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Abkirzungsverzeichnis
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HIF-1 e Hypoxia induced factor 1
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INEP s interposed nucleus
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NