen 2001). Subzellular konnten die Proteine im Sarkolemm und in
den T-Tubuli lokalisiert werden (Bonen et al. 2000a). Zwei Arbeitsgruppen
haben in den vergangenen Jahren die Prasenz von MCT1 in den
subsarkolemmalen Mitochondrien von Ratten und Menschen nachgewiesen
(Brooks et al. 1999a, Brooks et al. 1999b, Dubouchaud et al. 2000, Butz et
al. 2004, Benton et al. 2004, Hashimoto et al. 2005). Die subzellulare
Lokalisation des MCT1 wird in der Literatur kontrovers diskutiert

(Johannsson et al. 2001, Rasmussen et al. 2002).

MCT4

Die Sequenzanalyse und Klonierung des MCT4 (SLC16A3) erfolgte 1998
(Price et al. 1998). Das Protein hat eine theoretische Molekularmasse von
49,5 kDa (Price et al. 1998) und eine gemessene Molekularmasse von ~ 33
kDa bis ~ 49 kDa (Bergersen et al. 1999, Bonen 2000a, Fishbein et al. 2002).
Der MCT4 transportiert stereoselektiv L-Laktat mit einer Ky, von ca. 17 — 34
mmol (Broer et al. 1998, Dimmer et al. 2000, Manning-Fox et al. 2000) und
wird vorwiegend in Zellen mit hoher glykolytischer Aktivitat wie
Chondrozyten, Leukozyten, Astrozyten oder weilden Typ2-
Skelettmuskelzellen exprimiert (McCullagh et al. 1996, Wilson et al. 1998,
Price et al. 1998, Pilegaard et al. 1999b, Dimmer et al. 2000, Meredith et al.
2002, Bergersen et al. 2001, Pellerin et al. 2005). Da diese Zellen Laktat
vorwiegend exportieren, wird davon ausgegangen, dass der MCT4 Laktat
grundsatzlich eher aus der Zelle transportiert (Wilson et al. 1998, Juel &
Halestrap 1999, Bonen et al. 2000a, Dimmer et al. 2000, Meredith &
Christian 2008). Subzellular konnten die Proteine im Sarkolemm, in den T-
Tubuli und in einem intrazellularen Pool lokalisiert werden (Bonen et al.
2000a, Hashimoto et al. 2005).

Auch der MCT4 konnte in subsarkolemmalen Mitochondrien detektiert
werden (Dubouchaud et al. 2000, Benton et al. 2004). Die subzellulare
Lokalisation des MCT4 ist in der Literatur ebenfalls umstritten (Rassmussen
et al. 2002).

12
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1.1.5 Laktattransport in den Erythrozyten

Erythrozyten werden wie alle Blutzellen aus pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark unter dem Einfluss verschiedener
Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren und dem Hormon Erythropoetin
(EPO) gebildet. Die reifen Zellen haben eine mittlere Lebensdauer von 120
Tagen. Sie besitzen eine bikonkave Form (Diskozyt) mit einem mittleren
Durchmesser von 7,5 um, einer zentralen Dicke von 1,0 um und einer
Randdicke von 2,5 pm. Durch diese Form ergibt sich eine vergroRerte
Oberflache von 140 pm? mit einem Volumen von 90 fl. Das Membran-
potential von ca. — 10 mV (Woodbury 1965, Lassen & Knudsen 1968) wird
durch die unterschiedlichen lonentransportprozesse, lonenpermeabilitdten
und das Gibbs-Donnan-Potential verursacht (Hoppe et al. 1982). Dieses
Potential entsteht, wenn an einer semipermeablen Membran durch nicht
diffusible lonen (z. B. Hamoglobin) trotz Einstellung der Elektroneutralitat und
Ladungsgleichheit auf beiden Seiten der Membran ein Ungleichgewicht der
lonenverteilung  entsteht. Diese ungleiche Verteilung fihrt zu
Konzentrationsdifferenzen einzelner lonen und osmotischem Druckgefalle
(Donnan 1911).

Da die Erythrozyten keine Mitochondrien mehr besitzen, kénnen sie ihren
Energiebedarf nur Gber die Glykolyse (ca. 90%) und den Pentosephosphat-
weg (ca. 10%) im Zytosol decken. Die dazu notwendige Glukose wird aus
dem Blutplasma durch die membranstandigen Glukosetransporter 1 (GLUT1)
Uber erleichterte Diffusion insulinunabhangig aufgenommen (Mueckler et al.
1985).

In den Erythrozyten sind nach dem aktuellen Stand der wissenschaftlichen
Literatur drei Wege fur den Transport von Laktat und Milchsaure bekannt:

1. Die nichtionische Diffusion bei hohen Konzentrationen der freien Saure.

2. Der Transport Uber den Anionenaustauscher 1 (AE1l) bzw. Band-3-
Protein, ein integrales 95 kDa Membranprotein, welches hauptsachlich
HCOgs- gegen Cl-lonen austauscht (Jay 1996). Laktationen werden gegen
Cl- oder HCOs-lonen ausgetauscht.

13
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3. Die erleichterte Diffusion tber den MCT1 (Deuticke et al. 1982, Halestrap
1976, Leeks & Halestrap 1978).

Anteilig betragt der Transport des Laktates tUber den MCT1 ca. 90%, Uber
Band-3 ca. 6% und Uber die nichtionische Diffusion ca. 4% (Deuticke et al.
1982, Poole & Halestrap 1993, Lindinger et al. 1995), wobei steigende
Laktat- und Protonenkonzentrationen den Anteil des MCT-Transportes
vermindern. Skelton et al. (1998) konnten bei in vitro Versuchen an
Erythrozyten bei 41 mmol/ | Laktat einen anteiligen Influx tber MCT von ca.
76.5%, uber Band-3 von ca. 12.0% und uber die anionische Diffusion von
ca. 11.5% messen.

Einfluss korperlicher Belastung auf den MCT1 in den Erythrozyten

In der Literatur liegen gegenwartig drei Trainingsstudien zum Einfluss
korperlicher Belastung auf die Expression des MCT1 in den Erythrozyten vor.
Aoi et al. (2004) konnten in Ghosts aus Erythrozytenmembranen nach drei
Wochen Schwimmtraining (1 h/d) eine signifikant héhere MCT1-Dichte
(+18%) nachweisen als in denen der inaktiven Tiere. Die MCT1-
Konzentration in jungen Erythrozyten war in der Schwimmgruppe ebenfalls
hdher (+22%) als in der inaktiven Gruppe.

Die Studien von Kreutz (2010) und Opitz (2011) zum Einfluss von Kraft- und
Ausdauertraining auf die MCT-Proteinexpression in den Erythrozyten wurden
mit Typ-2-Diabetikern durchgefihrt und werden in der vorliegenden Arbeit

unter 1.3.5 dargestellt.

1.1.6 Laktatverteilung im Blut

Bereits seit dem 19. Jahrhundert ist bekannt, dass das Laktatanion in den
Kompartimenten des Blutes ungleichmalig verteilt ist (Gaglio 1886,
Berlinerblau 1887). Hill et al. (1924) konnten =zeigen, dass die
Laktatkonzentration in Ruhe und nach Belastung im Serum immer héher als
im Vollblut ist, und Noshi (1929) gelang als Erstem die Konzentrations-
bestimmung des Molekils in den Erythrozyten unter Einbeziehung der

Vollblut- und Serumwerte und des Hamatokrits.
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[B] — [P](1 — Hkt)
Hkt

Gleichung zur Berechnung der Laktatkonzentration in den Erythrozyten [E] aus der

[E] =

Vollblutkonzentration [B], der Plasmakonzentration [P] und dem Hamatokrit (Hkt).

(modifiziert nach Decker & und Rosenbaum 1942)

Sowohl in Ruhe als auch nach korperlicher Belastung konnte Noshi im
Plasma dabei immer hohere Konzentrationen als in den Erythrozyten
messen, das Verhéltnis (Ratio) der Laktatkonzentration in den Erythrozyten
und im Plasma konnte er in Ruhe mit 0.83 und nach intensiver Belastung mit
0.45 bestimmen. In der Folge kamen andere Autoren zu ahnlichen
Ergebnissen (Devadatta 1934, Decker & Rosenbaum 1942, Johnson et al.
1945, Huckabee 1956, Daniel et al. 1964, Harris & Dudley 1989, Juel et al.
1990, Lindinger et al. 1992, Bangsbo et al. 1997, Hildebrand et al. 2000,
Boning et al. 2007, Wahl et al. 2010a, Wahl et al. 2010b, Zinner et al. 2011).
Andere Autoren sehen zwar eine ungleiche Verteilung des Molekils im Blut,
aber keine Veranderung der Ratio unter Belastung (Foxdal et al. 1990, Smith
et al. 1997a, Smith et al. 1997b, McKelvie et al. 1991).

Buono & Yeager (1986) wiederum sehen kaum einen Unterschied der
Laktatkonzentrationen in Erythrozyten und Plasma. Nur bei Belastungen
Uber 75% der VO2max berichten sie tber einen hoheren Laktatspiegel in den
Erythrozyten als im Plasma.

Die unterschiedliche Verteilung des Laktatanions wird h&ufig mit der
Barrierefunktion der Erythrozytenmembran und der Aufrechterhaltung der
sog. Donnan-Gibbs-Verteilung (Johnson et al. 1944, Huckabee 1956, Daniel
et al. 1964, Boning et al 2007) begrindet. Wahl et al. (2010a) sehen daruber
hinaus eine Limitierung des Laktat-Influx in die Erythrozyten in Abhangigkeit
von der Dichte der Transportproteine, was bei kurzzeitigen maximalen
korperlichen Belastungen ein limitierender Faktor sein konnte.

Auf die zahlreichen Untersuchungen der Laktatratio in verschiedenen
Tierspezies (Aragno 1978, Aragno 1981, Rasénen et al. 1995, Skelton et al.
1995, Rainger et al. 1995, Vaihkonen & P6s6 1998, Vaihkdnen et al. 1999,
Vaihkonen et al. 2001, Koho et al. 2002, Koho et al. 2006) wird in der
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vorliegenden Arbeit nicht eingegangen, da sich das Compound der fur den
Laktattransport zustéandigen Proteine in den Erythrozytenmembranen z.T.
erheblich von denen beim Menschen unterscheidet.

Die Dynamik und Charakteristik der Verteilung des Laktations im Blut hat
durch die Laktat-Shuttle-Theorie (siehe 1.1.9) an Bedeutung gewonnen, da
die Vmax und die K, des Influx in die Erythrozyten bestimmend fir die
Konzentrations-Gradienten zwischen produzierendem Gewebe, Blut und
verbrauchenden Zellen ist. Bei einer Trainierbarkeit des Systems kénnen
sich Vorteile z.B. in der Muskulatur beim Netto-Release von Laktat, der ph-
Wert-Regulation und der Wertigkeit des Blutes als Verteilungs- und
Transportraum ergeben (Deuticke 1982, Roth 1991, Skelton et al. 1995,
Wabhl et al. 2010a).

1.1.7 Laktattransport in der Skelettmuskulatur

In der menschlichen Muskulatur werden die Monokarboxylattransporter 1
und 4 (Wilson et al. 1998, Bonen et al. 1998, Juel & Halestrap 1999,
Pilegaard et al. 1999b) exprimiert, wobei die Verteilung der beiden Isoformen
in den Fasertypen differiert. Der MCT1 wird Uberwiegend in den oxidativen
Typl Fasern exprimiert (Garcia et al. 1994, McCullagh et al. 1996, Fishbein
et al. 2002). Der MCT4 kann dagegen fast ausschlieBlich in den
glykolytischen Typ2-Fasern detektiert werden (Garcia et al. 1994, McCullagh
et al. 1996, Wilson et al. 1998).

Pilegaard et al. (1999b) publizierten abweichende Ergebnisse fir die MCT-
Verteilung nach Immunofluoreszenzmikroskopie an Muskelschnitten. Sie
zeigten ahnliche Verteilungen der MCT1-Transporter sowohl in Typl- als
auch in Typ2-Fasern. Fur die MCT4 fanden sie eine Kklar ausgepragte
Praferenz in der Membran der Typ2-Fasern, bei stark ausgepragter inter-
individueller Varianz. Die Autoren fanden auch abweichende Dichten der
MCT- Proteine in den gleichen Fasern unterschiedlicher Muskeln.

Hashimoto et al. (2005) bestimmten an Ratten erstmals immunhistochemisch
in oxidativen Fasern das Verhéltnis von MCT1- zu MCT4-Proteinen (ca.
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2.2:1.0); in den glykolytischen Fasern ist das Verhaltnis nahezu umgekehrt
(ca. 1.0:1.5).

Einfluss korperlicher Belastung auf MCT1 und MCT4 in der
Skelettmuskulatur

Zahlreiche Studien an Tieren und Menschen belegen einen Einfluss von
korperlicher Belastung auf die Expression der Monocarboxylattransporter
MCT1 und MCT4 in der Skelettmuskulatur.

Tierstudien:

McCullagh et al. (1997) fanden nach einer Woche in elektrisch stimulierter
Rattenmuskulatur eine signifikante Zunahme der MCT1 Proteine.

Baker et al. (1998) zeigte nach hochintensivem Training an Ratten ebenfalls
einen Anstieg der MCT1-Dichte. Bonen et al. (2000b) konnten nach
chronischer Stimulation an Rattenmuskulatur nach 1 — 3 Wochen nur
Anstiege der MCT1-Dichte nachweisen, die MCT4-Proteine blieben
unverandert.

Yoshida et al. (2004) trainierten Mause bis zu sechs Wochen mit moderater
Intensitdt auf dem Laufband. Sie konnten nur erhOhte Dichten bei dem
MCT1, nicht jedoch bei dem MCT4 finden.

Thomas et al. (2007) trainierten Ratten Uber funf Wochen je finfmal
wochentlich hochintensiv und konnten Anstiege der MCT1- und MCT4-
Dichte sichern.

Einmalige Belastungsuntersuchungen an Ratten (Coles et al. 2004, Eydoux
et al. 2000, Tonouchi et al. 2002) zeigten differierende Ergebnisse: Tonouchi
und Mitarbeiter fanden eine signifikante Abnahme des MCT1 (-10%) und des
MCT4 (-25%). Eydoux et al. untersuchten den MCT1 und konnten keine
Anderungen messen. Coles et al. konnten je nach Muskelgruppe und
Messzeitpunkt signifikante Steigerungen des MCT1 (+56% bis +193%) und
des MCT4 (+41% bis +323%) zeigen.

Humanstudien:

Bickham et al. (2006), Burgomaster et al. (2007), Mohr et al. (2007) und
Bishop et al. (2008) konnten nach hochintensivem Intervalltraining an jungen
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Mannern tdber 5 — 8 Wochen unterschiedliche Ergebnisse bzgl. der MCT-
Dichte sichern. Die Gruppe um Burgomaster fand signifikante Anstiege
beider Proteine. Die Gruppen um Bickham und Mohr konnten nur einen
Anstieg der MCT1, aber keine Veranderung bei den MCT4 finden. Bishop
und Mitarbeiter konnten weder bei den MCT1 noch bei den MCT4
Veranderungen nach dem Training messen. Juel et al. (2004a) trainierten mit
jungen Mannern bis zu acht Wochen einbeinige Kickbewegungen in
sitzender Position und fanden signifikant erhéhte MCT1-Dichten im M.
quadriceps femoris. Die leichten Anstiege der MCT4 konnten statistisch nicht
gesichert werden. Pilegaard et al. (1999a) konnten nach einer achtwochigen
Trainingsstudie mit intensiver einbeiniger Fahrradergometrie an ,giant
vesicles® nach Muskelbiopsien aus dem M. quadriceps femoris eine
Steigerung der MCT1- und MCT4-Dichte zeigen.

Green et al. (2008a) testeten zwolf junge Manner an drei konsekutiven
Tagen bei ~ 60% der VO,nmax auf dem Fahrradergometer bis zur Erschépfung
oder maximal zwei Stunden lang. Signifikant erhoht war der MCT4 einen Tag
nach dem dritten Test, der MCT1 am zweiten Tag nach Testende.

Perry et al. (2008) untersuchten funf Manner und drei Frauen nach sechs
Wochen hochintensivem Intervalltraining (HIT). Das Training wurde dreimal
wochentlich bei ~ 90% der VOypeak auf dem Fahrradergometer durchgefuhrt.
Nach dem Training konnten signifikante Steigerungen der MCT1- und MCT4-
Proteine in Bioptaten des m. vastus lateralis gemessen werden.

Nur drei im weiteren Sinn klassische Ausdauertrainingsstudien zum Einfluss
auf die muskularen MCT finden sich aktuell in der Literatur:

Bonen et al. (1998) fanden bei sieben jungen Mannern nach einer Woche
Ausdauertraining auf dem Fahrradergometer mit jeweils zwei Stunden pro
Tag bei 65% der VO,max €ine signifikante Steigerung des MCT1-Gehaltes im
M. vastus lateralis von 18%.

Dubouchaud et al. (2000) trainierten neun junge Manner neun Wochen lang
sechsmal wochentlich jeweils eine Stunde bei 75% der VOzmax. Der Western-
Blot an Homogenaten des M. vastus lateralis zeigte einen signifikanten
Anstieg des MCT1.
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Evertsen et al. (2001) verglichen Elite-Skilanglaufer/-lnnen nach
funfmonatigem, fast taglichem Ausdauertraining mit unterschiedlichen
Intensitaten (80 — 90% bzw. 60 — 70% der VOzmax). Die hochintensiv
trainierende Gruppe zeigte keine Verénderung der MCT-Proteindichte. Das
Training mit der niedrigeren Intensitat fuhrte bei der MCT1-Dichte zu einem
signifikanten Rickgang um 12%; der MCT4 blieb unverandert. Manner und
Frauen wiesen keine Unterschiede auf.

Die Studien von Kreutz (2010) und Opitz (2011) zum Einfluss von Kraft- und
Ausdauertraining auf die MCT-Proteinexpression in der Skelettmuskulatur
wurden mit Typ-2-Diabetikern durchgefuhrt und werden in der vorliegenden
Arbeit unter 1.3.5 dargestellt.

Einmalige Belastungsuntersuchungen am Menschen zeigten
unterschiedlichen Ergebnisse: Bishop et al. (2007) konnten signifikante
Abnahmen des MCT1 (- 24%) und des MCT4 (- 26%) messen, Green et al.
(2002) und Thomas et al. (2005) fanden teilweise signifikante Anstiege von
beiden Carriern. Bei Green et al. (2011) blieben die MCT1 und die MCT4
unverandert.

Green et al. (2008b) untersuchten zwdlf untrainierte Manner wahrend eines
16-stindigen Versuches. Jede Stunde mussten die Probanden sechs
Minuten lang bei ~ 91% der VOgpeak auf einem Fahrradergometer fahren.
Nach 9 und 16 Stunden konnte mit Western-Blot-Analysen ein signifikanter
Anstieg der MCT4-Proteine im M. vastus lateralis gemessen werden. Die
MCT1-Proteine blieben unverandert.

Die Abhangigkeit der Laktattransportkapazitat von der MCT-Dichte konnten
einige Arbeitsgruppen belegen: McCullagh et al. (1997) konnten nach
Training an Rattenmuskulatur die erhdhte Laktataufnahme mit der
gesteigerten MCT1-Dichte korrelieren. Bonen et al. (1998) konnten nach
Training eine Verbesserung der Laktat-Freisetzung aus humaner
Skelettmuskulatur ins Blut auf erhéhte MCT1-Dichte zurtckfihren. Pilegaard
et al. (1999a) zeigten, dass humane Skelettmuskulatur nach Training eine
gesteigerte Transportkapazitat fur Laktat und H* aufwies und sahen als
Ursache die gesteigerte sarkolemmale MCT1- und MCT4-Dichte.
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Dubouchaud et al. (2000) zeigten, dass der Gehalt an MCT1- und MCT4-
Transportern im Sarkolemm positiv mit dem Laktat-Release bei Belastung
korreliert. Evertsen et al. (2001) konnten fir die MCT1-Dichte, nicht jedoch
fur die MCT4-Proteine, eine positive Korrelation zur Laktatkonzentration bei
Belastung zeigen.

Bentley et al. (2009) konnten bei zehn ausdauertrainierten Radfahrern
keinen Zusammenhang zwischen der MCT1-/MCT4-Dichte und der
Ausdauerleistungsfahigkeit zeigen.

Obwohl die genannten Zusammenhénge von Laktat-Transportvermégen und
MCT-Proteindichte nur indirekt nachgewiesen werden kénnen und es weitere
verantwortliche Mechanismen zur Laktat-Clearance gibt (z.B. Blutfluss und
Kapillardichte), gehen Juel (2004a) und Messonnier et al. (2007) davon aus,
dass Anderungen der MCT-Dichte von funktioneller Bedeutung sind.

1.1.8 Regulation der MCT-Expression

Es gibt aktuell zahlreiche Hinweise auf Regulationsmechanismen der MCT,
die jedoch auf der molekularen Ebene der Signalwege und Genexpression
erheblichen Forschungsbedarf aufzeigen. Es wurde gezeigt, dass die MCT's
transkriptional, translational und post-translational reguliert werden (Cuff &
Shirazi-Beechey 2002; Cuff et al. 2002; Enerson & Drewes 2003; Enoki et al.
2006; Chenal & Pellerin 2007; Hashimoto et al. 2007; Brooks et al. 2008).
Pilegaard et al. (1999a) sehen die Ursachen der gesteigerten
Transporterdichte nach muskularer Aktivitat z.B. in dem Einwirken erhéhter
Anschoppung von Laktat und H* auf die Translation der MCT-Proteine.
Narumi et al. (2010) vermuten nach ihren Versuchen mit einem in vitro
Skelettmuskelmodell (humane RD Zellen) eine Beteiligung des cAMP-
vermittelten Proteinkinase-A-(PKA)-Signalweges bei der Expression von
MCT1. Sie ziehen zusatzlich die Beteiligung der Proteinkinase C (PKC) bei
der Aktivierung des PKA-Signalweges in Betracht.

Benton et al. (2008) konnten an Skelettmuskeln der Ratte demonstrieren,
dass PGC-1a, der Hauptregulator der mitochondrialen Biogenese (Kelly &

Scarpulla 2004), auch die Expression von MCT1 und CD147 regulieren
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kann. In ihren Experimenten dokumentierten sie nach Uberexpression von
PGC-1a in vivo einen Anstieg von MCT1 und CD147 in Kombination mit
einer erhohten Laktataufnahme. Weiter belegten sie nach chronischen
Muskelkontraktionen einen Anstieg sowohl von PGC-1a als auch von MCT1
und CD147. Die Autoren konnten keinen Einfluss auf die Expression von
MCT4 nachweisen.

Das Gegenteil kontraktiler Aktivitat, die vollige kérperliche Inaktivitdt oder
muskuléare Denervierung, fuhren zur Downregulation der MCT1- und MCT4-
Proteinexpression und zu einer Abnahme des Laktattransportes (Wilson et
al. 1998, Baker et al. 1998, Pilegaard & Asp 1998, Juel & Halestrap 1999).
Hashimoto et al. (2007) untersuchten den Einfluss von Laktat auf die MCT1-
Expression und filhrten ein Screening an L6 (Ratten-Skelettmuskelzellinie)
Zellkulturen nach Laktat-sensitiven Genen durch. Sie konnten einen dosis-
abhangigen Anstieg der MCT1-mRNA und -Proteinexpression nach einer
Stunde Laktatinkubation messen. Die mitochondriale cytochrome-c-oxidase
(COX) mRNA und Proteinexpression waren nach sechs Stunden erhdht. Die
Arbeitsgruppe macht transkriptionale und posttranskriptionale Mechanismen
dafir verantwortlich. Sie vermuten, dass die zur MCT1-Transkription
fuhrende Laktat-Signalkaskade Uber die Bildung von reaktiven Sauerstoff-
spezies (ROS) fuhren kann und Gemeinsamkeiten mit Signalwegen und
Transkriptionsfaktoren der mitochondrialen Biogenese aufweisen.

Ullah et al. (2006) konnten nach Untersuchungen an HIFla-Knock-out
Mausen und verschiedenen Zelllinien unter einer hypoxischen Atmosphére
(1% O,) nachweisen, dal3 die MCT4-Expression, nicht jedoch die MCT1-
Expression Uber Hifla gesteuert wird. Perez de Heredia (2010) zeigten in
humanen Adipozytenkulturen unter hypoxischer Atmosphare (1% O,) einen
signifikanten Anstieg der MCT1- und MCT4-mRNA. Auch das MCT1-Protein
stieg signifikant an; das MCT4-Protein blieb unveréndert.

Bonen et al. (2000b) fanden in Rattenherzen eine bis zu siebenfach hdhere
Menge MCT1-Protein als in der Skelettmuskulatur. Die Menge an
entsprechender MCT1-mRNA war dagegen nur 1.2 — 1.4 mal so grof3. Sie
schlossen daraus, dass besonders im Herzen posttranskriptionale
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Mechanismen dber einen gro3en intrazellularen Pool an MCT1-mRNA
verfiigen, um bei Bedarf groRere Mengen des Proteins MCT1 herstellen zu
konnen.

Auch andere Autoren berichten neben den membrands eingebundenen
Proteinen von intrazellularen MCT1 und MCT4-Pools (Pilegaard et al. 1999a,
Johannsson et al. 2001, Wang et al. 2003), aus denen analog dem GLUT4-
Protein bei Bedarf Transporter in die Plasmamembran translozieren kdnnten.
Tonouchi et al. (2002) gelang es jedoch nicht, diese Translokation aus dem
Zytosol in die Membran bei MCT4-Proteinen nachzuweisen. Kreutz (2010)
und Opitz (2011) konnten bei Erythrozyten von Typ-2-Diabetikern den
indirekten Nachweis einer belastungsbedingten akuten und trainings-
bedingten Translokation des MCT1-Proteins aus dem Zytosol in die
Membran erbringen. Die Translokation konnte in der Interaktion mit dem
Glykoprotein CD147 begriindet sein (Kirk et al. 2000).

Es wird auch von funktionalen Kooperationen der MCT-Proteine mit anderen
Proteinen berichtet: Becker et al. (2004) konnten nach Koexpression des
MCT1 mit dem Natrium-Bikarbonat-Transporter (NBC) in Oozyten eine
Verdoppelung des Laktattransportes messen. Die gleiche Arbeitsgruppe
zeigte eine Steigerung des Transportes von Laktat iber MCT1 (Becker et al.
2005; Becker & Deitmer 2008) und MCT4 (Becker et al. 2010) nach
Koexpression der Monocarboxylattransporter und der extrazellularen
Karboanhydrase Il (CAll). Nach der Hypothese von Becker und seinen
Mitarbeitern liegt diesem Mechanismus eine Regulation des Protonenflusses

durch die CAll in unmittelbarer Nahe der MCT zugrunde.

1.1.9 Laktat-Shuttle-Theorien

Die herausragende Rolle der Monocarboxylattransporter bei der Steuerung
der Protonen- und Laktatkonzentration mit essentiellen Auswirkungen auf
den Energiestoffwechsel und die korperliche Leistungsfahigkeit, die
kinetischen Eigenschaften und die gewebespezifische Verteilung der
einzelnen MCT-Isoformen sowie die Signal-Wirkungen im gesamten

Organismus haben zu den sog. Laktat-Shuttle-Theorien gefuhrt (Brooks

22



Einleitung

1985). Als Kontrast zur traditionellen Ansicht, dass die Laktatbildung eine
metabolische Sackgasse darstellt, ist die Shuttle-Theorie aktuell sehr weit
ausdifferenziert und in weiten Teilen der Wissenschaft akzeptiert. Zentrale
Bestandteile sind der sog. Zell-Zell-Shuttle und der intrazellulare Shuttle
(Brooks et al. 2008).

Die kinetischen Eigenschaften und die gewebe- und zellspezifische
Verteilung der verschiedenen MCT-Proteine erméglichen einen ziel-
gerichteten Laktatfluss, der z.B. unter Belastung aus den glykolytischen
Muskelfasern (MCT4) in die oxidativen Fasern (MCT1) fuhrt, wo das Laktat
oxidiert wird (Brooks 2002). Uberschiissiges Laktat gelangt als sog. Netto-
Release ins Blut und wird tber die Zirkulation dem gesamten Organismus als
mobiler Energietrager und Signalmolekul zur Verfugung gestellt. Mit
steigender Intensitat der Belastung nimmt der Anteil der Laktatoxidation an
der Gesamtenergiegewinnung zu und schon bei moderater Intensitat
Ubertrifft der Laktatfluss den Glukosefluss (Brooks 1991, 2000). Dazu ist
Laktat der wichtigste Prekurser der Glukoneogenese uber den Cori-Zyklus
(Cori & Cori 1929, Consoli et al. 1990, Brooks et al. 1991, Bergmann et al.
2000, Trimmer et al. 2002). Weitere Laktat-Shuttle werden schon langer z.B.
fur die Astrozyten und Neurone des Gehirns (Pellerin & Magistretti 1994,
Kasischke et al. 2004, Pierre & Pellerin 2005), die Retina (Philp et al. 2003)
und die Spermatogenese (Brauchi et al. 2005) diskutiert.

Wenn der arterielle Laktatspiegel steigt, vor allem bei Muskelarbeit, greifen
andere Organe verstarkt, trotz suffizienter Glukosespiegel, auf Laktat als
Energietrager zurtick (Stanley 1991, Quistorff et al. 2008, van Hall et al. 2009
Rasmussen et al. 2011) (Abb. 3).
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submax. Belastung
Ruhe
o MCT

Abb. 3: Schematische Darstellung des Laktat-Shuttle anhand des Netto-Flusses lber die
Blutzirkulation von und zu den Organen in Ruhe (graue Pfeile) und submaximaler kérper-
licher Belastung (schwarze Pfeile). Die MCT in den Organen sind nicht dargestellt.
(modifiziert nach van Hall 2010)

Eine wesentliche Erweiterung des Zell-Zell-Shuttle wurde 1998 von der
Arbeitsgruppe um Brooks prasentiert: der intrazellulare Laktat-Shuttle.
Basierend auf Hinweisen einer mitochondrialen Laktatdehydrogenase (Baba
& Sharma 1971, Kline et al. 1986, Brandt et al. 1987) entwickelten Brooks
und sein Team diese Hypothese kontinuierlich weiter, wonach eine direkte
Oxidation des Laktat-Molekuls, nach dem Transport Uber MCT1, in den
Mitochondrien stattfindet (Brooks 1998, Brooks et al. 1999a, Dubouchaud et
al. 2000). Jungste Veroffentlichungen der Arbeitsgruppe um Brooks gehen
von einem sog. Laktatoxidationskomplex (LOK), bestehend aus MCTL1,
CD147, LDH und COX an der AulRenseite der inneren Mitochondrien-
membran aus. Nur Laktat, nicht Pyruvat, wird nach dieser Hypothese durch
die aul3ere Mitochondrienmembran transportiert. Pyruvat entsteht dann erst
bei der LDH-Reaktion im LOK und wird dann tber MCT1 in den Krebszyklus
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in der Matrix geschleust (Hashimoto et al. 2006; Hashimoto & Brooks 2008).
Brooks (2009) sieht in der Kolokalisation von MCT1 und COX die auf3erst
bedeutende Verbindung von oxidativem und glykolytischem Stoffwechsel.
Laktat sieht er gleichzeitig als Produkt des glykolytischen und Substrat des
oxidativen Metabolismus (Brooks 2002).

Wahrend der Zell-Zell-Laktat-Shuttle wissenschaftlich etabliert ist (Gladden
2008a), treffen die von Brooks und seinen Arbeitsgruppen vertretenen
Hypothesen zum intrazellularen Laktatshuttle in der Literatur teilweise auf
starken Widerstand. Rasmussen et al. (2002) und Sahlin et al. (2002)
bestreiten energisch die Existenz eines intrazellularen Shuttles, da LDH in
Mitochondrien bisher nicht sicher nachgewiesen werden konnte und eine
direkte Oxidation von Laktat thermodynamisch wegen des Redoxstatus
(NAD'/NADH-Ratio) nicht moglich ware. Yoshida et al. (2007) finden
ebenfalls keine Hinweise auf LDH in der Matrix und sehen keine Mdglichkeit
einer direkten Oxidation von Laktat in den Mitochondrien. Van Hall (2010)
sieht die Ursache fir die direkte Oxidierung von Laktat in der w.o.
beschriebenen Kompartimentierung der Myozyten. Auch Gladden (2008b)
findet in seinem Literatur-Review mit dem Schwerpunkt LDH eher Beweise

gegen die direkte Laktat-Oxidation in den Mitochondrien.

1.2 Hypoxie

Die Verfugbarkeit von Sauerstoff ist fur alle Vertebraten essentiell und wird
durch ein im Laufe der Evolution entstandenes effektives, mehrfach
abgesichertes, Transportsystem sichergestellt. Uber 90% des aufgenom-
menen Sauerstoffs werden als terminaler Elektronenakzeptor durch die
COX der Mitochondrien bei der oxidativen Phosphorylierung zur Generierung
von ATP genutzt (Taylor, 2008). Das Zusammenspiel zwischen Lunge, Herz,
GefalRsystem und den hochspezialisierten Erythrozyten gewahrleistet die
Aufrechterhaltung des physiologisch notwendigen Sauerstoffdrucks von der
Atemluft bis hin zu den O;-verbrauchenden molekularen Strukturen.

Der Sauerstoffanteil an den Gasen der Erdatmosphare betragt ca. 20.942
Vol% (ICAO Standardatmosphéare trockene Luft bei 1013.25 hPa, 15°C) und
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nach dem Dalton-Gesetz fir ideale Gase ergibt sich auf Meeresniveau ein
Sauerstoff-Partialdruck PO, von ca. 212 hPa (159 mmHg). Bei der
Einatmung wird der O,-Druck nach der Alveolargasgleichung weiter bis auf
ca. 100 mmHg in den Alveolen reduziert.

Alveolargasgleichung:

pa0, = F;0, (PB - pHZO) - (pA;Q02>
Bei physiologischen Bedingungen in Ruhe unter Normoxie existiert somit ein
Sauerstoffdruckgradient von ca. 100 mmHg in den oberen Atemwegen bis
hin zu ca. 5 mmHg in den Mitochondrien (Taylor, 2008).

Der Luftdruck nimmt in der Troposphare mit der Hohe relativ linear ab (bis
ca. 11000 m) und kann néherungsweise mit der internationalen Héhenformel

bestimmt werden:

0.0065 * h>5'255

288.15 hPa

p(h) = 1013.25 (1 _

Aufenthalte in der Hohe bewirken je nach Dauer und Hohe komplexe akute
und chronische Reaktionen des Organismus. Ungeachtet der multiplen
Einflussfaktoren (geringere Schadstoffbelastung, verminderter Umgebungs-
druck, Dichteabnahme der Luft, verstarkte Wirkungen der Sonnenstrahlung,
niedrigere Temperatur, erhdohter Ozongehalt usw. als auf Meereshohe)
werden die beobachteten systemischen und zellularen Anpassungen vor
allem auf den reduzierten Sauerstoffpartialdruck in der Atemluft (Hypoxie)
zurlck gefuhrt (Knaupp et al. 1992).

Den akuten Anpassungen wie z.B. erhdhtes Atemminutenvolumen und
Herzzeitvolumen folgt eine Hamokonzentration durch eine Verschiebung
intravasaler Flussigkeit ins Interstitium (Tannheimer et al. 2010). Im weiteren
Verlauf kommt es zu einer gesteigerten Erythropoese mit einem Anstieg der
Hamoglobin-Gesamtmasse (Berglund 1992). Diese Steigerung der Oo-
Transportkapazitat kann zu einer Verbesserung der Ausdauerleistungs-
fahigkeit sowohl in der H6he als auch auf Meeresniveau fuhren.
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Dem stehen jedoch mogliche Leistungsminderungen z.B. durch den Abfall
der maximalen Sauerstoffaufnahme und der Mitochondriendichte nach
intensiver Hohenexposition entgegen. Auflerdem sind Trainingsumfange
reduziert und das Auftreten von Symptomen der Hohenkrankheit AMS (acute
mountain sickness) beeintrachtigt die Leistungsfahigkeit und Belastbarkeit
(Muza 2007).

1.2.1 Der Einfluss von Hypoxie auf den Kohlenhydrat-
stoffwechsel

Bereits 1861 konnte Pasteur (1861) beobachten, dass Zellen unter
Sauerstoffmangel nicht nur eine gesteigerte Laktatbildung aus der
anaeroben Glykolyse zeigen, sondern auch vermehrt Glukose verbrauchen
(Pasteur-Effekt). Dieser Befund konnte mehrfach bestatigt werden (Randle &
Smith 1958, Morgan et al. 1959, Ozand et al. 1962, Wheeler 1988, Cartee et
al. 1991). Cartee et al. (1991) und Azevedo et al. (1995) erklaren das im
Weiteren mit einem insulinunabhéngigen Signalweg, der identisch mit jenem
sei, der durch Muskelkontraktion eine GLUT-4-Translokation auslost (siehe
Abb. 4). Mehrfach wurde auch publiziert, dass wahrend korperlicher
Belastung in gréReren Hohen (4300 m) die Energie verstarkt aus
Kohlenhydraten gewonnen wird (Brooks et al. 1991, Roberts et al. 1996).
Friedmann et al. (2004) fanden bei ausdauertrainierten Sportlern erhdhte
,Respiration Exchange Ratio' (RER)-Werte als Ausdruck verstarkter
Kohlenhydratnutzung bei Belastung unter moderater Hypoxie (FiO, = 0.15).
Katayama et al. (2010) untersuchten sieben gesunde Manner bei
erschopfenden Belastungstests auf dem Fahrradergometer unter Hypoxie
(600 mmHg = 2000 m) oder Normoxie (742 mmHg). Auch sie fanden einen
signifikant leicht erhéhten RER bei gleicher Belastung unter Hypoxie, was sie
ebenfalls mit einer verstarkten Kohlenhydratverbrennung erklaren. Der Blut-
Glukosespiegel blieb unverandert, der Laktatspiegel zeigte einen
tendenziellen Anstieg unter Hypoxie. Der beschriebene mdogliche

metabolische Shift konnte durch die verbesserte Ratio ATP/O»>-Verbrauch zu
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einer Okonomisierung des Energiestoffwechsels unter Hypoxie fiihren
(Braun et al. 2000, Green et al. 1992, Mazzeo 2008).

Ebenfalls wurden Daten gesichert, die nach Training in moderaten Hohen
oder unter moderater normobarer Hypoxie eine Verbesserung der
Insulinsensitivitdt und der Glukosetoleranz belegen (Lundby & Van Hall
2002, Lee et al. 2003, Haufe et al. 2008).

Dagegen belegen Larsen et al. (1997) und Braun et al. (2001) nach akuten
kurzfristigen Hohenaufenthalten (48 Stunden auf 4550 m) eine deutlich
ausgepragte Glukoseintoleranz bei gesunden Mannern und Frauen, welche
sich bei langer dauernden Aufenthalten in der H6he wieder normalisierte
(Brooks et al. 1991).

Andere  Studien konnten auch keinen  Shift zu vermehrter
Kohlenhydratnutzung durch Hohenaufenthalte (4100 m) (Bouissou et al.
1987, Lundby & van Hall 2002) oder Hypoxie (Saltin 1996) belegen. Auch
der respiratorische Quotient blieb bei anderen Untersuchungen durch Hohen
Uber 3000 m oder ausgepragte Hypoxie (FiO, = 0.12) unbeeinflusst (Jansson
1982, Beidlemann et al. 2002).

Ein Indiz far eine verstarkte Nutzung der Kohlenhydrate unter akuten
hypoxischen Bedigungen konnte ein erhdhter Laktatspiegel im Blut unter
gegebener Belastungsstufe sein (Bartsch & Saltin, 2008). Diese
Linksverschiebung der Laktatleistungskurve bedeutet bei gleicher Belastung
einen hoheren Laktatspiegel unter Hypoxie, was als Zeichen einer
verminderten Leistungsfahigkeit gedeutet werden kann.

Kontrovers wird dagegen das Verhalten des Blut-Laktatspiegels bei langeren
Hohenaufenthalten diskutiert. Seit den ersten Beschreibungen durch Dill et
al. (1931) und Edwards (1936) wurde wiederholt von erniedrigten Blut-
Laktatspiegeln auf gegebener Belastungsstufe in grol3eren Hohen bei
akklimatisierten Versuchspersonen berichtet (Ubersicht bei West 2007).
Dieses Phanomen wurde spater (Hochachka 1988) als sog. Laktat-Paradox
bezeichnet. Auch die maximalen Laktatspiegel fallen demnach linear mit der

Hohe; ab ca. 7000 m soll kein Anstieg des Laktatspiegels durch Belastung
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mehr erfolgen (Cerretelli & Samaja 2003). Andere Autoren bestreiten

dagegen ganzlich die Existenz dieses Phanomens (van Hall 2007).

1.2.2 Hypoxie-induzierter Faktor (HIF)

Auf molekularer Ebene steht seit den Arbeiten von Semenza & Wang (1992)
der hypoxia-inducible-factor-1 (HIF1) im Fokus der Forschung zum
Sauerstoffsensor in den Zellen.

Der Transkriptionsfaktor HIF1 ist ein Heterodimer mit der konstitutiven
HIF1B- und der O,-regulierten HIF1a-Untereinheit (Wang & Semenza 1995).
HIFla wird in der Zelle konstant exprimiert, ist bei der Anwesenheit von
Sauerstoff aber instabil und wird sofort mit einer Halbwertzeit von unter flinf
Minuten (Wang et al. 1995) degradiert (Yu et al. 1998, Jewell et al. 2001).
Bei sinkender O,-Konzentration wird HIF1a entsprechend dem Ausmald der
Hypoxie stabilisiert und bindet nach der Translokation in den Zellkern an
seine Zielgene. Uber 100 dieser Gene sind bisher identifiziert worden und
bis zu 2% (von ca. 24800 aller Gene) des menschlichen Genoms werden
direkt oder indirekt durch HIF1 reguliert (Manalo et el. 2005, Semenza 2010).
Dazu gehtren Gene, die die Sauerstofftransportkapazitat des Blutes
verbessern konnen, wie Erythropoetin (EPO) (Semenza & Wang 1992),
VEGF (Liu et al. 1995), oder die eNOS (Coulet et al. 2003).

Auf metabolischer Ebene werden insbesondere Enzyme der Glykolyse
modifiziert und Uberexprimiert (Schofield & Ratcliffe 2004, Semenza 2010),
sodass es zu einem Shift von oxidativer zu glykolytischer Energiegewinnung
kommen kann. Die Pyruvatdehydrogenase-Kinase-1 (PDK1), welche die
Pyruvatdehydrogenase durch Phosphorylierung inaktiviert, wird
hochreguliert. Dadurch wird die Umwandlung von Pyruvat in AcetylCoA und
die weitere Verstoffwechslung in den Mitochondrien verhindert. Die
Konsequenz ist eine Verminderung des Sauerstoff-Verbrauchs der
Mitochondrien (Kim et al. 2006, Papandreou et al. 2006, Pouyssegur &
Mechta-Grigoriou 2006). Gleichzeitig wird die Umwandlung von Pyruvat in
Laktat durch die gesteigerte Expression der Laktatdehydrogenase-A (LDH-5)
begunstigt (Koukourakis et al. 2005). Die Transport-Proteine GLUT1, GLUT3

29



Einleitung

(Semenza 2002), GLUT4 (Silva et al. 2005) fur Glukose und MCT4 (Ullah et
al. 2006) fur Laktat werden ebenfalls in Abhéngigkeit von HIF1a vermehrt

exprimiert.

1.2.3 Der Einfluss von Hypoxie auf die Expression des MCT1
in den Erythrozyten

Juel et al. (2003) untersuchten den Einfluss chronischer Hypoxie auf die
Expression des MCT1 in den Erythrozyten. Es zeigte sich nach der Western-
Blot-Analyse bei den einheimischen Gebirgsbewohnern (4100 m) ein 324%
hoherer MCT1-Gehalt als bei Flachlandbewohnern vor dem Ho6hen-
aufenthalt. Bei Letzteren stieg die MCT1-Dichte nach zwei und acht Wochen
Hohenaufenthalt (4100 m) jedoch signifikant um 230% bzw. 405% des
Ausgangsniveaus an. Juel et al. vermuten die enorme Steigerung der MCT1-
Dichte entweder durch den Anstieg der Proteindichte neuer Erythrozyten
oder durch eine gesteigerte Erythropoese insgesamt.

Connes et al. (2004a) untersuchten in vitro die Erythrozyten fiinfzehn
ausdauertrainierter Sportler mit und ohne sog. belastungsinduzierter
Hypoxamie (EIH). Sie konnten bei den Athleten, die unter der
Belastungsuntersuchung eine EIH zeigten, einen hoheren Laktatinflux in die
Erythrozyten bestimmen (bei ahnlichen Plasmawerten). Weiterhin war der
Anteil des MCT1-Proteins am Laktattransport bei diesen Probanden hdher
als bei denen ohne EIH. Connes und Mitarbeiter sehen in einer durch
korperliche Belastung oder durch Umweltbedingungen verursachten
Hypoxamie einen mdglichen starken Reiz zur Anpassung des
Laktattransportes in die Erythrozyten entweder durch erhohte
Proteinexpression oder funktionelle Aktivierung der MCT.

Die von Juel et al. (2003) dokumentierten Auswirkungen von Hohen-
aufenthalten auf Erythrozytenproteine veranlassten Connes et al. (2004b)
und Rentsch et al. (2006), den Einfluss von rekombinantem EPO auf die
Expression von Transporterproteinen in der Erythrozytenmembran zu
untersuchen. Die Arbeitsgruppe Connes konnte signifikante Anstiege von
VOymax, Hamatokrit (Hkt), Hamoglobin (Hb) und der Retikulozytenfraktion
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sichern. In vitro waren der totale Laktatinflux und der Transportanteil der
MCT1-Proteine teilweise signifikant angestiegen. Rentsch und Mitarbeiter
zeigten einen Anstieg der MCT1-Dichte in den Erythrozyten wahrend der
Phase der EPO-Injektionen und einen Abfall nach der letzten Injektion
dauerhaft bis unter das Ausgangsniveau. Rentsch et al. sehen darin einen
Hinweis, dass nur in den neu gebildeten Erythrozyten eine Steigerung der
MCT1-Membrandichte stattfand.

1.2.4 Der Einfluss von Hypoxie auf die Expression des MCT1
und MCT4 in der Skelettmuskulatur

Die erste Publikation zum Einfluld von Hypoxie auf die MCT-Expression in
der Skelettmuskulatur stammt von McClelland & Brooks (2002). Sie
unterzogen Ratten am Ende eines achtwdchigen Aufenthaltes in hypobarer
Hypoxie (entsprechend 4300 m Ho6he) zwei 60-minltigen Belastungen bei
60% der VO2max im Abstand von zwei Tagen. Unmittelbar nach der zweiten
Belastung wurden die Versuchstiere getétet und Herz, Leber sowie M.
soleus, M. plantaris und M. gastrocnemius entnommen. In den tiefgefrorenen
Geweben wurden LDH, COX, MCT1 und MCT4 sowie die
Mitochondriendichte bestimmt. Die Autoren konnten einen gewebe-
spezifischen Einfluss der Hypoxie feststellen. Wahrend im Herzen die MCT4-
Dichte signifikant erhoht war (+34%), war sie im M. plantaris signifikant
erniedrigt (-47%). Auch die MCT1-Dichte war im M. plantaris als einzigem
Gewebe signifikant erniedrigt (-47%).

Py et al. (2005) untersuchten an Ratten die Auswirkungen von Hypoxie (21
Tage bei hypobarer Hypoxie entsprechend 5500 m) auf die Expression von
MCT1 und MCT4 in den Membranen verschiedener Skelettmuskeln und die
Laktataufnahme sarkolemmaler Vesikel. Die Versuche zeigen einen Anstieg
der MCT4-Proteine und -mRNA im oxidativen M. soleus. Die MCT1-Dichte
wurde durch die Hypoxie nicht verandert.

Ullah et al. (2006) untersuchten die Reaktion verschiedener Zelllinien auf die
MCT1- und MCT4-Expression nach 48 Stunden in einer hypoxischen

Atmosphéare (1% O,). Dabei konnten sie einen signifikanten Anstieg des
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MCT4-Proteins und der MCT4-mRNA beobachten. MCT1 wurde nicht hoch-
reguliert. In weiteren Untersuchungen mit HIF1la-Knock-out-Mausen gelang
ihnen der Nachweis, dass die MCT4-Expression, nicht jedoch die MCT1-
Expression uber HIF1a gesteuert wird.

Die gegenwaértig einzige publizierte Humanstudie zum Einfluss von Hohe/
Hypoxie auf die MCT-Expression stammt von Juel et al. (2003). Sie
untersuchten den Einfluss eines achtwochigen Hohenaufenthaltes (4100 m)
auf die Expression von MCT1 und MCT4 im humanen M. vastus lateralis. Die
Arbeitsgruppe konnte keine Veréanderungen der muskularen MCTs messen.
Auch EPO-Injektionen (Juel et al. 2007) hatten keinen Einflu3 auf die MCT1-

und MCT4-Dichte in Bioptaten von humanem M. vastus lateralis.

1.2.5 Das intermittierende Hypoxietraining

Das der vorliegenden Studie zugrunde liegende Konzept der sog.
Intermittierenden Hypoxie (IH) oder IHE (intermittend hypoxic exposure)
beinhaltet die wiederholte  Sauerstoffmangelexposition, die von
normoxischen Phasen unterbrochen wird. Intensitdt und Dauer der
Hypoxiephase sowie die Frequenz der Phasenwechsel Normoxie/Hypoxie
konnen frei gewahlt werden (Neubauer 2001). Notwendig ist dabei die
differenzierte Betrachtung der IH in Ruhe oder unter korperlicher Belastung
(IHT = intermittend hypoxic training) (Levine 2002), sowie die Differenzierung
zwischen korperlich trainierten oder hohenangepassten Probanden
(Burtscher 2005). Korperliche Belastung unter IH ist mit dem Modell
LiveLow-TrainHigh (LL-TH) aus dem Leistungssport assoziiert. Der Grund-
gedanke ist eine synergistische Steigerung der Leistungsfahigkeit oder
Belastbarkeit mit geringstméglichem physischen und logistischem Aufwand
bei gleichzeitiger Vermeidung unerwinschter Adaptationen (Vogt et al.
2005).

In der westlichen Literatur sind die Arbeiten von Garcia et al. (2000)
richtungsweisend, da sie nach einer IH Uber zwolf Tage mit taglich zwei
Stunden bei 13% O, ahnliche Ergebnisse bei der Atemregulation vorweisen

konnten, wie bei einem kontinuierlichen Hohenaufenthalt von zwei Wochen.
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Dufour et al. (2006) unterzogen achtzehn mannliche Wettkampf-
Ausdauerlaufer sechs Wochen lang zusatzlich zu ihren funf wéchentlichen
Trainingseinheiten einem IHT. Das IHT wurde zweimal pro Woche fur 12 —
16 min bei ca. 80% der VO,max entweder unter Normoxie (n = 9) oder unter
einem O,-reduzierten Luftgemisch (n = 9) mit 14.5% Sauerstoffanteil
durchgefuhrt.

Nur die Hypoxiegruppe zeigte signifikante Verbesserungen der VOjzmax
(+5%), der Laufgeschwindigkeit (+8%) und der Laufzeit bei VOomax bis zur
Erschdpfung (+35%).

Gegenwartig sind in der wissenschaftlichen Literatur keine Studien publiziert,
die den Einfluss einer intermittierenden  Hypoxie auf die

Monocarboxylattransporter 1 und 4 untersucht haben.

1.3 Diabetes-Mellitus-Typ-2
1.3.1 Epidemiologie

Diabetes Mellitus ist von den Vereinten Nationen in der Resolution 61/225
vom 20.12.2006 als erste nicht ansteckende Krankheit auf die Liste der
weltweiten Gefahren fir die Gesundheit der Menschen gesetzt worden.
Die International Diabetes Federation (2009) geht fur 2010 global von ca.
285 Mio. Menschen mit Diabetes Mellitus aus. Hochgerechnet fur 2030
werden ca. 438 Mio. Erkrankte erwartet. In Europa gibt es gegenwartig ca.
55 Mio Diabetiker, wobei Deutschland hier die hdchste Pravalenz bei den
Erwachsenen (20 — 79 Jahre) mit 12% aufweist. Das sind ca. 7,5 Mio
erwachsene Bundesburger. Die jahrliche Steigerung der Diabetes-Pravalenz
um ca. 5% in Deutschland (Hauner et al. 2003) stellt eine enorme
Herausforderung fur das Gesundheitssystem und die Volkswirtschaft dar.
Aus der KoDiM-Studie 2005 geht hervor, dass 2001 durch die Erkrankung
alleine in Deutschland Gesamtkosten von ca. 60 Milliarden Euro entstanden
sind (Kdster et al. 2006). Dazu ist die Dunkelziffer der Erkrankung Diabetes-
Typ-2 nach Erhebungen der ,KORA Survey Studie 2000° erheblich; hier
wurde bei 8.2% der untersuchten 55 — 74jahrigen Personen ein Diabetes
erstmalig diagnostiziert (Rathmann et al. 2003).
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Ca. 90% aller Diabetiker (Giani et al. 2004) leiden am sog. Diabetes-Mellitus-
Typ-2 (DT2). Der Begriff wurde erstmals von der American Diabetes
Association (ADA 1997) vorgeschlagen und 1998 von der World Health
Organisation (WHO) tbernommen (Alberti & Zimmet 2008). Die bis dahin
gelaufigen Begriffe wie NIDDM (non-insulin-dependend Diabetes Mellitus)
oder Altersdiabetes wurden durch die neue Nomenklatur abgelést.
Kennzeichen aller Diabetesformen ist ein dauerhaft erhéhter Glukosespiegel
(Hyperglykamie) tber 126 mg/dl (7.0 mmol/l) im Nichtern-Plasma oder 200
mg/dl (11.1 mmol/l) beim oralen Glukosetoleranztest (OGTT) nach den
Richtlinien der WHO (Kerner et al. 2004).

Die Erkrankung DT2 ist multifaktoriell und Bestandteil eines Clusters aus
Hyperglykamie, Insulinresistenz, gestorter Glukosetoleranz, Hyper-
insulindmie, endothelialer Dysfunktion sowie assoziiert mit Adipositas,
Dyslipidamie und Hypertonie (metabolisches Syndrom). Die Progredienz
der Erkrankung auBert sich in Mikroangiopathien (Nephro- und
Retinopathien), Makroangiopathien (kardiale und zerebrale vaskulare
Erkrankungen), peripheren Neuropathien und Stoffwechselentgleisungen
(Stratton et al. 2000, Koster et al. 2006), die die Lebensqualitat der
Betroffenen massiv beeintrachtigen. Uber 70% der Menschen mit DT2
sterben an Herz-Kreislauferkrankungen (Alberti & Zimmet 2008).
Hauptregulator der Glukosehomdostase ist das in den R-Zellen des
Pankreas sezernierte Hormon Insulin. Ein Anstieg des Insulinspiegels im Blut
fuhrt zu vermehrter Aufnahme und Speicherung von Glukose in
insulinabhangigen Geweben - vor allem der Skelettmuskulatur — bei
gleichzeitiger Inhibierung der hepatischen Glukoneogenese. Insulin steuert
auch den Fettstoffwechsel, indem es die Freisetzung von Fettsduren in der
Leber und Triglyzeriden im Fettgewebe bewirkt (Cheatham & Kahn 1995).
Die Wirkung des Insulins wird mit der Bindung an den heterotetrameren
Tyrosinkinase-Rezeptor, bestehend aus zwei a- und zwei B-Untereinheiten,
die Uber Disulfidbindungen kovalent verbunden sind, ausgel6st. Die Bindung
des Insulins an die extrazellularen a-Untereinheiten fuhrt Gber eine

Konformationsanderung zur Aktivierung der intrazellularen Tyrosinkinasen
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der B-Untereinheiten mit konsekutiver Autophosphorylierung des Rezeptors.
An den so aktivierten Rezeptor kdnnen intrazellulare Adapter-Proteine mit
SH2-Domanen (SRC Homologie 2 Doméne) binden und bestimmte
Signalwege anschalten. Die Insulin-Rezeptor-Substrate 1 und 2 (IRS1, IRS2)
sind nach derzeitiger Meinung die wichtigsten Adapter-Proteine zur
intrazellularen Signalubertragung des Insulins (White 2003). Weitere sind die
SHC-Proteine (src-homology-collagen) und GABL1 (grb-2 associated binder-
1). Die Bindung des IRS1 mit GAB1 oder alternativ SHC etwa aktiviert Uber
weitere Bindungsschritte den MAPK-Weg (mitogen activated protein-kinase),
welcher Zellwachstum und -differenzierung steuert.

Die Interaktion von IRS1 mit der regulatorischen Untereinheit p85 der PI3-
Kinase (Phoshatidylinositol-3-Kinase) fiuhrt Gber weitere Schritte zur
Phosphorylierung und Aktivierung der Proteinkinase-B (PKB/AKT) und der
Proteinkinase-C (PKC). Nach Translokation an die Zellmambran werden
PKB und PKC von der PDK1 (phospoinostol-dependent kinase 1) aktiviert
und die GLUT4-Proteine (glucose transport protein 4) translozieren zur
Glukose-Aufnahme in die Zellmembran (Kido et al. 2001, Saltiel & Kahn
2001) (s. Abb. 4).

Pathogenetisch beginnt der Diabetes-Mellitus-Typ-2 wahrscheinlich mit einer
verminderten Insulinwirkung (Insulinresistenz) in den Leber-, Fett- und
Skelettmuskelzellen. Die Ursache der Insulinresistenz kann im Bereich der
gesamten dargestellten Signalkaskade lokalisiert sein, wobei sich die
Hinweise in der Literatur verdichten, dass besonders die Phosphorylierung
von Tyrosinbindungsstellen der Insulin-Rezeptor-Substrate betroffen ist, was
die zu der GLUT4-Translokation notwendige Aktivierung der PI3-Kinase
beeintrachtigen kann (Perseghin et al. 2003, Saini 2010).

Die Insulinresistenz  fuhrt zu  verzbgerter bzw. verminderter
Glukoseaufnahme primar im Muskelgewebe bei (gleichzeitig erhohter
Glukoneogenese in der Leber. Die konsekutive Hyperglykdmie kann nur
durch erhohte Insulinausschiittung der R-Zellen des Pankreas reguliert
werden. Die Hyperinsulinamie fuhrt zur Betazelldysfunktion mit wiederum

verzogerter Insulinausschittung und erhohtem Anteil des wirkungslosen Pro-
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Insulins. Aus der relativen Insulinresistenz des Typ-2-Diabetikers wird im
Endstadium ein absoluter Insulinmangel mit der Notwendigkeit der Hormon-
Substitution (Kahn 1994, Weyer et al. 1999, Schwab et al. 2005).

Die Hyperglykdmie induziert uber unterschiedliche Mechanismen die
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), die an zahlreichen Stellen am
Pathomechanismus der Erkrankung DT2 beteiligt sind (Singh et al. 2009).
Diese sog. Glukosetoxizitat (Seufert et al. 1998) bewirkt neben der
Schadigung der Betazellen die Expression inhibierender Transkriptions-
faktoren des Insulingens, Beeintrachtigungen der endothelialen NO-
Produktion, die verstarkte Synthese vasokonstriktiver Substanzen und
proatherogener Molekule, z.B. den ,Advanced glycation end products’
(AGE) (Ubersicht bei Creager et al. 2003). Eine Konsequenz der
Beeintrachtigung der eNOS ist die endotheliale Dysfunktion, die wiederum
haufig als Basis der zahlreichen Komorbiditaten des Diabetes-Mellitus-Typ-2
angesehen wird (Cosentino et al. 2003, Mulac 2005).

Die klassische Therapie des Diabetes-Mellitus-Typ-2 beruht auf drei Saulen:
Medikamente, Gewichtsreduktion und koérperliche Belastung. Diese drei
Therapiebestandteile dienen dem Ubergeordneten Konzept einer
Veranderung des gesamten Lebensstils, der neben einer genetischen
Disposition als kausal fur die Entwicklung eines Diabetes-Mellitus-Typ-2 gilt
(Sigal et al. 2004, Halle et al. 2008).

1.3.2 Sport und Diabetes-Mellitus-Typ-2

Die Wirksamkeit korperlicher Aktivitdt im Rahmen der Priméar- und
Sekundarpravention des DT2 wurde in zahlreichen Primarstudien und
Metaanalysen belegt (Boule et al. 2001, Tuomilehto et al. 2001, Boule et al.
2003, Lindstrom et al. 2006, Snowling et al. 2006, Engberg et al. 2010).
Grol3e internationale Verbande haben darauf reagiert und der korperlichen
Aktivitat im Rahmen der Diabetestherapie eine herausragende Bedeutung
zuerkannt. Die ADA etwa verleint aerobem Ausdauer- und
Kraftausdauertraining den Evidenzgrad A zur Verbesserung der
glykdmischen Stoffwechsellage. Die ADA empfiehlt bei Ausdauertraining
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wochentlich > 2,5 Stunden Training bei 40 — 60% der VOzmax Oder 1,5
Stunden bei mehr als 60% der VOzmax, Verteilt auf drei Trainingstage mit
maximal zwei Tagen Unterbrechung. Bei Kraftausdauertraining sollen
mindestens drei Einheiten wochentlich mit je drei Durchgadngen von 8 — 10
Wiederholungen bei submaximaler Intensitat erfolgen (Kénig et al. 2006,
Sigal et al. 2006). Die Deutsche Diabetes Gesellschaft (DDG) empfiehlt an
3 — 4 Tagen wochentlich Einheiten mit 30 — 60 Minuten Dauer bei 60 — 70%
der VO,max und zusatzlich die Implementierung von Alltagsaktivitdten wie
Treppensteigen (Kemmer et al. 2009).

Die Qualitat und Quantitat der korperlichen Belastung im Rahmen der
Therapie des DT2 sind auch aktuell Gegenstand der wissenschaftlichen
Diskussion. Die traditionelle Praferenz flr Ausdauertraining wird z.B. durch
die Publikation von Cauza et al. (2005) relativiert, in der Krafttraining starkere
Auswirkungen auf die Insulinsensitivitat, die Hyperglykamie und den
Fettstoffwechsel hatte als Ausdauertraining. Sigal et al. (2007) und Zanuso et
al. (2010) sehen eine Kombination aus Kraft- und Ausdauertraining als
optimale Methode. Auch moderate Hypoxiereize als zusatzliche
Trainingsmodifikation werden fir den Diabetiker diskutiert (Bailey et al.
2000, Lee et al. 2003, Haufe et al. 2008, Katayama et al. 2010). Im
Vordergrund steht dabei der w.o. beschriebene mégliche Shift zur Steigerung
der Glykolyse mit vermehrtem Glukoseverbrauch zur Normalisierung der
Hyperglykamie.

Holloszy & Narahara (1965) konnten als erste eine kontraktionsgesteuerte,
insulinunabhéngige, Glukoseaufnahme nachweisen, welche spéter in
zahlreichen Arbeiten bestéatigt werden konnte. Damit wurde das Potenzial
korperlicher Belastung zur Reduktion der Hyperglykdmie, des Leitsymptoms
des Typ-2-Diabetikers, heraus gestellt (Ubersicht bei: Holloszy 2005). Dabei
Uberwiegen die Beobachtungen, dass die maximale Insulin- und
Kontraktionsstimulation der Glukoseaufnahme in der Muskulatur additiv sind
(Nesher et al. 1985, Constable et al. 1988) und Uber unterschiedliche
Signalwege reguliert werden (Lee et al. 1995, Lund et al. 1995, Yeh et al.
1995). Einige Arbeitsgruppen sind der Auffassung, dass die unter-
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schiedlichen Signalwege jeweils auch auf eigene GLUT4-Pools zugreifen
(Douen et al. 1990, Coderre et al. 1995).

Initial bei der Kontraktionsstimulation ist einerseits vermutlich die Freisetzung
von Ca*" aus dem sarkoplasmatischen Retikulum, was wiederum die CaMK
(Ca?**/calmodulin-dependent protein kinase) aktiviert (Youn et al. 1991,
Wright et al. 2004). Andererseits kann der Signalweg Uber die AMP-
aktivierte Proteinkinase (AMPK) zu der GLUT4-Translokation und
Glukoseaufnahme fuhren. Die AMPK wird durch den AMP-Anstieg bei
Muskelkontraktionen aktiviert und wird als Sensor des zellularen
Energiestatus gesehen (Winder & Hardie 1999, Hayashi et al. 2000,
Sakamoto & Goodyear 2002). Die weiteren Signale downstream der AMPK
bis zu der GLUT4-Translokation sind zurzeit noch unbekannt (Holloszy
2005), obwohl der Anstieg der GLUT4-Proteindichte durch korperliche
Belastung und Training mehrfach nachgewiesen werden konnte (Friedman et
al. 1990, Ploug et al. 1990, Lund et al. 1995). Auch andere Signalwege wie
z.B. Uber die Bildung von NO bei korperlicher Belastung scheinen eine
insulinunabhangige GLUT4-Translokation auszulésen (Jessen & Goodyear
2005). Die Dbeschriebenen insulinunabhangigen  Signalwege  zur
Internalisierung der Glukose in die Muskulatur sind auch in insulinresistenter
Muskulatur oder beim Typ-2-Diabetiker intakt (Zierath et al. 1998, Kennedy
et al. 1999) (siehe Abb. 4)

Zusatzlich zur dargestellten kontraktionsstimulierten Glukoseaufnahme
konnten Richter et al. (1982) zeigen, dass korperliche Belastung die
Insulinsensitivitdt steigert. Der Befund konnte ebenfalls in zahlreichen
nachfolgenden Arbeiten bestatigt werden, jedoch sind die zellularen und
molekularen Grundlagen der Steigerung der Insulinsensitivitat durch

korperliche Belastung noch nicht erforscht (Holloszy 2005).

38



Einleitung

1.3.3 Laktat und Diabetes-Mellitus-Typ-2

Reaven et al. (1988) berichteten als Erste Uber signifikant erhodhte
Ruhelaktatspiegel bei Typ-2-Diabetikern, wobei Patienten mit schwerem
Diabetes Typ 2 (> 250 mg/dl Nuchtern Plasmaglukose) wiederum signifikant
hohere Laktatlevel zeigten als Patienten mit milderem AusmalR der
Hyperglykamie (< 175 mg/dl). Ohlson et al. (1988) konnten nach Auswertung
ihrer Langsschnittstudie, die 1963 — 1967 an fast 800 funfzigjahrigen
Mannern durchgefuhrt wurde, erhdhte Ruhelaktatspiegel als Prediktor und
Risikofaktor fur die Entstehung eines Typ-2-Diabetes identifizieren. Auch
Thorburn et al. (1990) konnten zeigen, dass normalgewichtige Typ-2-
Diabetiker einen hoheren Laktatspiegel aufwiesen als normalgewichtige
Gesunde. Chen et al. (1993) verglichen den vendsen Plasma-Laktatspiegel
von normalgewichtigen Gesunden, Ubergewichtigen Gesunden und
Ubergewichtigen Typ-2-Diabetikern. Die Arbeitsgruppe konstatiert, dass der
Plasmalaktatspiegel unabhangig vom Ko&rpergewicht proportional zu der
Konzentration der Plasmaglukose ist.

Crawford et al. (2010) untersuchten 15 Jahre nach der Atherosclerosis Risk
in Communities (ARIC) Carotid MRI Studie im Jahr 1987 insgesamt 1749
Teilnehmer dieser Studie erneut und konnten signifikante Zusammenhange
zwischen der Hohe des urspringlich gemessenen Blutlaktatspiegels und der
spateren Pravalenz von Typ-2-Diabetes nachweisen. Die Autoren sehen
global in der verminderten oxidativen Kapazitat der Typ-2-Diabetiker einen
Grund fur den veranderten Laktatmetabolismus.

Metz et al. (2005a) untersuchten die Blutlaktatkonzentration von Typ-2-
Diabetikerinnen bei einer Stufenbelastung auf dem Fahrradergometer. Sie
konnten in  Ruhe und unter Belastung signifikant erhohte
Laktatkonzentrationen bei den Diabetikerinnen im Vergleich zu
Kontrollprobandinnen finden. Die ebenfalls gemessenen MCT1-Dichten und
der Laktatinflux in die Erythrozyten zeigten keine Unterschiede. Die
Arbeitsgruppe sieht in der Studie Hinweise fir eine verstarkte
Kohlenhydratnutzung und Inhibierung der Lipidoxidation durch die erhdhten

Blutlaktatspiegel bei den Diabetikerinnen.

39



Einleitung

Sandqvist et al. (2001) fanden bei normoglykdmischen Verwandten ersten
Grades von Typ-2-Diabetikern hypertrophierte abdominale Unterhautfett-
zellen und nach kontrollierter Hyperinsulinamie eine gesteigerte Laktat-
produktion. Sie sehen darin einen weiteren Hinweis auf die pathologische
Regulation des Metabolismus der Fettzellen von Verwandten der Typ-2-
Diabetiker.

Der kausale Zusammenhang zwischen einem erhdhten Ruhelaktatspiegel
und DT2 wird kontrovers diskutiert. Reaven et al. (1988) sind der Auffassung,
dass die ebenfalls erhdhten Plasmaspiegel an freien Fettsduren beim DT2 zu
erhohter Fettsaureoxidation mit konsekutiv verminderter PDH-Aktivitat in
Muskulatur und Leber flihrt. Die Folge der geanderten Enzymaktivitat ist ihrer
Meinung nach eine erhohte Konversion von Glukose zu Laktat im Muskel
und eine vermehrte Glukoneogenese in der Leber mit konsekutiver
Hyperglykdmie. Auch Chen et al. (1993) unterstutzen die Auffassung, dass
erhohte Laktatspiegel im Blut die hepatische Glukoneogenese mit folgender
Hyperglykamie fordern. Bei Gesunden im Nichternzustand konnten Jenssen
et al. (1990) mit Laktatinfusionen keine Anderungen der hepatischen
Glukoneogenese und des Plasmaglukosespiegels erreichen.

Avogaro et al. (1996) konnten bei sieben Ubergewichtigen nicht-
insulinpflichtigen Typ-2-Diabetikern gegentber sieben gesunden Kontroll-
personen einen signifikant erhohten Ruhelaktatspiegel und eine stark
erhohte intramuskulare Laktat/Pyruvat-Interkonversion messen. Obwohl die
Arbeitsgruppe  keinen  Zusammenhang  zwischen der  erhdhten
Interkonversion und den Ruhelaktatspiegeln sichern konnte, diskutieren sie
die erhohten intramuskuléaren Laktatkonzentrationen ebenfalls als Folge einer
moglichen Dysfunktion der PDH der diabetischen Muskulatur.

Consoli et al. (1990) verglichen den Laktat- und Glukosespiegel von
Gesunden und Typ-2-Diabetikern nach radioaktiv markierten Laktat-
infusionen und konnten Laktat als wesentlichen Prekurser fir die gesteigerte
Glukoneogenese und die Hyperglykamie von DT2 bestimmen. Als urséchlich
fur den erhohten Laktatspiegel im Plasma bei DT2 konnten sie die
Muskulatur weitgehend ausschlief3en.
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Py et al. (2001) dagegen fanden in sarkolemmalen Vesikeln von DT2-
Rattenmuskulatur einen verminderten Laktatinflux bei gleichzeitig reduzierten
Dichten von MCT1 und MCT4 und schlie3en daraus auf eine verminderte
muskulére Laktatoxidation mit der Folge erhdhter Plasmalaktatspiegel.

Einige Arbeitsgruppen sehen im Fettgewebe der meist tibergewichtigen Typ-
2-Diabetiker die Hauptursache fur den erhéhten Laktatspiegel, da bereits bei
Ubergewichtigen mit normaler Glukosetoleranz erhohte Laktatkonzentra-
tionen im Blut gemessen wurden (Doar et al. 1970a, 1970b, Vendsborg &
Bach-Mortensen 1977, Marin et al. 1987, DiGirolamo et al. 1989, Lovejoy et
al. 1990). Als urséachlich fur die gesteigerte Laktatfreisetzung werden in der
Literatur Uberwiegend ein verminderter Blutfluss im Fettgewebe und
verlangerte Diffusionsstrecken in  den hypertrophierten Adipozyten
angesehen, was zu einer verringerten Sauerstoffversorgung mit konsekutiv
vermehrter Laktatproduktion fuhrt (DiGirolama et al. 1989, DiGirolama et al.
1992, Jansson et al. 1990, Sandqvist et al. 2001, Hosogai et al. 2007, Ye
2009, Perez de Heredia et al. 2010).

Henry et al. (1996) dagegen dokumentieren in ihren Versuchen an zwolf
gesunden Versuchspersonen eher einen gesteigerten Blutfluss durch Insulin
in den Adipozyten und eine gesteigerte Konversion von Glukose in Laktat bei
Hyperglykamie und Hyperinsulindmie im Interstitium des
Unterhautfettgewebes. Auch Ellmerer et al. (1998) sehen nach ihren
Mikroperfusionsversuchen mit Insulin an Unterhautfettgewebe  dieses
Hormon als Verursacher einer erhdhten Laktatproduktion von Adipozyten.
Auch Qvisth et al. (2007) konnten nachweisen, dal3 Insulin die
Laktatfreisetzung in Adipozyten (und in der Muskulatur) stimuliert, allerdings
berichten sie Uber eine verminderte Wirkung bei insulinresistenten Muskel-
und Fettzellen.

Dartiber hinaus wird das Konzept der Adipozyten-Hypoxie als mdgliche
Ursache fur inflammatorische  Prozesse, @ Makrophageninfiltration,
Adiponectinreduktion, Leptinerh6hung, mitochondriale Dysfunktion und
erhohte Plasmaspiegel der freien Fettsauren gesehen (Pasarica et al. 2009,
Ye 2009, Perez De Heredia et al. 2010).
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Da Ubergewicht und DT2 mit Insulinresistenz assoziiert sind (DeFronzo
1987, Reaven 1988) und Lovejoy et al. (1992) eine inverse Korrelation
zwischen Nuchtern-Laktatspiegel und Insulinsensitivitat zeigen konnten, sind
Uberlegungen, Kausalititen zwischen Laktatspiegel und Insulinresistenz
aufzudecken, naheliegend (Vettor et al. 1997). Erhartet wird dies durch
Berichte, dass erhdhte Laktatspiegel die Glykolyse in der Muskulatur (Pearce
& Connett 1980, Ferrannini et al. 1993, Vettor et al. 1997, Depre et al. 1998,
Lombardi et al. 1999) und in der Lunge (Fisher & Dodia 1984) vermindern.
An Rattenherzen konnte demonstriert werden, dass der kompetitive Shift im
Kohlenhydratstoffwechsel zugunsten der Verstoffwechslung von Laktat zu
gesteigerter Glykogensynthese und —speicherung fiuhrte (Williamson 1962,
Russel et al. 1992). Lombardi et al. (1999) infundierten normalgewichtige
Ratten mit DT2 (zucker rats) Gber einen Zeitraum von 24 Stunden mit Laktat.
Dabei zeigte sich eine verminderte Glukoseaufnahme der Muskulatur, eine
signifikante Abnahme der GLUT4-mRNA und des GLUT4-Proteins sowie
eine Zunahme der PDH. In &hnlichen Versuchen konnten Choi et al. (2002)
vor dem laktatinduzierten Abfall der Glukoseaufnahme eine Unterdriickung
der insulinstimulierten Glykolyse beobachten.

Choi und Mitarbeiter demonstrieren in ihrer Studie, daf3 Laktat die Interaktion
von IRS1 und IRS2 mit der PI3-Kinase verandern kann, sodass die
downstream-Signaltransduktion zur GLUT4-Translokation beeintrachtigt ist.
Sie vermuten einen Einfluss des Laktates auf die regulatorische Untereinheit
p85 der PI3-Kinase (s. Abb. 4). Die GLUT4-Proteindichte fanden sie

unverandert.

1.3.4 Hypoxie und Diabetes-Mellitus-Typ-2

Cartee et al. (1991) konnten in Tierversuchen erstmalig zeigen, dass in der
Muskulatur der Glukosetransport insulinunabhangig durch Hypoxie stimuliert
werden kann. Daruber hinaus gelang ihnen der indirekte Nachweis, dass
Hypoxie Uber den gleichen Signalweg wie die Muskelkontraktion zur
Translokation der GLUT4-Proteine fuhrt (s. Abb. 4).
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Hypoxie
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Abb.4: Die schematische Darstellung unterschiedlicher Signalwege zu der Glut4-
Translokation mit konsekutivem Glukoseeinstrom in die Zelle. Orange: insulinabhéangiger

Signalweg; rot: kontraktionsabh. Glukoseinflux; blau: hypoxieabh. Glukoseinflux

Azevedo et al. (1995) wollten in ihren Untersuchungen mit hypoxischen
Reizen den Nachweis fiihren, dass das eigentliche Glukosetransportsystem
(im Gegensatz zum Insulinsignaling) in  humaner insulinresistenter
Muskulatur intakt ist. Die Arbeitsgruppe inkubierte isolierte Muskelfasern von
elf normalgewichtigen sowie zehn ubergewichtigen gesunden Frauen und
funf Ubergewichtigen Frauen mit nicht insulinpflichtigem Typ-2-Diabetes in
95% O, oder 95% N,. Bei den normalgewichtigen Frauen war der
hypoxieinduzierte Glukose-transport gleich dem Insulininduzierten. Bei den
Ubergewichtigen Frauen sowie den Frauen mit DT2 war der
hypoxieinduzierte Glukosetransport fast doppelt so hoch wie der
insulininduzierte Transport. Azevedo und seine Mitarbeiter folgern daraus auf
einen intakten Signalweg zur hypoxie-induzierten GLUT4-Translokation im
insulinresistenten Muskel des Typ-2-Diabetikers.
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Niklasson et al. (2000) untersuchten an neun Typ-2-Diabetikern im Vergleich
zu neun Gesunden die Auswirkungen einer 18-minutigen Ischamie durch
Unterbindung der Zirkulation auf den Kohlenhydratstoffwechsel in Muskulatur
und Unterhautfettgewebe in einem Arm. Der Glukoseverbrauch und die
Laktatbildung stiegen signifikant in beiden Gruppen vergleichbar wahrend
der Ischdmie an. Niklasson und Mitarbeiter betonen die Relevanz der insulin-
unabhangigen Aktivierung der Glukoseaufnahme bei Typ-2-Diabetikern.
Mackenzie et al. (2011a) untersuchten die Plasmainsulin-, Glukose- und
Laktatspiegel, die Insulinsensitivitat und endogene Glukoseproduktion sowie
die Betazellfunktion an acht Gbergewichtigen mannlichen Typ-2-Diabetikern
bei ~ 50 — 55% der individuellen VO2nax auf dem Fahrradergometer jeweils
bei Normalatmosphare und unter Hypoxie (FiO, = 14.6). Die Insulin- und
Laktatspiegel zeigten kein unterschiedliches Verhalten. Die Glukosespiegel
waren vor und nach der Belastungsuntersuchung unter Hypoxie signifikant
im Vergleich zur Normoxie erniedrigt. Die Insulinsensitivitdt wurde unter
Hypoxie und Belastung additiv verbessert. Die verbesserte Glukosetoleranz
unter Hypoxie war auch 4 Stunden nach der Belastung noch messbar.
Glukoseintoleranz, Insulinresistenz und Diabetes-Typ-2 werden haufig im
Zusammenhang mit Erkrankungen und Funktionsstérungen der Atemwege
beobachtet. Chronisch obstruktive Lungenerkrankungen (COPD) in
Verbindung mit Nikotinabusus, Mukoviszidose oder obstruktiver Schlafapnoe
werden in zahlreichen Studien mit Hypoxie und Kohlenhydrat-
stoffwechselstérungen in Verbindung gebracht. Der Nachweis einer
Kausalitdt zwischen Hypoxie und Insulinresistenz oder Stdérungen der
Glukosetoleranz konnte experimentell bisher jedoch nicht gefihrt werden
(Ubersichten bei Oltmanns et al. 2004, Tasali et al. 2008).

Der im Zusammenhang mit Diabetes erorterte  Begriff  der
Jhyperglykamischen Pseudohypoxie® (Williamson et al. 1993) betrifft die
durch Hyperglykamie verursachte Erhéhung der zytosolischen NADH/NAD®
Ratio mit verstarkter Radikalenbildung als Kofaktor bei der Entstehung

diabetischer Spatfolgen. Auch eine zellulare Hypoxie mit verminderter
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Oxidation von NADH zu NAD" ist durch eine veranderte NADH/NAD" Ratio
charakterisiert und fuhrt zur Bildung freier Radikale (McCord et al. 1985).

Regazzetti et al. (2009) zeigten in Untersuchungen an humanen Adipozyten
unter Sauerstoffmangel (1% O,) eine ausgepragte Insulinresistenz durch
Inhibierung der Insulinrezeptor- und IRS-Tyrosin Phosphorylierung, die sie

mit der gesteigerten HIF1la-Proteinexpression in Verbindung bringen.

1.3.5 MCT und Diabetes-Mellitus-Typ-2

Die Monocarboxylattransporter der Skelettmuskulatur wurden im
Zusammenhang mit der Erkrankung Diabetes-Typ-2 bisher in zwei Studien
an Ratten und bei drei Humanstudien untersucht.

Py et al. (2001) untersuchten an einem Rattenmodell fur Typ-2-Diabetes
(obese zucker rats) den Laktattransport und die MCT1- und MCT4-
Expression. An sarkolemmalen Giant-Vesikeln der diabetischen
Versuchstiere waren MCT1 und MCT4 im Vergleich zu gesunden Tieren
erniedrigt und der Laktat-Influx je nach Muskel bis ca. 30% reduziert.

Metz et al. (2005b) untersuchten den Laktattransport und die MCT1/MCT4
Dichte ebenfalls an sarkolemmalen Vesikeln Ubergewichtiger Ratten mit
Typ-2-Diabetes. Sie verglichen dabei gesunde mit untrainierten und
ausdauertrainierten DT2-Ratten. Gegenuber den Kontrolltieren waren beide
Transporter reduziert exprimiert. Durch das Ausdauertraining konnte die
MCT1-Dichte normalisiert werden, wahrend der MCT4 keine Auswirkungen
zeigte. Auch die bei den erkrankten Tieren verminderte Laktattransport-
kapazitdt konnte nicht signifikant gesteigert werden, woraus Metz et al.
folgerten, dass andere Mechanismen als eine verringerte muskulare
Laktatoxidation fur den erhohten Laktatspiegel in insulinresistenter
Muskulatur verantwortlich sind.

Juel et al. (2004b) verglichen die MCT1- und MCT4-Proteinexpression an
Bioptaten der Beinmuskulatur von sieben Gesunden und zehn Typ-2-
Diabetikern nach einem sechswéchigen, einbeinigen, Krafttraining (3 x 30
Minuten/Woche). Der MCT1-Gehalt in der Muskulatur der Typ-2-Diabetiker

war vor dem Training 35% geringer als in der Muskulatur der Gesunden.
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Durch das Training konnten beide Gruppen ahnliche, signifikante, Zuwachse
der MCT1-Dichte verzeichnen, sodass die Autoren bei den Diabetikern von
einer Normalisierung der Dichte sprechen. Das Ausgangsniveau der MCT4-
Proteindichte war in beiden Gruppen gleich, allerdings konnten nur die
Gesunden einen signifikanten Zuwachs der MCT4-Dichte (+32%) nach dem
Training erzielen.

Kreutz (2010) verglich an Typ-2-Diabetikern den Einfluss eines drei-
monatigen Ausdauer- und Krafttrainings auf die Expression der
Monocarboxylattransporter 1 und 4 in den Erythrozyten und der
Skelettmuskulatur. In der Skelettmuskulatur zeigte sich ein signifikanter
Anstieg der MCT1-Dichte nach Kraft- und Ausdauertraining. Die MCT4-
Proteindichte blieb unveréandert. In den Erythrozyten konnte nach
Krafttraining eine Zunahme der MCT1-Dichte nachgewiesen werden.

Opitz (2011) untersuchte die Wirkung eines dreimonatigen Ausdauertrainings
auf die Expression der Monocarboxylattransporter 1 und 4 in den
Erythrozyten und der Skelettmuskulatur von nicht-insulinpflichtigen Typ-2-
Diabetikern. Im Sarkoplasma konnte nach dem Training eine Abnahme der
MCT4-Dichte bei gleichzeitiger Zunahme der MCT1-Dichte nachgewiesen
werden. Im Sarkolemm zeigten sich keine Anderungen der MCT-Dichte. In
den Erythrozyten stieg die MCT1-Dichte nach dem Training signifikant an
und es konnte unter akuter Belastung eine signifikante Reduktion der MCT1-
Dichte gemessen werden. Opitz sieht darin einen Hinweis auf eine mogliche
Translokation der MCT1-Proteine bei Belastung aus dem Zytoplasma in die
Membran.

Metz et al. (2005a) beschrieben keinen Unterschied der MCT-Dichte in
Erythrozyten von gesunden und an Typ-2-Diabetes erkrankten Frauen nach
Western-Blot-Analyse.

Der Einfluss von Hb6he oder Hypoxie auf die Expression der MCT1 und

MCT4 beim DT2 wurde bisher wissenschaftlich nicht untersucht.
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1.4 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Der planméaRige Einsatz von HoOhe/Hypoxie ist Bestandteil zahlreicher
Trainingsplane im Leistungs-, Breiten- und Gesundheitssport. Auch bei Typ-
2-Diabetikern wird der dosierten Anwendung sauerstoffreduzierter Atemluft
eine  positive  Wirkung zugeschrieben, obwohl nur vereinzelte
wissenschaftliche Publikationen aus der Grundlagenforschung als Basis
hinzugezogen werden konnen. Vor allem auf zellularer und molekularer
Ebene des Laktatstoffwechsels ist ein enormer Forschungsbedarf, dem in
der vorliegenden Arbeit Rechnung getragen werden soll. Der Schwerpunkt
der Betrachtung liegt auf der IH. Um einen praxisrelevanten Vergleich zur
Wirksamkeit etablierter Trainingsformen zu ermdglichen, wurde die
Hypoxieintervention in Dauer und Umfang der Ausdauer- und
Referenzintervention gleichgesetzt.

Aus den genannten Sachverhalten ergaben sich folgende Fragestellungen:

1. Kann die intermittierende Hypoxie-Intervention die Stoffwechsellage
und korperliche Leistungsfahigkeit beeinflussen?

2. Kommt es durch die IH zu einem Anstieg der MCT1- und MCT4-
Proteinexpression in der Skelettmuskulatur?

3. Fuhrt die IH zu einer gesteigerten MCT1-Proteinexpression in den
Erythrozyten?

4. Beeinflusst das IHT die Quantitat und Dynamik der Laktat- Aufnahme
in den Erythrozyten als zentralen Bestandteil des Laktat-Shuttles?

5. Wie kann das IHT im Vergleich zu Ausdauertraining und einem
unspezifischen Bewegungsprogramm, bezogen auf den

therapeutischen Nutzen, eingestuft werden?
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2. Methodik

2.1 Studiendesign
2.1.1 Probanden

Die Zielgruppe der Ubergewichtigen, méannlichen, kdrperlich inaktiven, nicht
insulinpflichtigen Typ-2-Diabetiker im Alter von tber 30 Jahren wurde Uber
Anzeigen in regionalen Zeitschriften und durch ausgelegtes Informations-
material bei Kolner Diabetologen angesprochen. Nicht teilnehmen konnten
insulinpflichtige Typl- und Typ-2-Diabetiker, Patienten mit akutem Koronar-
syndrom, schweren mikro- und makrovaskularen Begleiterkrankungen,
schwerer COPD, gravierenden orthopadischen Einschrankungen oder
anderen relevanten Erkrankungen. Geeignete Interessenten wurden nach
Aufnahme in einer Kartei und standardisierter Anamnese bei
Informationsveranstaltungen an der Sporthochschule Kéln umfanglich tber

den Ablauf der Studie und mégliche Risiken aufgeklart.

Referenz- Ausdauer- Hypoxie- Gesamt
gruppe gruppe gruppe
Anzahl
19 24 12 55
(n)

Alter 58.6 60.7 60.6 59.9
(Jahre) +10.6 +9.1 +8.2 9.4
GroRe 173.3 178.7 174.7 176.0

(cm) +8.0 +7.1 5.2 7.3

Gewicht 98.0 99.9 94.7 98.1
(kg) +15.7 +14.0 +12.5 +4.2
BMI 32.6 31.2 31.1 31.6

(kg/m?) +4.6 +3.5 +4.2 +4.0

Tab.1: Anthropometrische Daten der Probanden vor der Intervention (U1)
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19 Teilnehmer der Referenzgruppe, 24 Teilnehmer der Ausdauergruppe und
12 Teilnehmer der Hypoxiegruppe konnten jeweils die gesamte Studie

absolvieren.

2.1.2 Studienverlauf

Die Eingangsuntersuchung (Ul) und die Ausgangsuntersuchung (U2)
wurden im Institut fur Kreislaufforschung und Sportmedizin der Deutschen
Sporthochschule Koéin durchgefihrt. Jeder Teilnehmer wurde an drei Tagen
vor der sechswochigen Intervention untersucht. An einem Tag erfolgten die
Nuchternblutabnahme, eine ausfiihrliche Anamnese und die klinische
Untersuchung. An einem weiteren Tag folgte die Belastungs-Spiro-
Ergometrie, am dritten Tag wurde die Muskelbiopsie durchgefuhrt. Die
Muskelbiopsien fanden in der Ambulanz der Deutschen Sporthochschule
Kdln statt. In der Woche nach den Untersuchungen starteten die
Interventionen. Ausdauer- und Referenzgruppe trafen sich dreimal pro
Woche an der Sporthochschule; eine Interventionseinheit wurde nach
entsprechender Einweisung zu Hause durchgefuhrt. Die Einheiten der
Hypoxiegruppe fanden viermal wochentlich in den Raumen der
Hohenbalance AG, KolIn statt.

In der Woche nach der letzten Interventionseinheit wurden die
Abschlussuntersuchung, die Muskelbiopsie und die Belastungs-Spiro-
Ergometrie durchgefihrt.

Die Studien wurden vor Beginn von der Ethikkommission der Deutschen
Sporthochschule Koéln nach den Richtlinien der Deklaration von Helsinki
gepruft und genehmigt.

Jeder Teilnehmer wurde erneut ausfuhrlich tber die Inhalte, Malinahmen,
Untersuchungen und Risiken der Studie aufgeklart und unterzeichnete vor
der Eingangsuntersuchung die entsprechende Einverstandniserklarung. Die
Probanden konnten jederzeit ohne Angabe von Grinden ihre Teilnahme
beenden. Der Studienverlauf ist in Abbildung 5 graphisch dargestellt.
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Rekrutierung der Probanden
Zeitungsannoncen, Diabetologen

Voruntersuchung U1
Anamnese, Echokardiographie, Ruhe-EKG, Blutdruck, Labor Nichtern-Blut,
Belastungs-Spiro-Ergometrie, Muskelbiopsie

Interventionen
6 Wochen, 4 Einheiten woéchentlich, 90 Minuten je Einheit

Referenzgruppe (n=19) Hypoxiegruppe (n=12)

Nachuntersuchung U2
Anamnese, Echokardiographie, Ruhe-EKG, Blutdruck, Labor Nichtern-Blut, Belastungs-
Spiro-Ergometrie, Muskelbiopsie

Abb. 5: Ablauf der Diabetes-Typ-2-Studien

2.2. Untersuchungen
2.2.1 Anthropometrische Daten

Alter, KorpergrolRe, Gewicht

Das Alter der Teilnehmer wurde bei der Eingangsuntersuchung festgestellt.
Das Korpergewicht wurde nach den standardisierten Vorgaben der IDIS
(Laaser & Wolters 1989) auf einer Standwaage Typ Seca 761 (Vogel &
Halke, Hamburg, D) ermittelt.

Die Korpergrol3e wurde mit einem geeichten MalRband Typ Seca 225 (Vogel
& Halke, Hamburg, D) festgestellt. Der Proband befand sich hierbei ohne
Schuhe in aufrechter Position rticklings an einer Wand.

Body-Mass-Index (BMI)

Der BMI wurde aus den ermittelten Werten fur Kérpergewicht und Grol3e

nach der Formel:
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BMI (kg/m?) = Kérpergewicht (kg)/ KérpergroRe zum Quadrat (m?) berechnet.
Nach den Richtlinien der Deutschen Adipositas Gesellschaft ist ein BMI = 25
kg/m? als Ubergewicht; ein BMI von = 30 kg/m? als Adipositas klassifiziert
(Hauner et al. 2007).

Blutdruck

Die arterielle Blutdruckmessung erfolgte in Ruhe an einem Oberarm des
Probanden indirekt nach Riva Rocci vollautomatisch mit dem ELAG BE 227
(Schwarzhaupt, Koln, D) gemall den Richtlinien der Deutschen
Hochdruckliga (2008).

Ruhe-EKG

Das Ruhe-EKG wurde in absoluter Ruhe in Rickenlage mit dem MAC -
1200 (Medical Systems, Freiburg, D) aufgezeichnet. Es wurden die
Extremitaten nach EINTHOFEN und GOLDBERGER sowie die Brustwand
nach WILSON abgeleitet.

Echokardiographie

Die Echokardiographie wurde mit den Probanden in Ruhe in linker
Halbseitenlage mit dem VIVD™ 3 (Medical Systems, Solingen, D)
durchgefihrt.

2.2.2 Nuchtern-Blutproben, Laborparameter
Die venose Blutentnahme wurde morgens nichtern aus einer Armvene mit
einer Butterfly-Nadel in einen EDTA-Vacutainer (Becton-Dichinson

Vacutainer Systems, Heidelberg, D) vorgenommen.

Glukose
Die Glukose wurde quantitativ mit dem ABX Pentra HK CP Reagenzsystem
(ABX Diagnostics, Montpellier, F) bestimmt. Dabei wird eine enzymatische,

kolorimetrische Methode angewendet. Die Messung erfolgt mit dem
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photometrischen Zentrifugalanalyser Corbas Mira Plus System (Hoffmann -
La Roche, Basel, CH).

Triglyzeride

Die Triglyzeride wurden quantitativ mit dem ABX Pentra Triglycerides CP
Reagenzsystem (ABX Diagnostics, Montpellier, F) bestimmt. Dabei wird eine
enzymatische, kolorimetrische Methode mit dem roten Farbstoff Chinonimin
(CHOD-PAP-Methode) angewendet. Die Messung erfolgt mit dem
photometrischen Zentrifugalanalyser Corbas Mira Plus System (Hoffmann-
La Roche, Basel, CH).

Cholesterin

Das Cholesterin wurde quantitativ mit dem ABX Pentra Cholesterol CP
Reagenzsystem (ABX Diagnostics, Montpellier, F) bestimmt. Dabei wird eine
enzymatische, kolorimetrische Methode mit dem roten Farbstoff Chinonimin
(CHOD-PAP-Methode) angewendet. Die Messung erfolgt mit dem
photometrischen Zentrifugalanalyser Corbas Mira Plus System (Hoffmann-
La Roche, Basel, CH).

HDL-Cholesterin

Das High-Density-Lipoprotein-Cholesterin wurde quantitativ mit dem ABX
Pentra HDL Direct CP Reagenzsystem (ABX Diagnostics, Montpellier, F)
bestimmt. Dabei wird eine enzymatische, kolorimetrische Methode
angewendet. Die Messung erfolgt mit dem photometrischen Zentrifugal-

analyser Corbas Mira Plus System (Hoffmann-La Roche, Basel, CH).

LDL-Cholesterin

Die Konzentration des Low-Density-Lipoprotein-Cholesterins wurde mit der
FRIEDEWALD-Formel berechnet:

LDL-Cholesterin = Gesamtcholesterin — Triglyzeride / 5 — HDL-Cholesterin
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2.2.3 Belastungs-Blutproben, Laborparameter

Vendses Vollblut zur MCT1-Bestimmung der Erythrozyten

Bei den Belastungsuntersuchungen (2.2.5) wurde mit einer Butterfly-Nadel in
einen  Heparin-Vakutainer  (Becton-Dichinson  Vacutainer  Systems,
Heidelberg, D) vendses Vollblut aus einer Kubitalvene jeweils unmittelbar
vor der Belastung (TO), direkt nach Abbruch der Belastung (T1) und finf
Minuten nach Abbruch der Belastung (T5) zur spateren Bestimmung der
MCT1-Dichte in den Erythrozyten entnommen. Direkt im Anschlul3 wurden
die Proben alliquotiert: zu je 200 upl EDTA-Vollblut wurde 200 pl
Paraformaldehyd (PFA) in ein Eppendorf-Cup gegeben, vorsichtig gemischt
und 20 Minuten inkubiert, um die Erythrozyten zu fixieren. Danach wurden
die Proben drei Minuten lang bei 800 U/min mit der Rotixa-1200 (Hettich-
Zentrifugen, Tuttlingen, D) bei 20°C zentrifugiert. Im Anschlu® wurde der
Uberstand abpipettiert, zu dem Sediment mit den darin befindlichen
Erythrozyten 200 pl PBS-Pufferldsung pipettiert und 2 — 3 Minuten bis zur
erneuten Zentrifugation gewaschen. Nach dreiminutiger Zentrifugation wurde
der Uberstand abpipettiert und mit 800 ul PBS-Puffer zur weiteren Lagerung
bei 4°C im Kihlschrank aufgefullt.

Reagenzien
Phosphate buffered saline (PBS) — 0.1M

X 81 mmol NaHPO, x 2H;0: 14.4 g/l Dinatrium-Hydrogen-
phosphat-Dihydrat (Na;HPO,4 x 2H20) in 250 ml Aqua dest. I6sen
(Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, D)

< 19 mmol NaH2PO4 x 2H,0: 2.6 g/l Natrium-
Dihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO,4 x 2H,0) hinzugeben
(Merck, Darmstadt, D)

X 145 mmol Natriumchlorid: 8.766 g/l (Merck, Darmstadt, D)
hinzufligen

X mit dem pH-mV-Meter (Mettler Toledo, Schwerzenbach, CH) mit
HCL (Merck, Darmstadt, D) auf pH 7.4 einstellen

<> mit Aqua dest. auf 1000 ml auffillen
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Paraformaldehyd (PFA) — 4%
X 4% Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt, D): 4 g in 40 ml Aqua
dest. (60° C) l6sen
<> mit 1n NaOH (Merck, Darmstadt, D) klaren und filtrieren
<> mit 50 ml 0.2 mmol PBS mischen und mit dem pH-mV-Meter
(Mettler Toledo, Schwerzenbach, CH) mit HCL (Merck,
Darmstadt, D) auf pH 7.4 einstellen

X mit Aqua dest. auf 100 ml auffillen

Kapillarblut far die Laktatbestimmung

Zur Erstellung der individuellen Laktatleistungskurven wurde den Probanden
vor der Belastung, am Ende jeder Wattstufe (alle 2 Minuten), mit Abbruch der
Belastung und funf Minuten nach der Belastung arterialisiertes Kapillarblut
am hyperamisierten Ohrlappchen entnommen. Nach dem Einstich mit einer
sterilen Einmallanzette (ASID Bonz, Herrenberg, D) wurde das Blut mit Hilfe
einer 20 pl End-to-End-Kapillare (EKF-Diagnostik, Barleben, D) enthommen,
in ein Eppendorf-Cup mit 1ml Systemlésung (Eppendorf, Hamburg, D)
gegeben, ca. zehn Sekunden geschittelt und bis zur Analyse bei 4°C im
Kihlschrank deponiert.

Die  Bestimmung der Laktatkonzentration wurde  enzymatisch-
amperometrisch mit dem Messgerat EBIO-plus (EKF Diagnostic Sales,
Magdeburg, D) vorgenommen. Vor den Messungen wurden Standards zur
Nullpunktbestimmung und Kalibrierung eingesetzt; vier weitere Losungen mit
definierten Laktatkonzentrationen dienten der Eichung, die in regelmafigen
Abstanden automatisch wiederholt wurde. Zur Messung werden 200 pl
Probenflissigkeit mit einer automatisch gesteuerten Hohlnadel aus den
Eppendorf-Cups entnommen und in die elektrochemische Messzelle geleitet.
Hier trifft das Probenlaktat auf eine Platinelektrode mit konstanter Spannung
von 600 mV. Die Oberflache der Elektrode enthalt das Enzym Laktatoxidase

(LOD), die Laktat zu Pyruvat oxidiert; dabei entsteht Wasserstoffperoxid:

LOD
L-Laktat + O, — Pyruvat + H,0,
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Durch die anliegende Spannung oxidiert Wasserstoffperoxid zu Sauerstoff:

+600mvV _ ]
H,O, — 2H + O, + 2e

Bei der Oxidation werden Elektronen frei, die den Stromfluss proportional zur
Laktatkonzentration der Probe erhéhen. Die Anderung des Stromflusses wird
gemessen, in die zugehorige Laktatkonzentration transformiert und
ausgedruckt.

Unter einer Konzentration von 0.5 mmol/l Laktat sind Messungen nicht

maoglich.

Kapillarblut fur die Differentielle Laktatbestimmung

Fur die getrennte Bestimmung der Laktatkonzentration in den Erythrozyten
und im Plasma wurde den Probanden vor der Belastung (T0), unmittelbar
nach Belastungsabbruch (T1) und finf Minuten nach Belastungsabbruch
(T5) arterialisiertes  Kapillarblut am  hyperamisierten  Ohrlappchen
entnommen. Nach dem Einstich mit einer sterilen Einmallanzette (ASID
Bonz, Herrenberg, D) wurde das Blut mit Hilfe einer heparinisierten 110 pl
End-to-End-Kapillare (Kabe Labortechnik GmbH, Nuimbrecht, D) enthommen
und sofort 1 Minute bei 6000 U/min mit einer EBA20 (Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen, D) zentrifugiert. Direkt im Anschluss wurden aus der
Erythrozyten- und Plasmafraktion jeweils 20ul mit heparinisierten End-To-
End-Kapilllaren (EKF-Diagnostik, Barleben, D) alliquotiert und der oben
beschriebenen Laktatdiagnostik zugefuhrt.

2.2.4 Immunhistochemie

Die Grundlage der Immunhistochemie ist eine Antigen-Antikérper-Reaktion
mit einer spezifischen Bindung des Antikérpers an den zu detektierenden
Molekulbereich eines Antigens (Epitop). Bei der direkten Methode wird der
Antikdrper z.B. mit Enzymen gekoppelt, die dann in weiteren Schritten zu

Farbreaktionen fihren. So kénnen die Bindungen fir weitere Messungen
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sichtbar gemacht werden. Bei der indirekten Methode wird zunéchst ein
Antikdrper (Primarantikdrper) gegen das Epitop gerichtet und anschliel3end
ein  zweiter Antikorper (Sekundarantikdrper) genutzt, um an den
Primarantikorper zu binden. Der sekundare Antikdrper ist wieder mit einem
Enzym gekoppelt (Antikdrperkonjugat), welches in einer Enzym-Substrat-
Reaktion die messbare Farbung bewirkt.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine indirekte Methode mit biotinyliertem
Sekundarantikdrper (Strept-ABC-Methode) angewendet. Das Biotin des
sekundaren Antikorpers ist ein Vitamin mit vier spezifischen Bindungsstellen
fur das Protein Streptavidin, ein aus dem Bakterium Streptomyces Avidinii
stammendes Glykoprotein. Nach der Zugabe eines Konjugates aus
Streptavidin und Meerrettich-Peroxidase (HRP) besetzt Streptavidin die vier
Bindungsstellen des Biotin. Durch Zugabe von 3,3-Diamino-Benzidin (DAB)
werden die Bindungen in einer Enzym-Substrat-Reaktion visualisiert und so
indirekt die Bindungen des primaren Antikérpers an das zu detektierende

Epitop messbar (Hsu et al. 1981).

Erythrozyten: Immunhistochemischer Nachweis des MCT1
Antikorper

X Rabbit Anti-Monocarboxylate Transporter 1 (MCT1)-AB3538P
(Chemicon international, Temecula, USA)

X Goat Anti-Rabbit (GAR)-Ref.: E0432, (Dako Deutschland GmbH,
Hamburg, D)

X Normal Goat-Serum (NGS)-Ref.: X0907, (Dako Deutschland
GmbH, Hamburg, D)

X Horseradish-Peroxidase-Komplex (HRP)-RPN1051V,
(GE Healthcare UK Limited, Bucks, GB)

Reagenzien
Phosphatpuffer (PB) 0.1 mol [pH 7.4]
<> 81 mmol NaHPO, x 2H,0O: 14.4 g/l Dinatrium-Hydrogen-
phosphat-Dihydrat (Na,HPO4 x 2H,0) in 250 ml Aqua dest. I6sen
(Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, D)

56



Methodik

<> 19 mmol NaH,PO,4 x 2H,0: 2.6 g/l Natrium-Dihydrogenphosphat-
Monohydrat (NaH,PO4 x 2H,0) hinzugeben(Merck, Darmstadt, D)

X Mittels pH-mV-Meter (Mettler Toledo, Schwerzenbach, CH) auf
pH 7.4 einstellen

<> Mit Aqua dest. auf 1000 ml auffillen; pH-Kontrolle

Trispuffer (TBS) 0.05 mol [pH 7.6]
<> 50 mmol Tris: 6.057 g Tris (hydroxymethyl)-aminomethan (Merck,
Darmstadt, D) in 250 ml Aqua dest. I6sen
X 150 mmol NaCl: 8.766 g NaCl dazugeben (Merck, Darmstadt, D)
<> Mit 1n HCL (Merck, Darmstadt, D) und pH-mV-Meter (Mettler
Toledo, Schwerzenbach, CH) auf pH 7.6 einstellen

X Mit Aqua dest. auf 1000 ml auffillen; pH-Kontrolle

Diaminobenzidin (DAB)-L6sung

X 0.1 mol PB: 15 ml [pH 7.4]

> 2.33 mmol Diaminobenzidin (DAB): 150 pl = 7.5 mg (Merck,
Darmstadt, D)

X 7.48 mmol Ammoniumchlorid NH,CL: 150 pl = 6.0 mg (Sigma-
Aldrich, Steinheim, D)

X 1.68 mmol Nickel-lI-Sulfat NiSO4: 300 pl = 0.05 mol (Merck,
Darmstadt, D)

<> 11.1 mmol D-Glucose: 300 pl (Sigma-Aldrich, Steinheim, D)

X 0.0004% (w/v) Glucoseoxidase: 50 pl (Sigma-Aldrich, Steinheim,
D)

<> Losung filtrieren und innerhalb 30 Minuten verbrauchen

Wasserstoffperoxid (3% H,0, in Methanol)
X 20 ml Methanol (Merck, Darmstadt, D)
X 4.5 ml Aqua dest.
X 0.5 ml 30% H,0, (Merck, Darmstadt, D)
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Alkoholreihe
X Je 2 Minuten in
X 70% Ethanol (Hoffmann, Disseldorf, D)
X 96% Ethanol (Hoffmann, Dusseldorf, D)
X 100% Ethanol (Hoffmann, Dusseldorf, D)
X Xylol (Quadflieg, Gelsenkirchen, D)

Das verwendete immunhistochemische Farbeprotokoll wurde in der
Abteilung fur zellulare und molekulare Sportmedizin des Institutes fir
Sportmedizin und Kreislaufforschung der Deutschen Sporthochschule Kdéin
entwickelt:

Zunachst wurden ca. 15 pl der Erythrozytensuspension (bei 4°C in PFA) aller
vendsen Vollblutproben abpipettiert, auf Glas-Objekttragern (Menzel,
Braunschweig, D) ausgestrichen und Uber einem Bunsenbrenner vorsichtig
kurz hitzefixiert. Nach der Kontrolle der Ausstriche unter dem Lichtmikroskop
(Optech, Minchen, D) wurden mit einem Fettstift (Dako, Hamburg, D)
jeweils zwei voneinander getrennte Areale auf den Objekttragern festgelegt.
Ein Analyse-Areal fir die eigentliche Antigen-Antikérper-Reaktion mit dem
Epitop des MCT1 wund der DAB-Farbung, ein Areal fir die
immunhistologische Kontrolle (IHC) der Anséatze. Das zweite Areal wurde
nicht wie das Erste mit dem primaren Antikdrper inkubiert. Hier war dann
keine anschlielende Farbung zu erwarten.

Die umrandeten Areale wurden mit TBS funf Minuten inkubiert (gewaschen),
um mogliche Verunreinigungen zu entfernen, und anschliel3end 45 Minuten
bei 37°C mit dem Enzym Trypsin (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) inkubiert.
Dadurch sollten die Erythrozyten-Membranen perforiert und fur die
Antikorper permeabel werden, da das MCT1-Epitop intrazelluléar lokalisiert
ist. Danach wurde mit TBS funf Minuten gewaschen und anschlielRend
zweimal zwanzig Minuten die L6ésung aus Methanol, Aqua-Dest und H,0,
aufgebracht, womit maogliche endogene Peroxidasen blockiert werden
sollten. AnschlieRend wurde wieder mit TBS gewaschen und eine 3%ige
Milchpulverlésung in TBS fir 60 Minuten aufgebracht. Damit werden

unspezifische Bindungsstellen fir den ersten Antikdrper blockiert. Im
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Anschluss wurde ohne weitere Spulung der priméare MCT1-Antikérper nach
Herstellerangaben (Verdinnung 1:1000 in 0.3%iger Milchpulverlésung) im
ersten Areal aufgelegt. Das IHC-Areal wurde nur mit der 0.3%igen
Milchpulverldsung inkubiert. Nach 60 Minuten erfolgte ein Waschgang mit
TBS und anschlielBender 30-minutiger Inkubation mit dem 3%igen Normal-
Goat-Serum zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen fir den 2.
Antikdrper. Nach dem Absaugen wurde ohne weiteren Spullgang der zweite
Antikdrper (Goat-Anti-Rabbit) nach Herstellerangabe (Verdinnung 1:400 in
TBS) fur 30 Minuten auf beide Areale pipettiert. Vor dem anschliel3enden
Inkubieren mit dem Streptavidin-Horseradish-Peroxidase-Komplexes (HRP
1: 150 in TBS) fur 30 Minuten wird der Objekttrager erneut gewaschen. Nach
der Inkubation mit HRP wird wiederum gewaschen und die anschlielende
Farbung durch Auftragen und Bindung des DAB an den zweiten Antikorper
erzielt. Diese Reaktion wurde permanent unter dem Mikroskop beobachtet,
um nach dem Auftreten roter oder brauner Farbung die Reaktion stoppen zu
kénnen. Das Stoppen geschah durch mehrmaliges Auftragen und Absaugen
von TBS.

Danach wurden die Objekttrager in aufsteigender Reihenfolge in 70-, 96,-
und 100-prozentigem Ethanol und anschlieRend in Xylol entwassert. Aus
dem Xylol heraus wurden die Areale mit Entellan (Merck, Darmstadt, D)
getrankt und mit einem Glas (VWR, Langenfeld, D) in das Entellan hinein
abgedeckt. Nach dem Entluften und Ausharten des Entellan war der

Objekttrager versiegelt und fur die weitere Auswertung dauerhaft geschitzt.

Digitalisierung und Auswertung der gefarbten Ausstriche
Mit dem Mikroskop KS 300 Axiphot (Carl Zeiss Vision GmbH, Hallbergmoos,
D) wurde in 400-facher VergroRerung jedes Praparat mit Hilfe der Software
ImageJ 1.38x (National Institute of Health, USA) standardisiert auf eine
Graustufenhelligkeit von 215 £ 5 DU eingestellt. Kontrast, Vergro3erung und
andere Bildeinstellungen wurden konstant gehalten und durch die an dem

Mikroskop fest installierte CCD Kamera (Axio Cam, Jena, D) mit dem
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Softwareprogramm KS 300 3.0 (Carl Zeiss Vision GmbH, Hallbergmoos, D)
fotografiert und digital als JPG-Datei gesichert.

Abb.6: Immunhistochemische Kontrolle (IHC) der Erythrozyten bei 400-facher Vergréf3erung

Abb.7: Immunhistochemische MCT1-Farbung der Erythrozyten bei 400-facher Vergrof3erung
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Die Farbungsintensitat der digitalen Probenbilder konnte nach deren
automatischer Umwandlung in 8-bit-Grautonbilder mit der Software ImageJ
1.38x (National Institute of Health, USA) quantitativ densitometrisch erfolgen.
Ein Grautonbild besteht aus einzelnen Bildpunkten (Pixel) und einer Bildtiefe
Jedes Pixel hat einen bestimmten Grauton (Grauwert); die Bildtiefe gibt an,
wieviele Grauwerte ein Pixel haben kann. 8-Bit-Bilder haben 2% = 256
Grauwerte, wobei 0 als schwarz und 256 als weil} interpretiert wird.

Der gemessene Grauton ist proportional den immunhistochemisch
nachgewiesenen Bindungen des priméren Antikdrpers an das Protein MCT1.
Je mehr Bindungen erfasst sind, umso niedriger (dunkler) ist der Grauwert.
Von allen Probanden wurden fir jeden Zeitpunkt der Blutabnahme 50
Erythrozyten (40 Zellen aus dem Analyseareal und 10 Zellen aus dem IHC-
Areal) densitometrisch ausgewertet. Mit dem Softwareprogramm Excel 2007
(Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleil3heim, D) konnten die Mittelwerte
der Differenzen der Graustufen der Erythrozyten und dem jeweiligen
Hintergrund berechnet werden. Die Differenz der Werte der beiden Areale
(Analyse-Areal — IHC-Areal) reprasentiert relativ die Dichte der gefarbten

MCT1-Proteine in den Erythrozyten.

Skelettmuskulatur: Immunhistochemischer Nachweis von MCT1, MCT4
und MHC1 (myosin heavy chain 1)

Kryostatschnitte
Die bei der Muskelbiopsie (2.2.6) gewonnenen und bei -80°C (Heraeus
Instruments, Osterode, D) gelagerten Muskelproben wurden unmittelbar vor
der Bearbeitung in dem Kryostaten Leica CM 1900 (Reichert-Jung,
Nussloch, D) bei -25°C gelagert. Dort wurden die in Tissue-Tec (Sakura,
Zoeterwoude, NL) eingebetteten Proben auf einem Schneideteller fixiert und
halbautomatisch Querschnitte mit 7 um Dicke angefertigt. Jeder
Biopsiezeitpunkt jedes Probanden wurde durch zwei Objekttrager (Menzel,

Braunschweig, D) reprasentiert, auf dem jeweils zwei Areale vorgesehen
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wurden. Die so vorliegenden vier Areale fir jeden Zeitpunkt boten Platz zur
Aufnahme von Schnitten fur die Detektion mit den Antikérpern MCT1, MCT4,
MHC1 und die IHC. Die Schnitte wurden konsekutiv angefertigt; jedes Areal
erhielt 2 — 3 Schnitte. Die fertigen Objekttrager wurden maximal 24 Stunden

bei -80°C gelagert und dann immunhistochemisch weiter bearbeitet.

Antikorper

X Rabbit Anti-Monocarboxylate Transporter 1 (MCT1) — AB3538P;
Verdiinnung 1:1000 (Chemicon international, Temecula, USA)

<> Rabbit Anti-Monocarboxylate Transporter 4 (MCT4) — sc-50329;
Verdinnung 1:500 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA)

X Anti-human (MHC 1) A4.840, partially purified; Verdinnung 1:200
(University of Stanford, Dept. of Molekular Pharmacology,
Stanford, USA)

X Goat Anti-Rabbit (GAR) — Ref.: E0432; Verdinnung 1:400 (Dako
Deutschland GmbH, Hamburg, D)

<> Goat Anti-Mouse (GAM) — Ref.: E0433; Verdinnung 1:400 (Dako
Deutschland GmbH, Hamburg, D)

X Horseradish-Peroxidase-Komplex (HRP) - RPN1051V;
Verdinnung 1:150 (GE Healthcare UK Limited, Bucks, GB)

Reagenzien
Phosphatpuffer (PB) 0.1 M [pH 7.4]
X Siehe Kapitel 2.2.4 (Seite 56)

Trispuffer (TBS) 0.05 mol [pH 7.6]
X Siehe Kapitel 2.2.4 (Seite 57)

Diaminobenzidin (DAB)- L6sung
X Siehe Kapitel 2.2.4 (Seite 57)

Wasserstoffperoxid (3% H,O, in Methanol)
<> Siehe Kapitel 2.2.4 (Seite 57)
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Bovine Serum Albumin (BSA)-L6sung
<> 5% BSA in 0.05 mol TBS (PAA, Cdlbe, D.)

Ammoniumchlorid-/ Triton-X- LOsung:
X 0.5 mol Ammoniumchlorid NH4CI: 0.59 g (Merck, Darmstadt, D.)
X 0.25% Triton X-100: 50 ul (Serva, Heidelberg, D.)
<> 0.05 mol TBS: 20 ml

Alkoholreihe
<> Siehe Kapitel 2.2.4 (Seite 58)

Das verwendete immunhistochemische Farbeprotokoll wurde in der
Abteilung fur zellulare und molekulare Sportmedizin des Institutes fur
Sportmedizin und Kreislaufforschung der Deutschen Sporthochschule Kdéin
entwickelt:

Die zusammengehdrenden Schnitte jedes Areals wurden mit dem
hydrophoben PAP-Pen Markerstift (Dano, Hamburg, D) als Barriere
eingekreist, um die zur Analyse genutzten Flissigkeiten im vorgesehenen
Areal zu halten.

Zunachst wurden alle Areale dreimal fur funf Minuten mit TBS gewaschen
und anschlieBend 20 Minuten mit der frischen Wasserstoffperoxidldsung (in
TBS) inkubiert, um eine endogene Peroxidaseaktivitat zu blockieren. Nach
erneutem zweimaligem Waschen mit TBS wurde eine Ammoniumchlorid-/
TritonX-LOsung aufgelegt, die durch Auflésen von Aldehydvernetzungen das
Gewebe demaskiert, die Zellmembranen perforiert und so einen Zugang der
Antikorper zu lhren Epitopen ermdglicht. Danach wurde wieder zweimal mit
TBS gespilt und 60 Minuten mit einer 5%-igen BSA-LOsung inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen zu besetzen. Direkt anschlie3end wurden die
Primarantikorper nach Herstellerangaben mit 0.8%iger BSA-L6sung verdinnt
und auf die Areale pipettiert.

Die IHC-Areale wurden mit der 0.8%igen BSA-LOsung ohne Antikdrper
bedeckt. Alle Objekttrager wurden dann tGber Nacht im Kihlschrank bei 4°C
gelagert. Nach der Inkubation Uber Nacht wurden die Proben dreimal mit

TBS gespult, um Uberschussigen nicht gebundenen ersten Antikorper zu
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entfernen. Daraufhin konnte der zweite Antikbrper gegen die Tierspezies des
ersten Antikbrpers angewendet werden.

Vor dem anschlielenden Inkubieren mit dem Streptavidin-Horseradish-
Peroxidase-Komplex (HRP 1:150 in TBS) fur 60 Minuten wurde der
Objekttrager erneut dreimal gewaschen. Nach der Inkubation mit HRP wurde
wiederum gewaschen und die anschlieRende Farbung durch Auftragen und
Bindung des DAB an den zweiten Antikdrper erzielt. Diese Reaktion wurde
permanent unter dem Mikroskop beobachtet, um nach dem Auftreten
brauner Farbung die Reaktion stoppen zu kénnen. Das Stoppen geschah
durch mehrmaliges Auftragen und Absaugen von TBS.

Danach wurden die Objekttrager in aufsteigender Reihenfolge in 70-, 96,-
und 100-prozentigem Ethanol und anschlieBend in Xylol entwéassert. Aus
dem Xylol heraus wurden die Areale mit Entellan (Merck, Darmstadt, D)
getrankt und mit einem Glas (VWR, Langenfeld, D) in das Entellan hinein
abgedeckt. Nach dem Entluften und Ausharten des Entellan war der

Objekttrager versiegelt und fur die weitere Auswertung dauerhaft geschutzt.

Digitalisierung und Auswertung der gefarbten Schnitte

Mit dem Mikroskop KS 300 Axiphot (Carl Zeiss Vision GmbH, Hallbergmoos,
D) wurde in 200-facher Vergréf3erung jedes Préaparat mit Hilfe der Software
ImageJ 1.38x (National Institute of Health, USA) standardisiert auf eine
Graustufenhelligkeit von 215 + 2 eingestellt. Kontrast, Vergrof3erung und
andere Bildeinstellungen wurden konstant gehalten und durch die an dem
Mikroskop fest installierte CCD Kamera (Axio Cam, Jena, D) mit dem
Softwareprogramm KS 300 3.0 (Carl Zeiss Vision GmbH, Hallbergmoos, D)
fotografiert und digital als JPG-Datei gesichert.
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Abb. 8: Immunhistochemische Kontrolle (IHC) der Muskelfasern bei 200-facher
VergrofRerung

Abb. 9: Immunhistochemische Farbung der Muskelfasern bei 200-facher VergréRerung
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Die quantitative densitometrische Auswertung anhand der Farbungsintensitéat
der digitalen Probenbilder erfolgte mit dem Softwareprogramm ImageJ1.38x
(National Institute of Health, USA). Die gemessene Graustufenintensitat ist
hierbei proportional der Dichte der immunhistochemisch nachgewiesenen
Bindungen der primaren Antikbrper an die zu detektierenden Ektope der
Proteine MCT1, MCT4 und MHCL.

Relative membranése MCT1- und MCT4-Dichte
Aus den Arealen zur MCT1-, MCT4- und IHC-Bestimmung wurden jeweils 40
Muskelfaserquerschnitte in der Auswertung beriicksichtigt. Da Artefakte,
Kapillaren oder Bindegewebsanteile nicht in die Graustufen-Messungen mit
eingehen sollen, wurden sie mit dem Bildbearbeitungsprogramm Adope
Photoshop CS3 Extendet Version 10.0 (Adope Systems Software, Dublin,
IRL) markiert und weil3 Uberblendet. Die Graustufenwerte des Hintergrundes
(Areale ohne Gewebe) wurden jeweils ermittelt und bei den Berechnungen
zur Proteindichte von den Graustufen in der Membran und im Zytosol
abgezogen. Um eine Aussage Uber die gemessene Proteinexpression in
Bezug zur gesamten Muskelflache treffen zu kdénnen, wurden in einem
weiteren Arbeitsschritt alle Flachen, die nicht mit Muskelgewebe bedeckt

waren, ebenfalls weil3 Gberblendet (s. Abb.: 10).
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Abb. 10: Schnitt aus Abb. 9 nach Bearbeitung der Artefakte

Die bearbeiteten Bilder wurden mit der Software ImageJ 1.38x (National
Institute of Health, USA) in 8-bit- Grauwertbilder umgewandelt und mit der
Graustufe 175 als Schwellenwert dargestellt. So konnte die membrandse

Graustufenintensitat erfasst werden (s. Abb.: 11).

67



Methodik

/

Abb. 11: Darstellung der gefarbten Muskelfaserschnitte mit dem
Schwellenwert 175 DU

Um eine Aussage Uber die gemessene Proteinexpression in Bezug zur
gesamten Muskelflache treffen zu kodnnen, wurden in einem weiteren
Arbeitsschritt  alle Flachen, die nicht mit Muskelgewebe bedeckt waren,
ebenfalls weil3 Uberblendet. Die gesamte Muskelflache konnte dann bei
einem Schwellenwert von 245 rot markiert und mit der Software Excel 2007
(Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiRheim, D) berechnet werden (s.
Abb.: 12).
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Abb. 12: Darstellung der gefarbten Muskelfaserschnitte mit dem
Grenzwert 245 DU

Zytoplasmatische MCT1- und MCT4-Dichte
Der zytoplasmatische Graustufenwert wurde an 50 Muskelzellen jedes
Probanden bestimmt. Dazu wurden die einzelnen Zellen und der jeweilige
Hintergrund an drei unterschiedlichen Stellen mit dem Softwareprogramm
ImageJ 1.38x (National Institute of Health, USA) gemessen und nach
weiterer Berechnung mit Hilfe des Softwareprogramms  Excel 2007
(Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleil3heim, D) graphisch dargestellit.

Myosin-Schwerketten Muskelfasertypisierung

Die immunhistochemische Detektion der myosin heavy chain 1 (MHC 1) mit
dem Antikorper A4.840 hinterlasst nach der Farbung der entsprechenden
Areale gefarbte und nicht gefarbte Muskelfaserquerschnitte. Die dunkel
gefarbten MHC1-Fasern konnen so anhand der digitalisierten
mikroskopischen Bilder manuell im Vergleich zu den nicht gefarbten MHC2-
Fasern ausgezahlt werden. Alle Objekttrager wurden so ausgezahlt und der
jeweilige mittlere Anteil der Fasern prozentual angegeben. Die Berechnung
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und Visualisierung der Daten wurde mit dem Programm Excel 2007
(Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleil3heim, D) durchgefihrt.

Abb 13: Immunhistochemische Farbung der MHC1-Muskelfasern (dunkel)
in 100-facher VergrofRerung

Muskelfaserdurchmesser

Zur Bestimmung der Muskelfaserdicke wurden die digitalen Aufnahmen aus
der Muskelfasertypisierung verwendet. 100 Typ-1-Fasern und 100 Typ-2-
Fasern jedes Probanden wurden fir die Vermessung mit dem Programm
ImageJ 1.38x (National Institute of Health, USA) verwendet. Der geringste
Querschnitt jeder einzelnen Faser wurde erfasst, in eine Excel-Tabelle
Ubertragen und die Mittelwerte mit den Standardabweichungen graphisch
dargestellt.

2.2.5 Belastungs-Spiro-Ergometrie
Vor (Ul) und nach (U2) der jeweiligen Intervention absolvierten die
Probanden eine Belastungs-Spiro-Ergometrie zur Bestimmung der

korperlichen Belastbarkeit und Ausdauerleistungsfahigkeit. Auf3erdem
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wurden die Daten der Belastungsuntersuchung zur Erstellung des
Trainingsplanes fir die Teilnehmer der Ausdauergruppe genutzt. Es wurde
das sog. WHO-Schema angewandt, ein stufenférmig ansteigender
Belastungstest, der von 25 Watt ausgehend alle zwei Minuten bis zur
subjektiven Ausbelastung — unter Bericksichtigung der allgemeinen
Abbruchkriterien — des Probanden um 25 Watt gesteigert wird (Rost et al.
1995; Steinacker et al. 2002). Die Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir
Kardiologie (Trappe & Loéllgen 2000) fir solche Belastungsuntersuchungen
wurden beachtet. Das benutzte Fahrradergometer (Ergoline Ergometrics
900, Bitz, D) konnte die Wattstufen drehzahlunabhangig regulieren. Vor,
wahrend und nach der Belastung wurde mit einem Sechskanal-EKG-Gerat
(Ergoline Ergoscript EK3012, Bitz, D)  kontinuierlich die Herzaktion
abgeleitet, aufgezeichnet und auf einem Bildschirm dargestellt. Dazu wurden
die Extremitaten nach Einthoven und Goldberger sowie die Brustwand-
ableitungen nach Wilson gemessen.

Der Blutdruck wurde halbautomatisch nach Riva Rocci alle zwei Minuten
gemessen, auf einem Bildschirm dargestellt und digital aufgezeichnet.
Zusatzlich wurden bei den Probanden die Atemgase mit dem
Spirometriegerat ZAN 600 CPET (nSpire Health GmbH, Obertuhlba, D)
kontinuierlich bis  kurz nach dem Abbruch der Belastung gemessen
(amperometrischer Festkorper Elektrolytsensor), tber Echtzeit-Monitoring
dargestellt und digital gespeichert. Vor dem Anlegen der Atemmasken
(Halbmasken) mit dem Flowsensor (Differenzdruck-Prinzip) erfolgte eine
Volumen- und Gaskalibration; Temperatur, Druck und Feuchte der Raumluft
wurden automatisch Uber ein integriertes Umweltmodul gemessen und
bertcksichtigt. Zwei Minuten vor dem Beginn der Belastung erfolgten noch
Ruhemessungen und Dichtigkeitsprifungen.

Die gemessenen Daten (Sauerstoffaufnahme, Kohlendioxidabgabe,
Respiratory Exchange Ratio (RER), Atemfrequenz, Atemminutenvolumen
und Atemdaquivalent) wurden ausgedruckt und spater mit Excel 2007
(Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiRheim, D) bearbeitet.
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Zur Laktatleistungsdiagnostik wurden vor und alle zwei Minuten wahrend der
Belastungsuntersuchung jeweils 20 ul Blut aus dem Ohrlappchen ent-
nommen (siehe 2.2.3). Vor der Belastung (TO0), direkt nach der Belastung
(T1) und funf Minuten nach Belastungsabbruch (T5) wurde mit 110 pl
Kapillaren das Blut fur die Differentielle Laktatanalyse aus dem Ohrlappchen
entnommen und die vendsen Blutabnahmen mit einer Butterfly-Nadel in eine
Heparin-Vakuette (Becton-Dichinson Vacutainer Systems, Heidelberg, D)
durchgefthrt (siehe 2.2.3).

Das subjektive Empfinden der Probanden wurde bei der Belastung mit der
sog. Borg-Skala uberprift und dokumentiert (Borg 1998, L6llgen 2004).

2.2.6 Muskelbiopsie

Die Muskelbiopsien (Evans et al. 1982) wurden bei den Probanden nach
vorheriger Aufklarung und schriftlicher Einverstéandniserklarung jeweils
einmal vor und nach der Intervention aus dem Muskulus vastus lateralis
durchgefuhrt.

Vor dem Eingriff wurde das betreffende Areal rasiert, desinfiziert und die
Haut und der darunter liegende Bereich der Muskelfaszie tUber die Injektion
einer 2%igen Xylocain-Losung lokal anasthesiert. Es erfolgte die Eréffnung
der Haut und der Faszie mit einem ca. 1 cm langen Schnitt zur Einfuhrung
der Biopsienadel in den Muskelbauch. Hier wurde tber einen mit der Nadel
verbundenen Schlauch manuell Unterdruck zur Ansaugung des
Muskelgewebes in die Hohlnadel erzeugt. Uber einen innen liegenden
Stanzzylinder wurde die Probe abgetrennt und konnte nach Ausflihrung der
Nadel enthnommen werden. Das Gewebe (50 — 100mg) wurde sofort in
Tissue-Tec (Zakura, Zoeterwoude, NL) eingebettet und in flussigem
Stickstoff vor Ort tiefgefroren. Der Einschnitt wurde sofort nach Entfernen
der Nadel aus dem Muskel adaquat mit einem Klammerpflaster
verschlossen, zusétzlich abgedeckt und mit einem Kompressionsverband fir
mindestens 48 Stunden gesichert.

Die Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C im Kuhlschrank
(Heraeus Instruments, Osterode, D) gelagert.
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2.3 Interventionen

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss verschiedener Interventionen
auf den Stoffwechsel von Typ-2-Diabetikern. Die Interventionen wurden in
unterschiedlichen Probandengruppen durchgefihrt, jeweils sechs Wochen
lang, viermal wochentlich fir 90 Minuten. Die sog. Referenzgruppe wurde
einem allgemeinen, breit gefacherten Bewegungsprogramm unterzogen, in
dem keine klassischen Trainingsadaptationen erzielt werden sollten. Die sog.
Ausdauergruppe absolvierte ein systematisches, intensitatsgesteuertes
Ausdauertraining auf Fahrradergometern. Die Teilnehmer der sog.
Hypoxiegruppe erhielten das gleiche Bewegungsprogramm wie die
Referenzgruppe, allerdings unter normobarer Hypoxie. Die fachliche
Anleitung fand immer durch Diplomsportwissenschaftler und geschulte
Diplomanden der Sportwissenschaften der Deutschen Sporthochschule Kéln

statt.

2.3.1 Referenzgruppe
Die Bewegungseinheiten in dieser Gruppe fanden witterungsabhangig auf
dem Gelande der Deutschen Sporthochschule in Hallen, im Freien oder
zuhause statt; in den ersten drei Wochen waren die Probanden drei mal jede
Woche an der Sporthochschule, einmal in der Woche absolvierten Sie ein
Heimprogramm nach Anweisung. Die letzten drei Wochen wurde jeweils
zweimal an der Hochschule getbt und zweimal zuhause nach
vorgegebenem Plan.
In den 90 Minuten wahrenden Einheiten wurde Wert auf grof3e Variabilitat in
allen Formen motorischer Beanspruchungsformen gelegt. Die Probanden
sollten die Vielfalt moglicher Bewegungsformen kennenlernen, sie wurden
mit den Grundziigen von geeigneten Ausdauer-, Kraft-, Koordinations-,
Beweglichkeits-, und Entspannungsformen vertraut gemacht. Die Prinzipien
von Aufwarmung, Dehnung und Verletzungsprophylaxe wurden ausfihrlich
erdrtert und gelbt. Ziel war insgesamt eine positiv besetzte Heranfiihrung an
einen aktiveren Lebensstil, ohne klassisches Kraft- oder Ausdauertraining
durchzufiihren. Die Erzielung ungewollter Trainingsadaptationen im Kraft-
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und Ausdauerbereich wurde durch niedrige Belastungsintensitaten und
laufenden Wechsel der Beanspruchungsformen in den einzelnen Einheiten

vermieden.

2.3.2 Ausdauergruppe

In dieser Gruppe wurde sechs Wochen lang dreimal wodchentlich ein
Ausdauer-Training im sog. Ergometerraum der Deutschen Sporthochschule
KdIn absolviert, einmal in der Woche absolvierten die Teilnehmer ein
Heimprogramm nach Anweisung.

Das eigentliche Ausdauertraining wurde von anfangs 35 Minuten bis auf 60
Minuten gesteigert. Die verbleibende Zeit in den jeweils 90 Minuten-
Einheiten wurde genutzt, den Probanden alternative Ausdauer-
Trainingsformen wie Nordic-Walking oder Schwimmen naher zu bringen.
Wesentliche Trainingsprinzipien wie Aufwarmen, Dehnen, Intensitats-
steuerung mit der Herzfrequenz und die Schulung des personlichen
Belastungsempfindens wurden intensiv geschult. Ziel war insgesamt eine
positiv besetzte Heranfihrung an einen aktiveren Lebensstil mit Hilfe des
Ausdauertrainings auf Fahrradergometern und im Speziellen die individuelle
Verbesserung der aeroben Grundlagenausdauer.

Die Durchfiihrung des Trainings basierte auf den evidenzbasierten Leitlinien
der Deutschen Diabetes-Gesellschaft (Halle et al. 2008) und der Leitlinie zur
korperlichen Aktivitat zur Sekundarpréavention und Therapie kardiovaskulérer
Erkrankungen der Deutschen Gesellschaft fur Pravention und Rehabilitation
von Herz-Kreislauferkrankungen e.V. (Bjarnason-Wehrens et al. 2009)

Die Bestimmung der Trainingsintensititen orientierte sich an den
durchgefuhrten Belastungsuntersuchungen: Die Wattleistung im Bereich von
75% der VOypeak WUrde zu Beginn als Trainingswattstufe ausgewahlt. Anhand
von Blutdruckmessungen vor und nach der Belastung sowie EKG- und
Herzfrequenzmessungen Uber Echtzeit-Monitoring wahrend der Belastung
wurde das Training Uberwacht. Zusatzlich wurde regelmallig das subjektive
Belastungsempfinden anhand einer modifizierten BORG-Skala (Borg 2004)

erfragt, es sollte nicht Giber die Skalenwerte 11 — 14 hinausgehen.
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20

19 sehr, sehr anstrengend
18

17 sehr anstrengend
16

15 anstrengend

14

13 etwas anstrengend
12

11 leicht

10

9 sehr leicht

8

7 sehr, sehr leicht
6

Tab. 2: Subjektive Belastungseinschatzung modifiziert nach Borg (2004)

Anhand aller aufgezeichneten Daten wurde das Training regelmaf3ig und
zeitnah individuell angepasst.

Eine Trainingseinheit bestand aus 4 Phasen:

1. Aufwadrmphase 1:

Das Training wurde 2 Minuten lang mit < 50% der individuellen
Trainingswattlast gestartet.

2. Aufwarmphase 2:

Uber die Dauer von 5 Minuten wird die Last kontinuierlich bis auf die
Trainingswattlast gesteigert.
3. Trainingsphase:

Hier fuhren die Probanden bei lhrer individuellen Trainingswattlast,
entsprechend der Wattleistung bei 75% der VOgpea, auf dem
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Fahrradergometer. Von anfangs 25 Minuten wurde die Dauer in den ersten
beiden Studienwochen individuell auf 50 Minuten gesteigert; dieses Schema
wurde dann bis zum Ende der 6. Woche beibehalten.

4. Erholungsphase:

Der Pedal-Widerstand an den Ergometern wurde zigig bis auf < 25 Watt
reduziert. Die Probanden konnten nach Erreichen normalisierter Blutdruck-
und Herzfrequenzwerte das Rad verlassen.

Das wochentliche Heimtraining wurde nach vorher festgelegtem Plan
eigenverantwortlich durchgefihrt. Zur Belastungssteuerung wurde die
Trainingsherzfrequenz genutzt. In einem Trainingsprotokoll wurden Art des
Trainings (Walking, Nordic-Walking, Radfahren), Dauer, Herzfrequenz und
Werte auf der BORG-Skala dokumentiert. Dauer und Intensitat entsprachen

jeweils dem Training auf dem Fahrradergometer.

2.3.3 Hypoxiegruppe

Die Intervention fand in den Raumlichkeiten der Firma Hohenbalance AG,
Kéln statt. Dort wurde ein entsprechend konstruierter, ca. 16m? groRer,
Raum flr die Hypoxieeinheiten zur Verfugung gestellt. Mit speziellen VPSA-
Generatoren (b-cat, B.V. Tiel, NL) konnte die Atmosphare in diesem Raum
konstant mit einem definierten, reduzierten, Sauerstoffanteil bereitgestellt
werden. Dazu wurden kontrolliert Sauerstoffmolekile durch
Stickstoffmolekile ersetzt.

Viermal wochentlich tGber einen Zeitraum von sechs Wochen absolvierten die
Probanden in dem Hypoxieraum ein moderates Bewegungsprogramm, wobei
der O,-Volumenanteil in der ersten Woche bei 15.4%, in der zweiten Woche
bei 14.5% und in den letzten vier Wochen bei 12.7% in der zur Verfugung

gestellten Umgebungsluft lag.
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Interventionsplan Hypoxiegruppe

12, 7% 12,7% 12,7% 12,7%
0, 0, 0,

1. Woche 2. Wache 3. Woche 4. Woche H 5. Woche J l 6. Woche l

| 24 Trainingseinheiten >

Abb. 14: Interventionsplan der Hypoxiegruppe

Jede Bewegungseinheit in dem Hypoxieraum war so strukturiert, dass drei
Aufenthalte von jeweils 25 Minuten durch eine erste Pause von zehn Minuten
und eine zweite Pause von funf Minuten unterbrochen wurde. In diesen
Pausen wurde der hypoxische Raum zur Erholung und zu

Kontrollmessungen von Blutdruck, Herzfrequenz und Blutzucker verlassen.
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3IXOdAH
3IXOdAH
3IXOdAH

&

25

Abb. 15: Struktur einer Trainingseinheit der Hypoxiegruppe

25 . 25

Minuten
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Die Inhalte des Bewegungsprogramms waren gleich denen in der
Referenzgruppe:

In den einzelnen Einheiten wurde Wert auf grof3e Variabilitat in allen Formen
motorischer Beanspruchungsformen gelegt. Die Probanden sollten die
Vielfalt moglicher Bewegungsformen kennen lernen; sie wurden mit den
Grundzigen von geeigneten  Ausdauer-, Kraft-, Koordinations-,
Beweglichkeits-, und Entspannungsformen vertraut gemacht. Die Prinzipien
von Aufwarmung, Dehnung und Verletzungsprophylaxe wurden ausfuhrlich
erdrtert und gelbt. Ziel war insgesamt eine positiv besetzte Heranfiihrung an
einen aktiveren Lebensstil, ohne klassisches Kraft- oder Ausdauertraining
durchzufihren. Dazu wurde auf niedrige Belastungsintensitaten und
laufenden Wechsel der Beanspruchungsformen in den einzelnen Einheiten

geachtet.

2.4 Statistik

Mittelwerte und Standardabweichnungen wurden mit dem Programm
Microsoft Excel 2007 (Microsoft Deutschland GmbH, Unterschlei3heim, D)
bestimmt und graphisch dargestellt. Die Priufung auf Normalverteilung
erfolgte mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test und der Lilliefors-Korrektur.

Die Mittelwertvergleiche und Signifikanzprifungen wurden durch Anova-
Varianzanalysen mit dem Statistik-Programm SPSS 17.0 (SPSS Inc.,
Chicago, USA) durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0.05
festgelegt (Buhl 2006, Sachs 2009).
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3. Ergebnisse

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse zur Ausdauergruppe und zur
Referenzgruppe wurden teilweise bereits in der Dissertation von Opitz (2011)

veroffentlicht.

3.1 Basischarakterisierung der Probanden
3.1.1 BMI

Aus dem Gewicht und der Koérpergrof3e der Probanden wurde vor und nach
dem Interventionszeitraum der Body-Mass-Index (BMI) errechnet. In allen
drei Gruppen war der BMI im Mittel jeweils iber 30 kg/m? dem Grenzwert
der WHO fir Adipositas Grad 1 (WHO Technical Report Series 2000).

Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen des BMI wurden

berechnet:

BMI (kg/ m?) Ul u2
Referenzgruppe 32.6+4.6 32.3+45
Ausdauergruppe 31.2+35 31.2+35

Hypoxiegruppe 31.1+4.2 31.1+4.2

Tab. 3: Mittelwerte und Standardabweichungen des BMI

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
Die gemessenen Anderungen Ul - U2 waren ebenfalls statistisch nicht
signifikant (p > 0.05).

3.1.2 Ruheblutdruck
Bei Ruhebedingungen liegt der Normbereich des Blutdrucks unter 140 / 85

mmHg  (Bretzel et al. 2008). Die systolischen Werte waren in allen
Gruppenuntersuchungen unter diesem Grenzwert. Die diastolischen Werte

waren vor der Intervention in allen Gruppen uber dem Grenzwert von
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85 mmHg. Durch die Interventionen konnten die Werte in allen Gruppen
gesenkt werden; in der Ausdauergruppe unter den Grenzwert. Die European
Society of Hypertension (ESH) weist fir Typ-2-Diabetiker bei gleichzeitigem
Bluthochdruck wegen der dadurch stark erhdohten Inzidenz von
kardiovaskularen Erkrankungen einen Zielbereich des Ruheblutdrucks von
< 130/80 aus (ESH, 2007). Systolisch konnte dieser Bereich in der
Ausdauer- und Hypoxiegruppe erreicht werden. Diastolisch konnte der Druck

in keiner Gruppe unter 80 mmHg gesenkt werden.

Systolischer Blutdruck (Ruhe)
Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen des systolischen

Blutdrucks in Ruhe vor dem WHO-Stufentest wurden berechnet:

sBP (mmHg) Ul U2
Referenzgruppe 138.6 £19.5 132.5+19.7
Ausdauergruppe 130.0+17.6 122.4 +18.5
Hypoxiegruppe 128.8 + 16.3 116.3+14.8

Tab. 4: Mittelwerte und Standardabweichungen des systolischen Blutdrucks (Ruhe)

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
Die gemessenen Senkungen Ul -> U2 des systolischen Ruheblutdrucks

waren insgesamt statistisch signifikant (p < 0.05).
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Abb. 16: Graphische Darstellung des systolischen Blutdrucks in Ruhe
(*:p < 0.05 U1 versus U2)

Diastolischer Blutdruck (Ruhe)
Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen des diastolischen

Blutdrucks in Ruhe vor dem WHO-Stufentest wurden berechnet:

dBP (mmHgQ) Ul U2
Referenzgruppe 93.0 + 15.6 85.7+15.3
Ausdauergruppe 87.1+13.9 83.5+129
Hypoxiegruppe 89.7+8.3 87.7+12.3

Tab. 5: Mittelwerte und Standardabweichungen des diastolischen Blutdrucks (Ruhe)

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden; die
gemessenen Senkungen Ul - U2 des diastolischen Ruheblutdrucks waren

insgesamt statistisch signifikant (p < 0.05).
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Abb. 17: Graphische Darstellung des diastolischen Blutdrucks in Ruhe
(%*:p < 0.05 U1 versus U2)

3.1.3 Herzfrequenz (Ruhe)
Die Ruhe-Herzfrequenz konnte in allen Gruppen durch die Interventionen

gesenkt werden.

Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der Herzfrequenz in Ruhe

vor dem WHO-Stufentest wurden berechnet:

HR (1/min) ul uz2
Referenzgruppe 86.8 + 15.8 81.8+14.1
Ausdauergruppe 81.1+15.2 77.8+12.7

Hypoxiegruppe 83.1+14.9 79.5+104

Tab. 6: Mittelwerte und Standardabweichungen der Herzfrequenz (Ruhe)
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Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
Die gemessenen Senkungen Ul -> U2 der Ruhe-Herzfrequenz waren

insgesamt statistisch signifikant (p < 0.05).

3.2 Stoffwechselparameter
3.2.1 Blutzucker

Der Normbereich fur die Konzentration des Blutzuckers (Nuchtern-
Serumglukose) liegt bei 70 — 99 mg/ dl (IDF 2007).

Der Grenzwert zur Diagnose des Diabetes Mellitus Typ 2 liegt bei 126 mg/dI
(Kerner et al. 2004). Dieser Wert wurde in allen drei Gruppen vor und nach

der Intervention deutlich Gberschritten.

Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen des Blutzuckers wurden

berechnet:

Blutzucker (mg/dl) Ul u2
Referenzgruppe 153.1+39.4 149.3 +43.4
Ausdauergruppe 161.6 + 38.1 143.0 £ 38.3

Hypoxiegruppe 157.8 £+ 69.5 169.3 + 60.7

Tab. 7: Mittelwerte und Standardabweichungen des Blutzuckers

Statistisch konnte ein signifikanter Gruppenunterschied gesichert werden

(p £0.05).

In  der Ausdauergruppe war die 11.5%ige Reduktion nach der
Trainingsintervention signifikant (p < 0.05); der 7.3%ige Anstieg in der
Hypoxiegruppe und der 2.5%ige Abfall in der Referenzgruppe waren

statistisch nicht signifikant.
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Abb. 18: Graphische Darstellung der Serumglukose
(*:p = 0.05 U1 versus U2)

3.2.2 Cholesterin

Der Normbereich fur das Gesamt-Cholesterin im Serum liegt unter 200 mg/dl
(ADA, 2010).

In der Referenz- und in der Ausdauergruppe wurden im Mittel Werte leicht
unter 200 mg/dl gemessen; in der Hypoxiegruppe Werte leicht dartber.
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Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen des Gesamt-Cholesterins

wurden berechnet;

Ges.-Cholesterin Ul U2
(mg/dl)
Referenzgruppe 187.9+35.8 187.6 +34.1
Ausdauergruppe 186.9 £ 32.6 189.6 £ 30.7
Hypoxiegruppe 208.2 £ 22.9 200.9+£29.1

Tab. 8: Mittelwerte und Standardabweichungen des Gesamt- Cholesterin

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
Die gemessenen Anderungen U1l - U2 waren ebenfalls statistisch nicht
signifikant (p > 0.05).

3.2.3 HDL- Cholesterin
Der Normbereich fur die High-Density-Lipoproteine liegt Gber 40 mg/dl

(DGFF, 2009). Dieser Wert wurde zu allen Untersuchungszeitpunkten in
allen Gruppen im Mittel erreicht.
Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen des HDL-Cholesterins

wurden berechnet:

HDL-Cholesterin Ul U2
(mg/dl)
Referenzgruppe 432 +11.7 419+ 13.6
Ausdauergruppe 43.5+11.6 41.9+9.6
Hypoxiegruppe 42.1+9.9 41.0+7.0

Tab. 9: Mittelwerte und Standardabweichungen des HDL- Cholesterin
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Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
Die gemessenen Anderungen U1l = U2 waren ebenfalls statistisch nicht
signifikant (p > 0.05).

3.2.4 LDL - Cholesterin

Die Low-Density-Lipoproteine wurden rechnerisch nach der Formel
LDL-Chol. = Ges.-Chol. — HDL-Chol. — Triglyceride / 5 bestimmt (Friedewald
et al., 1972).

Bei Typ-2-Diabetikern werden je nach Risikoeinschatzung flr
kardiovaskulére Ereignisse Werte unter 100 mg/dl angestrebt. In  allen
Gruppen wurden im Mittel Werte geringfugig Uber diesem Zielbereich

gemessen.

Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen des LDL-Cholesterins

wurden berechnet:

LDL-Cholesterin Ul U2
(mg/dl)
Referenzgruppe 103.6 £24.5 106.7 £ 25.1
Ausdauergruppe 108.3 £ 25.3 107.7 £ 27.8
Hypoxiegruppe 1225+ 14.2 114.0 £ 22.9

Tab. 10: Mittelwerte und Standardabweichungen des LDL- Cholesterin

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
Die gemessenen Anderungen Ul - U2 waren ebenfalls statistisch nicht
signifikant (p > 0.05).
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3.2.5 Triglyzeride

Der Normbereich fur die Triglyzeride liegt unter 150 mg / dl (DGFF, 2009).
Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der Triglyzeride wurden

berechnet:

Triglyzeride (mg/dl) Ul U2
Referenzgruppe 192.1 £99.3 192.9 + 138.5
Ausdauergruppe 167.9+70.0 195.5+109.4

Hypoxiegruppe 222.5+118.4 2294 +111.7

Tab. 11: Mittelwerte und Standardabweichungen der Triglyzeride

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
Die gemessenen Anderungen Ul - U2 waren ebenfalls statistisch nicht
signifikant (p > 0.05).

3.2.6 Laktat (Ruhe)

Unter Ruhebedingungen liegt der Normbereich des Laktats in kapillarem
Vollblut bei < 1.8 mmol/l (Biedler & Mertzluft 1995). Bei Typ-2-Diabetikern

soll der Ruhelaktatwert erh6ht sein (Lovejoy et al. 1992).

Ruhe-Laktat (mmol/l) Ul U2
Referenzgruppe 1.2+£04 1.3+04
Ausdauergruppe 1.5+0.6 15+£04

Hypoxiegruppe 1.5+£05 1.7+£0.6

Tab. 12: Mittelwerte und Standardabweichungen des Ruhelaktates
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Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
Die gemessenen Anderungen Ul - U2 waren ebenfalls statistisch nicht
signifikant (p > 0.05).

3.3 Leistungsphysiologische Parameter
Bei der Auswertung der Belastungsspiroergometrie wurden folgende

Parameter bericksichtigt: Maximale Leistung, Leistung bei 2- und 4 mmol/l

Laktat; Herzfrequenz, Blutdruck, Laktat und VO, bei maximaler Wattstufe.

3.3.1 Leistung bei 2 mmol/l Laktat
Aus den am Ende jeder Stufe der Belastungs-Spiro-Ergometrie
entnommenen Laktatproben konnte die Leistung bei 2 mmol/l Laktat

berechnet werden. Sie ist ein Mal? fur die aerobe Leistungsfahigkeit.

Leistung (Watt) Ul u2
Referenzgruppe 72.9+29.8 77.3+36.1

Ausdauergruppe 72.7+34.4 87.1+36.3
Hypoxiegruppe 71.3+38.2 83.9+34.9

Tab. 13: Mittelwerte und Standardabweichungen der Leistung bei 2 mmol/ | Laktat

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
Die gemessenen Steigerungen der Leistungen bei 2 mmol/l Laktat U1 &> U2

waren insgesamt statistisch signifikant (p < 0.05).

88



Ergebnisse

140 -+

120 - *

100 -

80 -

Watt

40 -

20 -

ul u2

Referenz Ausdauer Hypoxie

Abb. 19: Graphische Darstellung der Leistung bei 2 mmol/ | Laktat
(*:p < 0.05 U1 versus U2)

3.3.2 Leistung bei 4 mmol/l Laktat

Aus den am Ende jeder Stufe der Belastungs-Spiro-Ergometrie
entnommenen Laktatproben konnte die Leistung bei 4 mmol/l Laktat
berechnet werden. Sie ist ein Mal3 fur die aerobe Leistungsfahigkeit und
kennzeichnet die sog. aerob-anaerobe Schwelle (Mader et al. 1976).
Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der Leistung bei 4 mmol/l
Laktat wurden berechnet:

Leistung (Watt) Ul uz2
Referenzgruppe 131.3+38.3 140.5 + 43.6

Ausdauergruppe 130.8 £ 36.0 138.0 £ 36.1
Hypoxiegruppe 113.8 £26.1 138.3£31.1

Tab. 14: Mittelwerte und Standardabweichungen der Leistung bei 4 mmol/ | Laktat
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Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
Die gemessenen Steigerungen der Leistungen bei 4 mmol/l Laktat U1 > U2
waren insgesamt statistisch signifikant (p < 0.05).
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Abb. 20: Graphische Darstellung der Leistung bei 4 mmol/ | Laktat
(*:p = 0.05 Ul versus U2)

3.3.3 Laktat (maximal)

Das maximale Laktat bezeichnet den Wert, der bei der Belastungs-Spiro-
Ergometrie am Ende der hochsten vollstdndig absolvierten Stufe gemessen

wurde.
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Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der maximal erreichten

Laktatwerte beim WHO-Stufentest wurden berechnet:

Max.-Laktat (mmol/l) Ul U2
Referenzgruppe 44+16 45+1.8
Ausdauergruppe 5.1+ 1.8 55+1.9

Hypoxiegruppe 6.1+1.8 59+1.2

Tab. 15: Mittelwerte und Standardabweichungen des Laktat (maximal)

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.

Die gemessenen Anderungen Ul - U2 waren ebenfalls statistisch nicht

signifikant (p > 0.05).

3.3.4 Herzfrequenz (maximal)

Die maximale Herzfrequenz bezeichnet den Wert, der bei der Belastungs-

Spiro-Ergometrie am Ende der hdchsten vollstandig absolvierten Stufe

gemessen wurde.

Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der Herzfrequenz auf

maximaler Belastungsstufe beim WHO-Stufentest wurden berechnet:

Max.-HR (1/min) Ul U2
Referenzgruppe 147.1+£21.9 141.6 £ 26.8

Ausdauergruppe 138.5 + 39.7 157.3 £39.3
Hypoxiegruppe 150.0 £ 28.2 164.6 £ 37.6

Tab. 16: Mittelwerte und Standardabweichungen der Herzfrequenz (maximal)

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.

Die gemessenen Anderungen Ul - U2 waren ebenfalls statistisch nicht

signifikant (p > 0.05).
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3.3.5 Belastungsblutdruck

Systolischer Blutdruck (maximal)

Der maximale systolische Blutdruck bezeichnet den Wert, der bei der
Belastungs-Spiro-Ergometrie am Ende der hdchsten vollstandig absolvierten
Stufe gemessen wurde.

Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen des systolischen

Blutdrucks auf maximaler Belastungsstufe beim WHO-Stufentest wurden

berechnet:
sBP (mmHg) Ul U2
Referenzgruppe 215.7 £ 22.7 218.5 +20.7
Ausdauergruppe 213.0 £ 20.0 208.4 + 26.9
Hypoxiegruppe 218.7 £+ 27.0 215.3+25.6

Tab. 17: Mittelwerte und Standardabweichungen des syst. Blutdrucks (maximal)

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
Die gemessenen Anderungen Ul - U2 waren ebenfalls statistisch nicht
signifikant (p > 0.05).

Diastolischer Blutdruck (maximal)

Der maximale diastolische Blutdruck bezeichnet den Wert, der bei der
Belastungs-Spiro-Ergometrie am Ende der hdchsten vollstandig absolvierten
Stufe gemessen wurde.

Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen des diastolischen
Blutdrucks auf maximaler Belastungsstufe beim WHO-Stufentest wurden

berechnet:
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dBP (mmHgQ) Ul u2
Referenzgruppe 95.1+14.0 89.6+18.1
Ausdauergruppe 94.6 + 13.8 90.8+ 175
Hypoxiegruppe 100.5+16.1 97.8+14.2

Tab. 18: Mittelwerte und Standardabweichungen des diast. Blutdrucks (maximal)

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
Die gemessenen Anderungen Ul - U2 waren ebenfalls statistisch nicht
signifikant (p > 0.05).

3.3.6 Leistung (maximal)

Die maximale Leistung bezeichnet den Wert, der bei der Belastungs-Spiro-
Ergometrie am Ende der hdchsten vollstandig absolvierten Stufe gemessen
wurde. Beginnend mit 25 Watt wurde alle 2 Minuten bis zum Abbruch der
Belastung um 25 Watt gesteigert.

In allen Gruppen konnte nach der Intervention im Mittel eine Steigerung der
maximal erreichten Wattleistung erzielt werden (Referenzgruppe: +4.0%,
Ausdauergruppe: +13.6%, Hypoxiegruppe: +9.7%)

Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der beim WHO-Stufentest

absolvierten hochsten Wattstufe wurden berechnet:

Max. Leistung (Watt) Ul U2
Referenzgruppe 130.3 £ 39.6 135.5 + 36.6
Ausdauergruppe 138.5+39.7 157.3 +39.3

Hypoxiegruppe 150.0 £ 28.2 164.6 + 37.6

Tab. 19: Mittelwerte und Standardabweichungen der maximalen Leistung
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Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
Die gemessenen Steigerungen der maximalen Leistung Ul - U2 waren

insgesamt statistisch signifikant (p < 0.01).
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Abb. 21: Graphische Darstellung der maximalen Leistung
(*:p < 0.05 U1 versus U2)

3.3.7 Maximale Sauerstoffaufnahme VO,peax

Die maximale Sauerstoffaufnahme ist das Hauptkriterium zur Bestimmung
der maximalen aeroben korperlichen Leistungsfahigkeit.

Die Normwerte der VO,max liegen im mittleren Lebensalter bei 30 — 50
ml/min/kg (Meyer und Kindermann 1999). Typ-2-Diabetiker weisen reduzierte
Werte von im Mittel 22.4 ml/min/kg vor (Boule et al. 2003).

Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der VOgjpeax Wurden
berechnet:
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VOzpeak (MI/Min/kg) Ul U2
Referenzgruppe 20.2+4.38 21.1+44
Ausdauergruppe 20.5+4.9 22.2+5.2

Hypoxiegruppe 20.3+44 23.0+5.3

Tab. 20: Mittelwerte und Standardabweichungen der VO peax

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden

Die gemessenen Steigerungen der VOgpeak Ul > U2 waren insgesamt

statistisch signifikant (p < 0.05).
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Abb. 22: Graphische Darstellung der VO peak
(*:p £0.05 U1 versus U2)
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3.4 Immunhistochemie der Skelettmuskulatur

Aus den Bioptaten am Muskulus vastus lateralis der Probanden wurden die
folgenden Daten erhoben: MCT1 und MCT4 im Sarkoplasma und im
Sarkolemm, MHC1, MHC2 und der Muskelfaserdurchmesser:

3.4.1 Immunhistochemischer Nachweis des MCT1 Iim

Sarkoplasma
Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der prozentualen
Anderungen gegeniiber dem Basalwert (U1) des MCT1 im Sarkoplasma

wurden berechnet:

MCT1 Sarkoplasma (A%) Ul U2
Referenzgruppe 0 +2.35+19.98
Ausdauergruppe 0 +53.44 +7.01

Hypoxiegruppe 0 -16.79 £ 86.34

Tab. 21: Mittelwerte und Standardabweichungen U1-U2 A % der MCT1-Dichte im

Sarkoplasma

Statistisch konnte ein signifikanter Gruppenunterschied gesichert werden

(p = 0.05):

In  der Ausdauergruppe war der 53.44%ige Anstieg nach der
Trainingsintervention signifikant (p < 0.05).

Die Anderungen in der Referenzgruppe (+2.35%) und in der Hypoxiegruppe
(-16.79%) waren statistisch nicht signifikant (p > 0.05).
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Abb. 23: Graphische Darstellung der prozentualen Anderung der MCT1-Dichte im
Sarkoplasma nach der Intervention (U2) gegeniiber dem Basalwert (U1)

(*:p = 0.05)

3.4.2 Immunhistochemischer Nachweis des MCT1 im
Sarkolemm

Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der prozentualen
Anderungen gegeniiber dem Basalwert (U1) des MCT1 im Sarkolemm

wurden berechnet:

MCT1 Sarkolemm (A%) Ul U2
Referenzgruppe 0 + 28.28 + 56.87
Ausdauergruppe 0 -10.77 £ 44.15

Hypoxiegruppe 0 +135.57 £ 248.8

Tab. 22: Mittelwerte und Standardabweichungen U1-U2 A % der MCT1-Dichte im

Sarkolemm

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
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Die gemessenen Anderungen Ul - U2 waren ebenfalls statistisch nicht
signifikant (p > 0.05).
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Abb. 24: Graphische Darstellung der prozentualen Anderung der MCT1-Dichte im

Sarkolemm nach der Intervention (U2) gegentiber dem Basalwert (U1) (p > 0.05)

3.4.3 Immunhistochemischer Nachweis des MCT4 im
Sarkoplasma

Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der prozentualen
Anderungen gegeniiber dem Basalwert (U1) des MCT4 im Sarkoplasma

wurden berechnet;

MCT4 Sarkoplasma (A%) Ul U2
Referenzgruppe 0 +10.37 £ 13.40
Ausdauergruppe 0 -14.62 £ 5.20

Hypoxiegruppe 0 -15.26 + 43.28

Tab. 23: Mittelwerte und Standardabweichungen U1-U2 A % der MCT4-Dichte im

Sarkoplasma
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Statistisch konnte ein signifikanter Gruppenunterschied gesichert werden
(p = 0.05):

In der Ausdauergruppe war die 14.62%ige Abnahme nach der
Trainingsintervention signifikant (p < 0.05).

Die Anderungen in der Referenzgruppe (+10.37%) und in der Hypoxiegruppe
(-15.26%) waren statistisch nicht signifikant (p > 0.05).

_10 i - -

220 -
-30 -
40 -

-50 -

-60 -

Densitometrische Einheiten U1-U2 A%

70 - Referenz Ausdauer Hypoxie

Abb. 25: Graphische Darstellung der prozentualen Anderung der MCT4-Dichte im
Sarkoplasma nach der Intervention (U2) gegeniiber dem Basalwert (U1)
(*:p = 0.05)

3.4.4 Immunhistochemischer Nachweis des MCT4 im

Sarkolemm

Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der prozentualen
Anderungen gegenliber dem Basalwert (U1) des MCT4 im Sarkolemm

wurden berechnet;
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MCT4 Sarkolemm (A%) Ul u2
Referenzgruppe 0 -7.12 £ 36.96
Ausdauergruppe 0 -8.01 £59.45

Hypoxiegruppe 0 +0.12 £ 63.28

Tab. 24: Mittelwerte und Standardabweichungen U1-U2 A % der MCT4-Dichte im

Sarkolemm

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
Die gemessenen Anderungen Ul - U2 waren ebenfalls statistisch nicht
signifikant (p > 0.05).
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Abb. 26: Graphische Darstellung der prozentualen Anderung der MCT4-Dichte im

Sarkolemm nach der Intervention (U2) gegeniiber dem Basalwert (U1) (p > 0.05)
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3.4.5 Immunhistochemischer Nachweis der MHC1

(Typl-Muskelfaser)

Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der prozentualen Anteile
(MHC1 - MHC2) der MHC1 wurden berechnet:

MHC1 (%) Ul U2
Referenzgruppe 445+ 12.1 425 +9.3
Ausdauergruppe 42.4+10.4 49.3+9.8

Hypoxiegruppe 454 + 4.7 46.0 +10.0

Tab. 25: Mittelwerte und Standardabweichungen der prozentualen Anteile (MHC1 - MHC2)
der MHC1

Statistisch konnte ein signifikanter Gruppenunterschied gesichert werden
(p = 0.05):

In  der Ausdauergruppe war die 16.27%ige Zunahme nach der
Trainingsintervention signifikant (p < 0.05).

Die Anderungen in der Referenzgruppe (-4.49%) und in der Hypoxiegruppe
(+1.32%) waren statistisch nicht signifikant (p > 0.05).

101



Ergebnisse

70 -

60 -

w H u
o o o
I I I

Typ 1 Muskelfaser %

N
o
I

10 +

U1

Referenz Ausdauer Hypoxie

Abb. 27: Graphische Darstellung der prozentualen Anteile (MHC1 - MHC2) der MHC1
(*:p < 0.05 U1 versus U2)

3.4.6 Immunhistochemischer Nachweis der MHC2

(Typ 2- Muskelfaser)
Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der prozentualen Anteile
der MHC2 wurden berechnet:

MHC2 (%) U1l U2
Referenzgruppe 55.5+12.1 57.5+9.3
Ausdauergruppe 57.6 £10.4 50.7 £ 9.8

Hypoxiegruppe 54.6 +4.7 54.0 £ 10.0

Tab. 26: Mittelwerte und Standardabweichungen der prozentualen Anteile (MHC1 - MHC2)
der MHC2
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Statistisch konnte ein signifikanter Gruppenunterschied gesichert werden
(p =0.05):

In der Ausdauergruppe war die 16.27%ige Abnahme nach der
Trainingsintervention signifikant (p < 0.05).

Die Anderungen in der Referenzgruppe (+4.49%) und in der Hypoxiegruppe
(-1.32%) waren statistisch nicht signifikant (p > 0.05).
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Abb. 28: Graphische Darstellung der prozentualen Anteile (MHC1 - MHC2) der MHC2
(*:p £0.05 U1 versus U2)

3.4.7 Muskelfaserdurchmesser

Typl-Muskelfasern
Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der Durchmesser der

Typl-Skelettmuskelfasern wurden berechnet:
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MHC1 (um) Ul U2
Referenzgruppe 55.96 + 8.24 60.04 + 10.39
Ausdauergruppe 59.71 + 8.68 58.86 + 6.85

Hypoxiegruppe 61.76 £ 9.26 58.44 +3.71

Tab. 27: Mittelwerte und Standardabweichungen der Durchmesser der Typ1-Muskelfasern

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
Die gemessenen Anderungen Ul - U2 waren ebenfalls statistisch nicht
signifikant (p > 0.05).

Typ2-Muskelfasern
Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der Durchmesser der

Typ2-Skelettmuskelfasern wurden berechnet:

MHC2 (um) Ul U2
Referenzgruppe 55.91 +£8.15 58.40 + 7.90
Ausdauergruppe 60.38 + 7.94 62.70 £ 7.95

Hypoxiegruppe 58.01 +7.99 57.11 + 3.23

Tab. 28: Mittelwerte und Standardabweichungen der Durchmesser der Typ2-Muskelfasern

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.
Die gemessenen Anderungen Ul - U2 waren ebenfalls statistisch nicht

signifikant (p > 0.05).
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3.5 Blut
3.5.1 Immunhistochemischer Nachweis des MCT1 im
Erythrozyten

Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der prozentualen
Anderungen nach der Intervention (U2) gegeniiber dem Basalwert (U1) des
MCTL1 in den Erythrozyten wurden berechnet:

MCT1 Erythrozyten (A%) Ul U2
Referenzgruppe 0 +49.17 +78.39
Ausdauergruppe 0 +73.80 +22.88

Hypoxiegruppe 0 -64.29 £75.10

Tab. 29: Mittelwerte und Standardabweichungen U1-U2 A % der MCT1-Dichte in den
Erythrozyten

Statistisch konnte ein signifikanter Gruppenunterschied gesichert werden
(p £0.05):

In der Ausdauergruppe war die 73.80%ige Zunahme nach der
Trainingsintervention signifikant (p < 0.05).

Die Anderungen in der Referenzgruppe (+49.17%) und in der Hypoxiegruppe
(-64.29%) waren statistisch nicht signifikant (p > 0.05).
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Abb. 29: Graphische Darstellung der prozentualen Anderung der MCT1-Dichte in den
Erythrozyten nach der Intervention (U2) gegenuber dem Basalwert (U1)
(*:p =0.05)

3.5.2 Immunhistochemischer Nachweis des MCT1 Iim

Erythrozyten unter Belastung
Unmittelbar vor der Belastungsspiroergometrie (TO) sowie eine Minute (T1)
und funf Minuten (T5) nach dem Abbruch der Belastung wurde den
Probanden jeweils vor (U1) und nach der Intervention (U2) vendses Blut zur

Bestimmung der MCT1-Dichte in den Erythrozyten entnommen.

Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der densitometrischen
Einheiten des MCT1 in den Erythrozyten wurden berechnet:
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Erythrozyten MCT1 (DU) TO T1 T5
Referenzgruppe Ul 4.84 +2.20 6.45 %+ 3.09 5.40 + 3.45
Referenzgruppe U2 7.22 £ 5.66 6.73+3.24 3.18+1.28
Ausdauergruppe Ul 6.64 + 3.64 5.65 + 2.86 6.41 + 2.60
Ausdauergruppe U2 11.54+2.64 | 441+214 @ 568+287

Hypoxiegruppe Ul 6.86 £ 6.05 5.39+5.75 259+143
Hypoxiegruppe U2 245+ 1.84 229+ 234 252 +1.38

Tab. 30: Mittelwerte und Standardabweichungen der densitometrischen Einheiten des
MCT1 in den Erythrozyten vor der Belastungsuntersuchung (TO0), eine Minute (T1) und flnf
Minuten (T5) nach Abbruch der Belastung

Statistisch konnte ein signifikanter Gruppenunterschied gesichert werden
(p = 0.05):

In der Ausdauergruppe war die Zunahme der basalen MCT1-Dichte nach der
Trainingsintervention signifikant (p < 0.05). Dartber hinaus war nach dem
Training (U2) unter Belastung die Abnahme (TO versus T1) der MCT1-
Dichte signifikant (p < 0.05). Der folgende Wiederanstieg der MCT1-Dichte
(T2 versus T5) konnte statistisch nicht gesichert werden.

Die Anderungen der MCT1-Dichte in der Referenzgruppe und in der
Hypoxiegruppe waren statistisch nicht signifikant (p > 0.05).
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Abb. 30: Graphische Darstellung der MCT1-Dichte in den Erythrozyten vor der
Belastungsuntersuchung (T0), 1 Minute (T1) und 5 Minuten (T5) nach Belastung
(*:p < 0.05 Ausdauer TO_U1 versus TO_U2 und TO versus T1 in U2)

3.5.3 Differentielle Laktatanalyse

Unmittelbar vor der Belastungsspiroergometrie (TO) sowie eine Minute (T1)
und funf Minuten (T5) nach dem Abbruch der Belastung wurde den
Probanden 115 pl Kapillarblut aus dem Ohrlappchen zur Analyse der Ratio

aus dem Laktat Erythrozyt (mmol/l) / Laktat Plasma (mmol/l) enthommen:

Folgende Mittelwerte und Standardabweichungen der Laktatratio

wurden berechnet;

108



Ergebnisse

Laktatratio TO Tl T5
Referenzgruppe Ul 0.73+0.18 0.48 + 0.08 0.53 £ 0.09
Referenzgruppe U2 0.55+0.13 0.38 +£0.13 0.46 +£0.11
Ausdauergruppe Ul 0.55+0.10 0.50 £ 0.07 0.52 + 0.06
Ausdauergruppe U2 0.61+£0.10 0.51 +0.05 0.56 + 0.05

Hypoxiegruppe Ul 0.63 £ 0.07 0.49+£0.04 0.57 £ 0.07
Hypoxiegruppe U2 0.60 £ 0.04 0.49 £0.03 0.53+£0.09

Tab. 31: Mittelwerte und Standardabweichungen der Laktatratio vor der

Belastungsuntersuchung (T0), eine Minute (T1) und finf Minuten (T5) nach Belastung

Statistisch konnte kein Gruppenunterschied gesichert werden.

Die gemessenen Anderungen Ul - U2 waren ebenfalls statistisch nicht
signifikant (p > 0.05).

Die Werte der Laktatratio im Zeitverlauf sind in allen Gruppen statistisch
signifikant (p < 0.05).

Die Messzeitpunkte TO, T1 und T5 unterscheiden sich signifikant
voneinander. TO > T1, T1 <T5, TO > T5. (p < 0.05).
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Abb. 31: Graphische Darstellung der Laktatratio vor der Belastungsuntersuchung (T0), eine
Minute (T1) und funf Minuten (T5) nach Belastung
(*:p<0.01TO>T1<T5in Ul und U2)

Die Werte der Laktatratio im Zeitverlauf sind in allen drei Gruppen statistisch
signifikant (p < 0.05). Die Unterschiede im Verlauf sind nicht signifikant (p >
0.05). Alle Messzeitpunkte TO-T1, TO-T5, T1-T5 unterscheiden sich
signifikant voneinander (p < 0.05). Die Unterschiede vor (U1l) und nach (U2)

der Intervention sind in allen Gruppen nicht signifikant (p > 0.05).
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4 Diskussion

Die Sporttherapie im Bereich der Erkrankung Diabetes-Typ-2 steht vor
grof3en Herausforderungen, die nur durch grundlegende Forschungsarbeiten
in der Sportwissenschaft bewéltigt werden konnen. Die vorliegende Arbeit
leistet einen Beitrag zur Aufklarung der Rolle des Laktatmolekiils und seiner
Transportproteine, den MCT, im Stoffwechsel des Typ-2-Diabetikers.

Durch alle drei Interventionsformen konnte die kérperliche Leistungsfahigkeit
der Patienten signifikant verbessert werden, wobei in der Ausdauergruppe
die Effekte am deutlichsten waren. Die MCT-Proteindichten in der
Skelettmuskulatur ~ zeigten in  der  Hypoxiegruppe  tendenzielle
Veranderungen, die nicht statistisch gesichert werden konnten. Im
Sarkoplasma verminderten sich die MCT1- und die MCT4-Proteindichte,
wogegen es im Sarkolemm zu einem Anstieg der MCT1-Dichte kam. Die
MCT4-Dichte blieb im Sarkolemm unveréandert.

In der Ausdauergruppe konnte im Sarkoplasma ein signifikanter Anstieg der
MCT1-Dichte bei gleichzeitigem Abfall der MCT4-Proteindichte gemessen
werden. Im Sarkolemm konnten keine Anderungen festgestellt werden.

In der Ausdauergruppe wurde ein signifikanter Shift von Typ2- zu Typl-
Muskelfasern gemessen.

In den Erythrozyten kam es durch die Ausdauerintervention zu einem
signifikanten Anstieg der MCT1-Proteindichte, wogegen es in der
Hypoxiegruppe zu einem Abfall der MCT1-Proteindichte kam, der jedoch
nicht signifikant war. Unter akuter korperlicher Belastung zeigte sich nach
dem Ausdauertraining ein signifikantes Absinken der MCT1-Dichte in den
Erythrozyten.

Die Verteilung des Laktatanions im Blut der Typ-2-Diabetiker zeigte sowohl
in Ruhe als auch unter korperlicher Belastung keine Unterschiede in den drei

Interventionsgruppen, weder vor noch nach den Mal3nahmen.
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4.1 Der Einfluss des intermittierenden Hypoxie-
trainings auf Stoffwechsel- und Leistungs-

parameter

In der vorliegenden Studie zeigte sich durch die intermittierende
Hypoxieintervention eine signifikante Verbesserung der korperlichen
Leistungsfahigkeit durch den Anstieg der maximalen Wattleistung, der
Leistung bei 2 mmo/l Laktat und bei 4 mmol/l Laktat sowie dem Anstieg der
relativen maximalen Sauerstoffaufnahme. Diese Ergebnisse kodnnten auf
eine gesteigerte Erythropoese (Bernardi et al. 2001) zurtckgefuhrt werden.
Die bekannte Abnahme der Mitochondriendichte bei chronischer
ausgepragter Hypoxie um ca. 20% (Hoppeler et al. 1990) ist bei der IH nicht
wahrscheinlich, da dies zu einem Rickgang der VOgzpeax gefuhrt hatte. Auch
andere Untersuchungen belegen einen Anstieg der VOgjpeak bzw. VOjomax
nach Interventionen mit intermittierender Hypoxie (Burtscher et al. 2004,
Dufour et al. 2006).

Eine Steigerung der kdrperlichen Leistungsfahigkeit ist mit einer
Verbesserung der diabetischen Stoffwechsellage verbunden und korreliert
mit einer Reduktion des Risikos kardiovaskularer Ereignisse (Wing 2010).

In der Referenz- und Ausdauergruppe zeigten sich gleichartige signifikante
Veranderungen, es konnten statistisch keine Gruppenunterschiede
festgestellt werden. Damit sind die Effekte des unspezifischen
Bewegungsprogramms der Referenzgruppe und die der IH-Intervention in
der vorliegenden Arbeit dem klassischen Ausdauertraining in seiner
Wirksamkeit auf die genannten Parameter vergleichbar, auch wenn in der
Tendenz das Ausdauertraining Vorteile zeigt. Fur die Sport-Therapie des
Diabetes-Typ-2 bedeutet es, dass in der initialen Phase des notwendigen
Wechsels hin zu einem korperlich aktiveren Lebensstil alle drei
Interventionsformen in der Wertigkeit vergleichbar sind. Durch die
Auffacherung der Therapiemoglichkeiten kénnen somit insgesamt mehr
Patienten zu einer Intervention motiviert und die Drop-Out Rate reduziert

werden. Inwieweit dieser Trend auch Uber den Interventionszeitraum von
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sechs Wochen hinausgeht, kann nicht vorher gesagt werden. Es kann
vermutet werden, dass die Anpassungen der kdrperlichen Leistungsfahigkeit
in allen Gruppen messbar waren, weil die Probanden vor den Studien
korperlich inaktiv waren, sodass auch die in der Hypoxie- und der
Referenzgruppe gewahlten sehr moderaten Bewegungsintensitéaten zu den
gezeigten Anpassungen gefuhrt haben. Die Verbesserung der Belastbarkeit
der Patienten zeigte sich auch am Ruheblutdruck, der in der IH-Gruppe
signifikant gesenkt werden konnte. Diese Reduktion kénnte durch eine
verminderte Sensitivitat der Beta-Adrenozeptoren und eine Verminderung
des Sympathikotonus nach intermittierender Hypoxie hervorgerufen worden
sein (Meerson et al. 1991, Bernardi et al. 2001). Die Blutdruckreduktion fihrt
zu einer Verminderung des kardialen Sauerstoffverbrauchs (Raven & Potts
1998) und einer Senkung des Risikos kardiovaskularer Ereignisse (Schrader
2001, Stimpel 2001). Eine Senkung des Blutdruckes kann mit der Besserung
einer endothelialen Dysfunktion verbunden sein (Westhoff 2010). In der
Referenz- und der Ausdauergruppe konnten der systolische und diastolische
Blutdruck ebenfalls und in vergleichbarem Ausmalfd signifikant gesenkt
werden. Es konnten keine Gruppenunterschiede gesichert werden. Inwieweit
die Blutdrucksenkungen in der vorliegenden Arbeit durch eine positive
Beeinflussung der Endothelfunktion der Typ-2-Diabetiker durch die
Interventionen verursacht wurden, muss in weiteren Studien gepruft werden.

Die gezeigten Verbesserungen der korperlichen Leistungsfahigkeit kénnen in
der Hypoxiegruppe nicht mit Anderungen der Faserzusammensetzung und
der Faserdicke in der Skelettmuskulatur in Verbindung gebracht werden, da
keine Anpassungen gemessen werden konnten. In Ubereinstimmung damit
konnten Green et al. (1989) bei acht Probanden nach 40 Tagen chronischer
hypobarer Hypoxie entsprechend einer Hohe bis zu maximal 8800 Metern
keine Anderung der Faserverteilung Typ1/Typ2 nachweisen. Bei der gleichen
Studie konnten MacDougall et al. (1991) durch die Hypoxie insgesamt eine
Abnahme der Typl-Muskelfasern um 26% und der Typ2-Fasern um 25%

nachweisen.
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Bezuglich der Faserdicke berichten Hoppeler et al. (1990) nach achtwdchiger
Hypoxie (> 5000 Meter) von einer Reduktion um ca. 20%. Da in diesen und
anderen Hypoxiestudien gleichzeitig die Kapillaranzahl unverandert blieb,
wird mit der Abnahme des Muskelvolumens die Kapillardichte erhdht und die
Sauerstoffversorgung der Muskulatur durch die Verkirzung der
Diffusionsstrecken verbessert (Hoppeler & Vogt 2001). Es ist zu vermuten,
dass in der vorliegenden Studie die hypoxischen Reize nicht ausreichend
waren, eine Abnahme der Faserdicke und damit eine Verbesserung der O,-
Versorgung zu bewirken.

Dem gegeniber zeigte sich in der Ausdauergruppe der vorliegenden Studie
die in der Literatur nach Ausdauertraining hinreichend beschriebene
Zunahme der Typl-Muskelfasern bei gleichzeitiger Abnahme der Typ2-
Fasern (Putman et al. 2004). Da die Typl-Fasern gegenlber den Typ2-
Fasern neben einer erh6hten Mitochondriendichte auch eine héhere GLUT4-
Proteindichte aufweisen, kann dies zu einer Verbesserung der glykdmischen
Stoffwechselsituation von Typ-2-Diabetikern beitragen (Koénig et al. 2006).
Das konnte in der Ausdauergruppe durch eine signifikante Senkung der
Serumglukose untermauert werden. Die Ergebnisse stimmen mit anderen
Analysen Uberein (Boule et al. 2001, Snowling et al. 2006, Zanuso et al.
2010) und unterstreichen die Wertigkeit des Ausdauertrainings in der
Therapie des Diabetes-Typ-2.

In der Referenzgruppe und der Hypoxiegruppe dagegen kam es zu keinen
signifikanten Anderungen des Blutzuckerspiegels, wobei das Verhalten des
Blutzuckers bei den Teilnehmern der Hypoxiegruppe sehr inhomogen war,
wie die relativ hohe Standardabweichung belegt. Die Ursache kdnnte mit der
von Chapman et al. (1998) erstmals beschriebenen sog. Responder- und
Non-Responder-Hypothese nach H6hentraining erklart werden. Die Autoren
stellten nach TrainingsmalRnahmen mit Ausdauertrainierten in verschiedenen
Hoéhen ausgepragte interindividuelle Unterschiede bei den
Anpassungsreaktionen von EPO, totalem Erythrozytenvolumen und der
VO,max fest. Diese Befunde konnten spéater mehrfach bestatigt werden.
Ahnliche individuelle Variationen wurden bei der Atmungsanpassung und der
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Querschnittsregulation der LungengefdRe unter Hypoxie beobachtet
(Ubersicht bei Brooks et al. 2009). Spezifische Betrachtungen individuell
unterschiedlicher Reaktionen des Blutzuckerspiegelels von Typ-2-
Diabetikern unter Hypoxie sind in der Literatur nicht beschrieben.

Bezlglich des Fettstoffwechsels zeigten die untersuchten Parameter HDL-,
LDL-, Gesamtcholesterin und die Triglyzeride keine signifikanten
Anderungen durch die Interventionen. Auch der BMI blieb in allen Gruppen
unverandert. Moglicherweise war die Interventionsdauer zu gering fur
messbare Anpassungen, da andere Untersuchungen mit Typ-2-Diabetikern
teilweise signifikante Verbesserungen des Lipidprofils nach langerem
Ausdauertraining zeigten (Thomas et al. 2006, Kelley et al. 2007). Darlber
hinaus kénnen diese Ergebnisse die gute Compliance unserer Probanden
wahrend der Interventionen belegen, da die Erndhrungsgewohnheiten nicht
verandert und Maflinahmen zur Gewichtsreduktion vermieden werden sollten,
um die Anpassungen durch die Interventionen selektiv bewerten zu kénnen.
Die in der Literatur haufig beschriebene mdgliche Gewichtsreduktion durch
Hypoxieinterventionen wegen verminderter Nahrungsaufnahme und
erhohtem Grundumsatz (Neubauer 2010) konnte nicht bestétigt werden.

Der Ruhelaktatspiegel ist nach der Auffassung einiger Autoren bei Typ-2-
Diabetikern erhoht (Perez de Heredia et al. 2010) und kdnnte ein Risikofaktor
bei der Entstehung der Krankheit sein (Crawford et al. 2010). In den
Untersuchungen waren die Werte im Referenzbereich unter 1.8 mmol/l
(Biedler & Mertzluft 1995) und es zeigten sich keine signifikanten
Veranderungen des Laktatspiegels nach den Interventionen. Diese
Ergebnisse decken sich mit den Aussagen der Trainingsstudien von Kreutz
(2010) und Opitz (2011), die nach 12 Wochen Kraft- oder Ausdauertraining
mit Typ-2-Diabetikern keine Anderungen der Ruhelaktatspiegel messen
konnten. Trainingsstudien zum Einfluss intermittierender Hypoxie auf den
Ruhelaktatspiegel bei DT2 liegen nicht vor. Mehrere Autoren sehen die
Ursache erhdhter Laktatspiegel bei DT2 in der erhéhten Laktatbildung durch
hypertrophierte Adipozyten im viszeralen Fettgewebe Ubergewichtiger Typ-2-
Diabetiker (Perez de Heredia et al. 2010). Da durch die Interventionen der
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vorliegenden Studie keine Anderungen des BMI festgestellt werden konnten,
konnte das ein Hinweis auf unveranderte Fettreserven als Ursache fur die

ebenfalls unveranderten Laktatspiegel sein.

4.2 Der Einfluss des intermittierenden Hypoxie-

trainings auf den MCT im Skelettmuskel

Die immunhistochemischen Untersuchungen an der Skelettmuskulatur der
Typ-2-Diabetiker zeigten weder im Sarkoplasma noch im Sarkolemm
signifikante Veranderungen der MCT1- und der MCT4-Proteindichte in Folge
der intermittierenden Hypoxieintervention. Auch in der Referenzgruppe
zeigten sich keine signifikanten Anderungen. In der Ausdauergruppe
hingegen konnte im Sarkoplasma ein signifikanter Anstieg der MCT1-
Proteindichte bei analoger Reduktion der MCT4- Proteindichte gesichert
werden, die sarkolemmalen Proteindichten blieben unverandert.

Obwohl eine systemische Hypoxie ebenso wie akute Muskelkontraktion zu
lokalen Hypoxiearealen in der Skelettmuskulatur fihren (Richardson et al.
1995, 2006), bewirkte die Hypoxieintervention in der vorliegenden Arbeit
keine Anpassung der MCT-Proteindichten. Da es unter Sauerstoffmangel
Uber den HIFla-Signalweg zu einer vermehrten Expression insbesondere
des MCT4-Proteins in der Muskulatur kommt (Ullah et al. 2006), ist zu
vermuten, dass der intrazellulare Sauerstoffpartialdruck im M. vastus lateralis
durch die Intervention in der Hypoxiegruppe nicht hinreichend vermindert
war. Allerdings wurden die Ergebnisse der Versuche von Ullah et al. unter
unphysiologisch niedrigen O,-Driicken gewonnen (1% O, in der
Umgebungsathmosphére), die mit der vorliegenden Arbeit nicht vergleichbar
sind.

Es liegt gegenwartig nur eine weitere Publikation vor, in der der Einfluss von
Hypoxie auf die MCT in humaner Skelettmuskulatur beobachtet wurde. Juel
et al. (2003) untersuchten dabei die MCT1- und MCT4-Dichte in der
Skelettmuskulatur von acht gesunden Flachlandbewohnern nach acht
Wochen Aufenthalt in 4100 m HOhe im Vergleich zu acht einheimischen
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Gebirgsbewohnern. Die MCT-Proteine zeigten weder vor noch nach dem
Hohenaufenthalt Unterschiede in den beiden Untersuchungsgruppen. Die
Versuchspersonen absolvierten kein kérperliches Bewegungsprogramm.

In Tierversuchen (McClelland & Brooks 2002, Py et al. 2005) und Versuchen
mit Zellkulturen (Ullah et al. 2006) konnten dagegen Anderungen der MCT-
Proteindichte nach Hypoxieexposition gemessen werden. Die Arbeitsgruppe
um McClelland & Brooks setzte weibliche Ratten einer achtwdchigen
hypobaren Hypoxie (entsprechend ca. 4300 m Hohe) aus und fand danach
im Myokard einen Anstieg der MCT4-Dichte und eine Reduktion der MCT1-
Dichte sowie eine 47% Reduktion der MCT1- und der MCT4-Proteine im M.
plantaris. In anderen untersuchten Muskeln konnten keine Anderungen der
MCT-Proteindichte festgestellt werden, so dass die Autoren von einer stark
gewebeabhéngigen Regulation der Proteinexpression unter Hypoxie
ausgehen. In der vorliegenden Arbeit wurden ausschliel3lich Bioptate aus
dem M. vastus lateralis untersucht, so dass eine Veranderung der MCT-
Proteinexpression in anderen Muskeln nicht ausgeschlossen werden kann.
Die Reduktion der MCT-Proteine im M. plantaris konnte bei den Tieren durch
eine hypoxiebedingte Abnahme der korperlichen Aktivitat zu erklaren sein,
da kdrperliche Inaktivitat zur Dichteabnahme dieser Transporter fuhrt (Wilson
et al. 1998, Baker et al. 1998, Pilegaard & Asp 1998, Juel & Halestrap 1999).
Py et al. (2005) fuhrten Versuche an maénnlichen Ratten in hypobarer
Hypoxie (entsprechend 5500 m Ho6he) durch. Sie konnten nach
dreiwbchigem Aufenthalt in der Hohenkammer einen signifikanten Anstieg
der MCT4-Proteine im M. soleus messen. Im M. plantaris wurden keine
Anderungen festgestellt. Die MCT1-Proteindichte blieb in den beiden
Muskeln unverandert. Die Ergebnisse stimmen somit nicht mit denen der
Studie von McClelland & Brooks Uberein. Py et al. sehen die mdglichen
Ursachen dafir in der kurzeren Dauer der Intervention und dem
unterschiedlichen Geschlecht der Versuchstiere. Die hypoxiebedingte
Anorexie der Tiere mit einem damit verbundenen Gewichtsverlust fiihrte

nicht zu einem Einfluss auf die MCT-Proteindichte. In keiner der genannten
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Studien wurden differenzierende Messungen der MCT-Proteindichten im
Sarkolemm und im Sarkoplasma durchgefihrt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind teilweise kongruent mit den
Studien zur MCT-Proteinexpression in der Literatur, obwohl es keine
vergleichbaren Untersuchungen mit Typ-2-Diabetikern gibt. Der Vergleich
lasst vermuten, dass die Intensitdt und der Umfang der vorliegenden
Hypoxieintervention nicht ausreichend waren, um in Abhangigkeit von dem
HIF1la-Signalweg zu Adaptationen der MCT-Proteindichte zu fuhren.
Moglicherweise verfugten die Patienten Uber ausreichende respiratorische
und kardiovaskulare Kompensationsmoglichkeiten, um den physiologischen
intramuskularen Sauerstoffpartialdruck aufrechtzuerhalten, obwohl die
Regulation des regionalen Blutflusses Uber das Endothel (Kingwell et al.
2003) und die Erythrozyten (Sprague et al. 2010) bei Typ-2-Diabetikern
beeintrachtigt ist.

Als weitere Erklarung fur die unverdnderten MCT-Dichten, vor allem der
MCT1-Proteine, kénnte gesehen werden, dass der Ruhe-Laktatspiegel
durch die Interventionen unverandert blieb. So konnte es nicht zu der von
Hashimoto et al. (2007) beschriebenen dosisabhéngigen Anpassung der
MCT1- mRNA und —Proteine an erhdhte Laktatkonzentrationen kommen.
Eine mogliche Steigerung des Laktatverbrauchs als Surrogat bei
eingeschréangter Glukoseverfugbarkeit der Diabetiker mit entsprechendem
Anstieg der Transportproteine muss so als wenig wahrscheinlich betrachtet
werden. Auch die Steigerung der individuellen korperlichen Aktivitat hat
nicht, wie in der Literatur berichtet (Pilegaard et al. 1999a), zu vermehrter
MCT-Expression in der vorliegenden Arbeit gefihrt. Obwohl es hier zu einer
signifikanten Leistungssteigerung bei definierten Laktatkonzentrationen kam
(2- und 4 mmol/L Laktat), nahm die MCT1-Proteindichte als Ausdruck eines
gestiegenen intramuskuléaren Laktattransportes mit  verbesserter
Laktatoxidation in den Typl-Muskelfasern nicht zu. Es ist mdglich, dass die
verminderte Laktatfreisetzung in die Zirkulation bei korperlicher Belastung
durch funktionale Kooperationen der MCT-Proteine mit anderen
Transportern, wie dem NBC (Becker et al. 2005) oder der Karboanhydrase Il
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(Becker et al. 2010) verursacht wird. Juel et al. (2003) z. B. konnten
signifikante Anstiege der NBC und der Karboanhydrase IV nach zwei,
respektive acht Wochen Aufenthalt in 4100 m H6he nachweisen.

Dass in der Hypoxie- und der Referenzgruppe weder im Sarkoplasma noch
im Sarkolemm Verédnderungen der MCT-Dichte festgestellt werden konnten,
ist ein Hinweis darauf, dass es neben transkriptionalen und translationalen
auch zu keinen posttranslationalen Modifikationen gekommen ist. Ebenfalls
kann dadurch die Vermutung von Translokationsvorgangen aus
intrazellularen MCT-Pools (Pilegaard et al. 1999a, Bonen et al. 2000Db,
Johansson et al. 2001, Wang et al. 2003, Tonouchi et al. 2002, Kreutz 2010,
Opitz 2011) nicht bestatigt werden. Allerdings kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die interindividuellen Variationen (Responder/Non-Responder)
bei den Anpassungen der MCT1- und MCT4-Proteindichten in der
Hypoxiegruppe statistisch signifikante Ergebnisse verhindert haben. Die
differentielle Betrachtung der einzelnen Patientendaten lieferte keine
Hinweise auf eine systematische Variation der individuellen Reaktion der
MCT-Proteine. Fur valide Aussagen mussen weitere Untersuchungen mit
hoéheren Probandenzahlen durchgefuhrt werden. Brooks et al. (2009)
konnten in vitro an den Lymphozyten von zehn gesunden Probanden
individuell unterschiedliche Auspragungen der Reaktionen HIF-induzierter
Gene bei definierten Hypoxiegraden messen. Die Autoren vermuten auch
genetisch bedingte Variationen im HIF-System selbst fur die
interindividuellen Variationen bei den Anpassungen an Hypoxie. Es ist
naheliegend zu vermuten, dass diese Variationen bei Typ-2-Diabetikern
durch die genetische Determinante der Erkrankung, die Lebensweise, die
Medikation und die unterschiedliche Krankheitsdauer noch deutlicher
ausgepragt sein konnen als bei Gesunden. Die Hypothese der Responder-
bzw. Non-Responder ist nicht nur im Bereich der Hypoxieinterventionen
jedoch wissenschaftlich sehr umstritten. Da Gene in komplexen Netzwerken
mit einer ausgepragten Redundanz agieren, wird die Suche nach linearen

Ursache-Wirkungsbeziehungen auf der molekularen Ebene physiologischer
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Adaptationen nach Interventionen als simplifizierend angesehen (Booth &
Laye 2010, Timmons 2011).

Die Anderungen der MCT1- und MCT4-Proteinexpression in der
Ausdauergruppe stimmen tberwiegend mit der Literatur Gberein und kénnen
mit dem Fasershift in der Skelettmuskulatur erklart werden. Die Zunahme der
Typl-Fasern mit relativ hoher MCT1-Dichte bei gleichzeitiger Abnahme der
Typ2-Fasern mit relativ hoher MCT4-Dichte resultiert netto in einem Anstieg
der MCT1-Proteindichte und einer Reduktion der MCT4-Proteindichte in der
Skelettmuskulatur (Kreutz 2010, Opitz 2011). Die Zunahme spricht fur eine
erhohte Aufnahme und Verwertung von Laktat aus der Zirkulation, obwohl
die in der Studie gemessenen basalen Laktatspiegel keine Verénderung
zeigen. Mdoglicherweise ist der beschriebene Nachschub des energiereichen
Laktatmolekuls aus dem viszeralen Fettgewebe der Diabetiker (DiGirolama
et al. 1992, Hosogai et al. 2007, Ye 2009, Perez de Heredia et al. 2010) zu
nachhaltig, um eine dauerhafte Senkung des Blutlaktatspiegels durch das
Ausdauertraining zu bewirken.

Neben dem Interventionsdesign konnte auch die generelle Gefal3situation
der Typ-2-Diabetiker die Anpassung an die Hypoxie beeinflusst haben.
Durch die endotheliale Dysfunktion mit eingeschréankter NO-Freisetzung
kann es auch zu Beeintrachtigungen bei der Sauerstoffversorgung der
Skelettmuskulatur kommen, da eine Anpassung der Gefal3e an erhohten
Sauerstoffverbrauch nur noch eingeschréankt mdoglich ist (Frisbee 2001,
Behnke et al. 2002, Padilla et al. 2006). Diese Insuffizienz kdnnte zu einer
chronisch erhoéhten HIF1la-Exprimierung und dem Anstieg der MCT-Proteine
fuhren, was mdgliche Anpassungen durch die IH maskieren wirde. Durch
die bei DT2 haufig beobachtete Schlafapnoe kénnte dieser Effekt noch
verstarkt werden. Dem widerspricht allerdings die Tatsache, dass in der
Skelettmuskulatur von Typ-2-Diabetikern (Juel et al. 2004b) und an DT2-
Ratten (Py et al. 2001) erniedrigte MCT-Proteindichten gemessen wurden.
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4.3 Der Einfluss des intermittierenden Hypoxie-

trainings auf den MCT1 im Erythrozyten

Die immunhistochemischen Untersuchungen der Erythrozyten der Typ-2-
Diabetiker zeigten keine signifikanten Veranderungen der MCT1-
Proteindichte durch die intermittierende Hypoxieintervention. Weder unter
akuter Belastung noch im Vergleich U1 zu U2. Auch in der Referenzgruppe
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. In der Ausdauergruppe stieg
die basale MCT1-Proteindichte durch das Training signifikant um 73.80%,
und nach der Intervention kam es unter Belastung zu einer signifikanten
Reduktion der MCT1-Dichte um 61,79%.

In der einzigen weiteren wissenschaftlichen Studie zum Einfluss von Hypoxie
auf die MCT-Proteinexpression in den Erythrozyten konnten Juel et al.
(2003) bei acht gesunden Flachlandbewohnern nach zwei Wochen
Aufenthalt in 4100 m Hohe einen signifikanten Anstieg der MCT1-Dichte um
230% und nach acht Wochen um 405% gegenuber dem Basalwert
nachweisen. Die Probanden absolvierten kein kérperliches Bewegungs-
programm. Die Arbeitsgruppe erklart den Anstieg der Proteindichte mit einer
gesteigerten Erythropoese und einer héheren MCT-Dichte in den neuen
Erythrozyten im Vergleich zu den alten Erythrozyten vor dem
Hohenaufenthalt. Nach den Berechnungen der Autoren muss es, um die
gemessenen Anstiege der Proteindichten zu erzielen, zu einer fast 30-
fachen Steigerung der MCT1-Dichten in neuen gegenuber alteren
Erythrozyten kommen, wenn eine physiologische Erythropoese bei einer
Lebensdauer von 120 Tagen und ein unverandertes Blutvolumen
angenommen werden. Da es in der vorliegenden Arbeit zu keinem Anstieg
der MCT1-Dichte durch die Hypoxieintervention kam, war vermutlich die
Dauer der Exposition insgesamt (30 Stunden) und in den einzelnen
Interventionseinheiten (75 Minuten) zu kurz. Relativ einheitlich gehen
Berichte davon aus, dass die Erythropoetin-Produktion erst ab 84 — 120
Minuten Exposition bei einem Sauerstoffgehalt der Atemluft von unter 13%
gesteigert wird (Eckardt et al. 1989, Schmidt et al. 1991, Knaupp et al. 1992).

Durch die mindestens 24 Stunden Pausen unter Normoxie zwischen den
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Interventionseinheiten ist es moglich, dal? die zur erh6hten Proteinexpression
notwendigen Transkriptionsfaktoren, insbesondere HIFla, wieder auf
normoxische Level gesunken waren und es zu keiner langerfristigen
Anpassung der MCT-Proteindichte kommen konnte. Die Messungen in der
Studie von Juel et al. wurden nach ca. zwei Wochen (336 Stunden)
Aufenthalt in der Hohe durchgefihrt, was im direkten Vergleich eine mehr als
11-fache ununterbrochene Hypoxiedosis bedeutet. Die Hypothese von Juel
et al., dass die gesteigerte MCT1-Dichte mit durch eine gesteigerte
Erythropoese verursacht wird, wurde in Nachfolgestudien (Connes et al.
2004b, Rentsch et al. 2006) mit Injektionen von rekombinatem EPO Uber vier
Wochen udberpruft. Connes et al. sicherten an 16 ausdauertrainierten
Athleten nach der Intervention einen Anstieg des Laktatinflux in die
Erythrozyten von bis zu 27.9%. Obwohl weder eine Westernblot-Analyse
noch eine Immunhistochemie zur Bestimmung der MCT1-Dichte genutzt
wurde, erklaren die Autoren die gesteigerte Transportkapazitat mit einem
Anstieg der MCT1- Dichte in den Erythrozyten. Der Anstieg wird durch einen
erhohten Anteil an Retikulozyten und neuen Erythrozyten an der gesamten
Erythrozytenpopulation  aufgrund der gesteigerten, Epo-induzierten
Erythropoese erklart, da die Transportprotein-Dichte mit dem Alter der Zellen
abnimmt (Ferroni et al. 1991, Piomelli & Seaman 1993). Rentsch et al.
konnten an 13 Versuchspersonen mit Westernblot-Analysen den Nachweis
fuhren, dass nach der EPO-Intervention der insgesamt bis zu 50%- ige
Anstieg der MCT1-Dichte in den Erythrozyten auf einen erhdhten Anteil
junger Erythrozyten mit relativ hoheren MCT1-Dichten gegeniber alteren
Erythrozyten zurtckzufihren ist. Die Frage, ob die MCT1-Dichte in
Retikulozyten und jungen Erythrozyten grundsatzlich erhdht sind oder die
Dichte z.B. Uber den Transkriptionsfaktor HIF1a reguliert und moduliert
werden kann, konnte in den genannten Studien nicht geklart werden und
muss in weiteren Untersuchungen geprtft werden.

Die Steigerungen der MCT1-Proteindichte nach Hohenaufenthalt kénnten
zusatzlich auch durch die von Kreutz (2010) und Opitz (2011) nach Kraft-
und Ausdauertraining nachgewiesene Translokation zytosolischer MCT1-
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Proteine in die Membran mdglich sein. Danach ist die Steigerung der
Membranproteine nicht ausschlie3lich durch eine de novo Erythrozyten-
produktion erklarbar. Diesen Ansatz konnten Juel und Mitarbeiter nicht
prufen, da sie ihre Ergebnisse durch Westernblot-Analysen an den
Erythrozytenmembranen gewonnen haben. Mdgliche zytosolische MCT1-
Pools sind bei dieser Art der Probenverarbeitung verloren gegangen.

In der vorliegenden Studie wurden keine Messungen bzgl. HIF1, EPO, Hkt,
Retikulozytenzahl oder Blutvolumen durchgefiihrt. Es kann daher kein
Zusammenhang zwischen der unveranderten MCT1-Dichte und dem Einfluss
dieser Faktoren festgestellt werden.

In der Ausdauergruppe der vorliegenden Arbeit konnten die Ergebnisse von
Kreutz (2010) und Opitz (2011) bzgl. der Anstiege der MCT1-Dichte in den
Erythrozyten bestatigt werden. Ob der Anstieg der basalen Werte ebenfalls
durch eine gesteigerte Erythropoese verursacht wird, konnte nicht gepruft
werden. Es gibt Hinweise, dass hamatologische Anpassungen nach
Ausdauertraining auch auf eine gesteigerte Erythropoese zurlckzufihren
sind (Schmidt et al. 1998, Schmidt et al. 1991, Aoi et al. 2004). Aoi et al.
(2004) konnten an Ratten nicht nur den Befund bestatigen, dass junge
Erythrozyten eine hohere MCT1-Dichte aufweisen als Altere, sondern dass
die unter dem Einfluss eines Ausdauertrainings (drei Wochen jeweils finfmal
woOchentlich eine Stunde Schwimmen) gebildeten Erythrozyten hohere
MCT1-Dichten in der Membran haben als neu gebildete Erythrozyten bei
Ratten, die kein Training absolvierten. Nach einer Woche konnte die
Arbeitsgruppe diesen Unterschied bereits an erythroiden Zellen im
Knochenmark der Versuchstiere nachweisen. Ob diese Steigerungen der
Erythropoese und der gezielten Steigerung der MCT1-Dichte in den unter
Ausdauertraining gebildeten Erythrozyten-Membranen Gber den HIF-
Signalweg reguliert werden, wurde nicht analysiert. Unter kdrperlicher
Belastung wurden Senkungen des arteriellen Sauerstoffdruckes und der
Hamoglobinsattigung (Dempsey et al. 1984, Miyachi & Katayama 1999)
sowie des intramuskularen O,-Druckes gemessen (Richardson et al. 1995,
Wagner 2012). Ameln et al. (2005) konnten als Erste in Bioptaten des M.
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vastus lateralis einen Anstieg des HIF1a-Proteins nach akuten Anderungen
der O,- Verfugbarkeit aufgrund korperlicher Belastung nachweisen.
Gleichzeitig gelang ihnen der Nachweis gesteigerter mRNA-Expression der
HIF1-Zielgene VEGF und EPO.

Der in der Ausdauergruppe nachgewiesene Abfall der MCT1-Proteindichte
unter korperlicher Belastung stimmt mit den Ergebnissen von Kreutz (2010)
und Opitz (2011) iiberein und kénnte mit einer Laktat- und H'-induzierten
Translokation der Proteine aus intrazellularen Pools in die Zellmembran der
Erythrozyten erklart werden. Die Translokation der MCT-Proteine aus dem
Zytosol in die Membran fuhrt bei der immunhistochemischen DAB-Farbung
zu einer Aufhellung des Zytosols, da hier die MCT-Dichte abnimmt.
Gleichzeitig kann die Zunahme der MCT-Dichte in der Membran wegen der
bikonkaven Form und der zweidimensionalen Darstellung der Erythrozyten
nicht adaquat gemessen werden. Netto resultiert daraus eine Abnahme der
Farbeintensitat in den Erythrozyten (Kreutz 2010). Warum die mogliche
Translokation in der Referenz- und der Hypoxiegruppe nicht nachgewiesen

werden konnte, muss durch weitere Untersuchungen geklart werden.

4.4 Der Einfluss des intermittierenden Hypoxie-

trainings auf die Laktatverteilung im Blut

Die Untersuchung der Laktatverteilung im Blut anhand des Quotienten aus
der Laktatkonzentration im Blutplasma und der Laktatkonzentration in den
Erythrozyten (Laktatratio) der Typ-2-Diabetiker zeigte bei der Belastungs-
untersuchung in allen Gruppen einen signifikanten Verlauf, ohne
Gruppenunterschied. Unter Belastung kam es jeweils zu einem signifikanten
Abfall und nach der Belastung in der Erholungsphase zu einem signifikanten
Anstieg der Laktatratio (LR). Zu jeder Zeit der Messungen war die
Konzentration des Laktates im Plasma hdher als in den Erythrozyten. Es
konnte durch keine der untersuchten Interventionen eine signifikante
Anderung des Verhaltens der LR im Vergleich zu den Ausgangswerten

festgestellt werden.
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Laktatratio in Ruhe

Bereits in zahlreichen wissenschaftlichen Studien wurde die Laktatverteilung
in den Kompartimenten des Blutes beschrieben und im Einklang mit der
vorliegenden Untersuchung Uberwiegend eine ungleiche Verteilung des
Molekuls mit hoheren Konzentrationen im Plasma gegentber denen in den
Erythrozyten bestimmt. Die dabei berechneten LR-Werte in Ruhe bewegen
sich in einem Bereich von 0.50 — 0.80 (Noshi 1929, Devadatta 1934, Decker
& Rosenbaum 1942, Johnson et al. 1945, Huckabee 1956, Daniel et al.
1964, Harris & Dudley 1989, Juel et al. 1990, Lindinger et al. 1992, Smith et
al. 1997a, Smith et al. 1997b, Bangsbo et al. 1997, Bbning et al. 2007, Wahl
et al. 2010a, Wahl et al. 2010b, Zinner et al. 2011). Der Gradient der
Laktatkonzentration im Blut zwischen dem Plasma und den Erythrozyten wird
haufig mit der Donnan-Verteilung des Laktat-Anions Uber die Erythrozyten-
Membran (Johnson et al. 1945, Huckabee 1956, Boning et al. 2007) oder
durch das Membranpotential erklart (Daniel et al. 1964, Juel et al. 1990). Die
Donnan-Verteilung wird stark von den aktiven und passiven lonen-
Transportvorgadngen in den Blutkompartimenten beeinflusst. Laktat wird zu
ca. 90% uber den MCT1, zu ca. 6% Uber das Band-3-Protein und zu ca. 4%
nichtionischer Diffusion Uber die Erythrozytenmembran transportiert
(Deuticke et al. 1982, Poole & Halestrap 1993, Lindinger et al. 1995). Eine
Anderung der MCT1-Dichte kénnte die Verteilung der transportierten lonen
und die Dynamik des Transportes beeinflussen. Die moglicherweise
unterschiedlichen Transport-Proteindichten der Versuchspersonen in den
durchgefuhrten Studien kdnnten die relativ geringen, aber nachgewiesenen
Unterschiede der LR in der Literatur erklaren.

Die vorliegende Arbeit betrachtet als bisher einzige die LR bei Patienten mit
Diabetes-Typ-2. Die dabei ermittelten Werte sind im Bereich der publizierten
Untersuchungen und zeigen somit keinen Unterschied zu gesunden
Versuchspersonen. Lediglich Buono & Yeager (1986) sowie die
Arbeitsgruppe  Hildebrand et al. (2000) dokumentierten unter
Ruhebedingungen eine gleichmallige Verteilung des Laktat-Anions im Blut
(LR = 1.00). Die differierenden Ergebnisse haben mehrere Ursachen.
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Zunachst lasst die Messgenauigkeit bei manchen Analysemethoden mit
sinkenden Laktat-Konzentrationen nach, so dass unter 0.5 mmol/L teilweise
keine Bestimmungen mehr moglich sind (Eppendorf 2000). Dieser Fehler
betrifft vor allem die Messungen bei den im Vergleich zu korperlicher
Belastung niedrigen Konzentrationen in Ruhe. Weitere Ursachen fur die
Abweichungen der Ergebnisse liegen in der unterschiedlichen Art und dem
Ort der Probenentnahme. Vendse, arterielle und kapillare Blutproben sind
unterschiedlich mit dem Laktat-Anion beladen, was auch zu einer
Beeinflussung der LR fihren kann. Lindinger et al. (1992), die bei ihren
Messungen in Ruhe die relativ niedrigste LR von 0.18 ermittelten, benuzten
zur Analyse Blut aus der punktierten A. brachialis.

Die Technik der Blutenthahme im Rahmen kapillarer bzw. vendser
Blutabnahmen kann zu mechanischer Belastung der Erythrozyten und
anschlieBender Vermischung von Plasma- und Erythrozytenlaktat fihren. Die
Dauer von der Entnahme bis zur Analyse muss so kurz wie moglich und
standardisiert sein, um lonenaustauschprozesse und eine in Vvitro
Laktatproduktion in den Erythrozyten nach der Probennahme zu minimieren
(Boning et al. 2007). Eine sofortige Zentrifugation der Proben zur Trennung
der Kompartimente mit unmittelbar anschlieRender Fixierung ist dazu
notwendig. Hildebrand et al. (2000) zentrifugierten die entnommenen
Blutproben vor der Analyse 25 Sekunden lang bei 4°C mit 25000 G im
Vergleich zu ca. 3400 G in der vorliegenden Arbeit. Durch die wesentlich
hoheren Zentrifugalkrafte bei den Messungen der Arbeitsgruppe Hildebrand
kbnnte es zu einer Hamolyse und Vermischung von Plasma mit
Zellflissigkeit aus den Erythrozyten gekommen sein. Dadurch kdnnte der
fehlende Gradient der Laktatkonzentration zwischen Plasma und
Erythrozyten (LR = 1) in der Arbeitsgruppe erklart werden. Der fehlende
Gradient in den Ruhemessungen bei Buono & und Yeager (1986) kann nicht
diskutiert werden, da in der Publikation keine genaue Beschreibung der
Analyse vorliegt. Da die Laktatkonzentration entweder rechnerisch aus
Plasma- und Vollblutwerten, oder wie bei der vorliegenden Arbeit und bei
Boning et al. (2007), Wahl et al. (2010a), Wahl et al. (2010b) und Zinner et
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al. (2011) direkt bestimmt wurden, kann es zu geringfligigen Unterschieden
kommen. Beide Methoden kdénnen als zuverlassig und valide betrachtet
werden.

Laktatratio unter korperlicher Belastung

Unter korperlicher Belastung konnte in Ubereinstimmung mit den meisten
Arbeiten eine signifikante Senkung der LR und ein Wiederanstieg in der
Erholungsphase beobachtet werden (Boning et al. 2007, Wahl et al. 2010a,
Wahl et al. 2010b). Dieser Verlauf kann als Indiz der Verzégerung bei der
Wiederherstellung des Equilibriums nach der Stérung durch erhohte
Anschoppung von Laktat ins Blut durch kdrperliche Aktivitat gesehen werden
(Hildebrand et al. 2000). Im Detail bestehen jedoch Unterschiede in der
Auspragung der Ratioschwankungen und in den Belastungsprotokollen.
Grundsatzlich kamen bei der Ermittlung der LR Stufenbelastungen und
kurzfristige Maximalbelastungen zur Anwendung. Mit der vorliegenden Arbeit
sind die Untersuchungen von Buono & Yeager (1986), Harris & Dudley
(1989), Foxdal et al. (1990), Smith et al. (1997b), Hildebrand et al. (2000),
und Boning et al. (2007) bzgl. des stufenformigen Belastungsprotokolls
relativ gut vergleichbar. Unmittelbar nach Belastungsende zeigte sich bei
Boning et al. eine Senkung der LR im Mittel von 0.78 auf 0.40, bei
Hildebrand et al. von 1.00 auf 0.37, und bei Buono & Yeager von 1.00 auf
0.85. Die Ergebnisse von Bdning et al. sind im Einklang mit der vorliegenden
Studie, in der 13 junge gesunde Manner mit einem mittleren BMI von 22.8
getestet wurden. Die Methoden bei der Probenentnahme und
Weiterverarbeitung waren vergleichbar. Die Gegeniberstellung mit dieser
Studie bietet keine Hinweise, dass die Regulation der Laktatverteilung im
Blut bei Diabetikern-Typ-2 beeintrachtigt ist.

Bei Smith et al., Foxdal et al. sowie Harris & Dudley blieb die LR konstant.
Das konnte darin begriindet sein, dass vendse Blutproben genutzt wurden
und die Zeit bis zur Trennung der Kompartimente durch Zentrifugation zu
lange war. Dadurch konnte das Equilibrium wiederhergestellt werden und ein
maoglicher Unterschied zu der Ruhe-LR war nicht mehr nachzuweisen. Die
Moglichkeit, dass stufenformige Belastungsuntersuchungen grundséatzlich
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keine Anderungen der LR sichtbar machen (Wahl et al. 2010a) wird durch
die vorliegende Studie sowie die Arbeiten von Buono & Yeager (1986),
Hildebrand et al. (2000) und Boning et al. (2007) nicht bestatigt.

In den Untersuchungen von Juel et al. (1990), Smith et al. (1997a), Wahl et
al. (2010a), Wahl et al. (2010b) und Zinner et al. (2011) wurden kurze
maximale Belastungen bis zur Erschopfung der Versuchspersonen
durchgefiihrt. Die LR sank unter die Werte bei den Stufenbelastungen auf
0.34 — 0.20. Das erhartet die Erklarung, dass fur die Absenkung der LR unter
korperlicher Belastung die Dynamik der Anschoppung von Laktat im Plasma
mit ausschlaggebend ist, da die Grenze der Kapazitat der entsprechenden
Transport-Proteine in den Erythrozyten erreicht ist (Wabhl et al. 2010).
Lindinger und Mitarbeiter sehen in den Erythrozyten einen wichtigen Faktor
zur Regulation der lonenhomdostase in Plasma, Interstitium, und Zytosol.
Durch die Aufnahme von Laktat in die Erythrozyten wird der Plasmaspiegel
gesenkt und der Konzentrationsgradient zur Muskulatur erhéht. Das konnte
die Funktion aktiver Muskeln durch gesteigerten Laktatefflux langer aufrecht
erhalten (Lindinger 1992, 1995). AuRerdem kdnnte dadurch insgesamt mehr
Laktat im Blut transportiert und Uber das Zell-Zell-Shuttle-System die
Verteilung und Lieferung des energiereichen Laktats an die verbrauchenden
Organe und Muskeln verbessert werden (Brooks 2009).

Ob die LR durch die Erkrankung Diabetes-Typ-2, durch korperliches
Training oder durch intermittierende Hypoxie beeinflusst wird, kann zum
jetzigen Zeitpunkt nicht beurteilt werden, da die vorliegende Arbeit die
einzige Interventionsstudie dieser Art in der wissenschaftlichen Literatur ist.
Lediglich aus der Arbeit von Bangsbo et al. (1997) lassen sich Hinweise zu
korperlicher Belastung und Hypoxie entnehmen: Sie konnten bei Belastung
unter Hypoxie (14% O,) eine signifikant hohere LR messen (24 — 60%) als
unter Normoxie. Die Arbeitsgruppe sieht die Ursache evtl. in einem
unterschiedlichen Membranpotential der Erythrozyten bei Normoxie und
Hypoxie. Als weitere Ursache sehen sie eine mdglicherweise gleichzeitig
erhohte Protonenkonzentration unter Hypoxie im Plasma, da nach Roos
(1975), Roth (1991), Smith et al. (1997b) und Bo6ning et al. (2007) die
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Laktatratio invers an die Protonenratio gekoppelt ist. Eine solche Anderung
des Protonengefalles wirde allerdings gegen die anerkannte SID-Theorie
(Stewart 1983) sprechen, in der die Protonen zu den abhangigen lonen
gerechnet werden. Gegen die inverse Kopplung der Protonenkonzentration
bzgl. des Laktatinflux in die Erythrozyten kdnnte auch sprechen, dass in den
Untersuchungen von Harris & Dudley (1989) keine Kopplung der Protonen-
und Laktatratio erkennbar war.

Der mogliche Effekt einer akut erhéhten LR unter Hypoxie hat in der
vorliegenden Arbeit nicht zu einer dauerhaften Anpassung in Bezug auf
diese gefuhrt. Im Vergleich der Ul zu der U2 konnten keine signifikanten
Unterschiede im Verlauf der LR gesichert werden.

Wie in der vorliegenden Arbeit wurde in den Studien, die unter Belastung
eine Abnahme der LR sichern konnten, in der Erholungsphase ein
Wiederanstieg der LR gemessen (Juel et al. 1990, Hildebrand et al. 2000,
Bodning et al. 2007, Wahl et al. 2010a, Wahl et al. 2010b und Zinner et al.
2011). Nach 5 — 15 Minuten Erholungszeit war die LR wieder auf dem
Ausgangsniveau (Juel et al. 1990, Wahl et al. 2010a, Wahl et al. 2010b).

Da in beinahe allen Untersuchungen zur Laktatverteilung im Blut die LR <
1.00 ist, kann davon ausgegangen werden, dass die Laktatkonzentration in
den Erythrozyten immer niedriger ist als im Plasma. Das gilt auch fir die
Erholungsphase nach korperlicher Belastung, wenn Laktat und Protonen aus
dem Plasma in die verbrauchenden Zellen transportiert werden. In dieser
Situation muss das Laktatanion gegen eine hohere Konzentration im Plasma
aus den Erythrozyten transportiert werden. Wahl et al. (2011) vermuten, dass
die negative intrazellulare Ladung der Erythrozytenmembran die
Laktatanionen am Einstrom hindert bzw. den Ausstrom in das Blutplasma
verursacht. Das ist mit den derzeit bekannten Eigenschaften und
Mdglichkeiten der MCT- Proteine nicht vereinbar. Die MCT transportieren
ohne Energieverbrauch in Richtung der geringeren Laktatkonzentration
(Deuticke 1989, Poole & Halestrap 1993, Juel 1997, Wilson et al. 1998). Der
Transport gegen das Konzentrationsgefalle wirde Energie benotigen. Der
Transport tUber das Band-3-Protein und die nichtionische Diffusion sind
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ebenfalls nicht gegen das Konzentrationsgefalle mdglich. Die Kopplung der
Transportrichtung an ein Protonengefalle ist unwahrscheinlich, da in dem
Moment des Laktatausstroms aus den Erythrozyten das Konzen-
trationsgefalle der Protonen die Richtung a&ndern mdisste. Auf3erdem sind
auch andere Transporter aktiv an der pH-Regulation wie z.B. der
Na‘/H*Austauscher (NHE) oder die Ca’"ATPase, die eine Umkehr des
Protonengefalles verhindern, beteiligt (Brugnara 1997).

Die genannten Fakten implizieren fur den Fall des Laktatausstroms aus den
Erythrozyten gegen eine hdhere Laktatkonzentration im Plasma einen bisher
unbekannten Transportmechanismus. Denkbar ist  dabei ein
spannungsabhangiger aktiver selektiver Laktattransporter, der Uber das
Donnanpotential gesteuert wird, da dieses Potential mafigeblich fir alle
geladenen Molekile und lonen ist.

Durch die Beteiligung an der Regulation der Konzentrationsverhaltnisse ist
das Donnanequilibrium auch essentiell fir die Rheologie des Blutes, da
Stérungen des Equilibriums zu osmotischen Flissigkeitsverschiebungen mit
Volumenanderungen insbesondere der Erythrozyten fuhren kénnten. Smith
et al. (1997b) konnten bei einem erhoéhten Einstrom von Laktat in die
Erythrozyten eine Abnahme deren Flexibilitdt nachweisen.

Anderungen der Transportproteine durch Anpassungen an Sauerstoffmangel
oder erhdhtes Laktataufkommen durch koérperliches Training sind biologisch
sinnvoll, wenn die Geschwindigkeit der Regulation durch erhohte
Proteindichte gesteigert werden kann. Trainingsstudien zum Verhalten der
LR sind hier ein klares Forschungsdefizit. Die selektive Erhéhung der
relativen Transportkapazitat der Erythrozyten gegenuber dem Plasma,
messbar an dem Verhalten der LR, ware physiologisch kontraproduktiv, da
es Uber die Anderung der Flexibilitit und des FlieBverhaltens der
Erythrozyten zu gravierenden Nachteilen beim Stoffaustausch im Kapillarbett
kommen kénnte (Davis 1988, Smith et al. 1997b). Weitere Forschung zu den
Transportvorgdngen und Wechselwirkungen zwischen den Erythrozyten und

dem Endothel im Kapillarbereich von Typ-2-Diabetikern ist notwendig.
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5 Zusammenfassung

Das Laktatanion als ein energiereiches Molekul und der Transport zwischen
Zellen und Geweben uber die Monocarboxylattransporter (MCT) sind im
pathologischen Stoffwechsel der Diabetes-Typ-2-Patienten noch wenig
erforscht. Einerseits wird ein erhéhter Ruhelaktatspiegel als eigenstandiger
Risikofaktor fur DT2 gesehen, andererseits kdnnte die Oxidation von Laktat
als Surrogat bei einer eingeschrankten Glukoseverwertung infolge der
Insulinresistenz die Energieversorgung vor allem unter korperlicher
Belastung sicherstellen. Die Forschungsergebnisse zu erhéhtem Glukose-
verbrauch (Pasteur-Effekt) sowie Hinweise auf einen Anstieg der MCT-
Proteindichte unter Hypoxie lassen ein Synergiepotential erkennen, welches
durch belastungsbedingten zellularen Sauerstoffmangel begtnstigt werden
kann. Insbesondere Patienten mit einer hyperglykédmischen Stoffwechsellage
konnten so ihr kardiovaskulédres Risikoprofil verbessern. Die vorliegende
Arbeit untersuchte daher die Wirkung eines moderaten Bewegungs-
programms unter intermittierender normobarer Hypoxie in der Gegenuber-
stellung mit einem Ausdauertraining und einem moderaten Bewegungs-
programm an zuvor korperlich inaktiven méannlichen nicht-insulinpflichtigen
Typ-2-Diabetikern (n = 55, Alter 59.9 + 9.4 Jahre, BMI 31.6 £ 4.0). Es wurde
immunhistochemisch tberprift, ob die sechswochigen Interventionen in der
Skelettmuskulatur und den Erythrozyten zu Anpassungen der MCT-
Proteindichten fihren. AufRerdem wurden mdgliche Verdnderungen der
Muskelfaserzusammensetzung und Faserdicke sowie der Verteilung des
Laktatanions im Blut untersucht.

Alle Interventionen fuhrten zu einem signifikanten Anstieg von Parametern
der korperlichen Leistungsfahigkeit: Die relative maximale Sauerstoff-
aufnahme, die maximale Wattleistung und die Leistung bei 2 mmol/l- sowie
4 mmol/l Laktat wurden bei gleichzeitiger Reduktion des Ruheblutdruckes
verbessert. Die Muskelfaserdicke blieb in allen Gruppen unveréandert.

Das Verhalten der Verteilung des Laktatanions im Blut in Ruhe und unter

korperlicher Belastung wurde durch keine der Interventionsformen verandert
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und es zeigten sich keine Unterschiede im Vergleich zu Ergebnissen in
Studien mit gesunden Probanden.

Nur in der Ausdauergruppe konnten signifkante Anderungen der MCT-
Proteindichten und der Muskelfaserzusammensetzung gesichert werden: Im
Sarkoplasma stieg die MCT1-Proteindichte bei gleichzeitiger Abnahme der
MCT4-Dichte und es kam zu einer prozentualen Zunahme der Typl-
Muskelfasern gegeniber den Typ2-Fasern. In den Erythrozyten bewirkte das
Ausdauertraining eine basale Zunahme der MCT1-Proteindichte und nach
der Intervention konnte unter akuter korperlicher Belastung eine Abnahme
der MCT1-Dichte nachgewiesen werden.

Die Anderungen der MCT-Proteindichten in der Skelettmuskulatur kénnten
durch den Fasershift erklart werden, da in den Typl-Fasern mehr MCT1-
Proteine exprimiert werden als in den Typ2-Muskelfasern. Der Abfall der
MCT1-Proteindichte in den Erythrozyten unter Belastung konnte ein Hinweis
auf eine Translokation der MCT1-Proteine aus dem Zytosol in die Membran
sein.

Obwohl es in der Hypoxiegruppe weder in der Muskulatur noch in den
Erythrozyten zu signifikanten Anderungen der MCT-Proteindichten kam, ist
ein moderates Bewegungsprogramm unter intermittierender normobarer
Hypoxie in der initialen Phase zu einer kérperlich aktiveren Lebensweise von
Typ-2-Diabetikern eine wirksame alternative Therapieform.

Weitere Forschungen zu den Regulationsmechanismen auf zellularer und
molekularer Ebene sind notwendig, um dadurch gezielter mit
sportherapeutischen InterventionsmalRnahmen gegen die Progredienz dieser
Erkrankung vorzugehen und die Lebensqualitat der Typ-2-Diabetiker

nachhaltig zu verbessern.
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6 Abstract

The role of lactate as a metabolic fuel and its transport via monocarboxylate
transporters (MCTs) are only partially investigated in connection with the
pathological metabolism of diabetes-type-2. On the one hand, increased
resting lactate values are considered to be a risk factor in type-2-diabetes, on
the other hand the oxidation of lactate could provide the energy (during
physical activity) which is lacking from restricted glucose uptake due to
insulin resistance. As glucose uptake into the cell is one major problem in
type-2-diabetes, possibilities or interventions increasing this uptake or
alternative pathways (lactate metabolism) could be beneficial. Studies
showed that hypoxia and/or exercise increase glucose metabolism and the
expression of MCTs. It can be speculated that these hypoxia/exercise
induced changes could be beneficial for patients with a hyperglycemic status.
Therefore the present study investigated the effects of six weeks of moderate
exercise under intermittent normobaric hypoxic conditions. As a reference, a
second group performed the same moderate exercise under normoxia, and a
third group performed moderate endurance training in normoxic conditions.
All subjects were sedentary male non-insulin-dependent type-2-diabetics
(n = 55, age 59.9 + 9.4 years, BMI 31.6 £ 4.0 kg/m?). Before and after the
interventions, fibre type distribution, cross sectional area and MCT-density in
skeletal muscle and red blood cells (RBC) were investigated. Furthermore
the lactate distribution between plasma and RBC under resting and exercise
conditions was analyzed.

All interventions showed a significant increase in endurance capacity
(VOgzpeak, peak power and lactate threshold) and a reduction in resting blood
pressure, without differences between the groups. Skeletal muscle MCT1-
density showed a significant increase accompanied by a significant decrease
of MCT4 in the endurance group only. Furthermore the percentage of type-1
muscle fibres increased. The density of MCT1 in RBC under resting
conditions was significantly higher; under exercise conditions MCT-density
significantly decreased after the endurance training only. Lactate distribution
between plasma and RBC was not altered in any group.
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The changes in skeletal muscle MCT might be explained by the fibre type
shift, as type-1 fibres express more MCT1. The decrease of MCT1 in RBC
after exercise might give a hint of a possible translocation of lactate
transporters. Even though the changes in lactate transport and fibre type
composition were present in the endurance group only, all training regimes
showed beneficial effects on endurance performance. These results show
that moderate exercise with or without hypoxia could be a promising
alternative to conventional endurance training in the initial phase of a more

active life style of type-2-diabetes-patients.
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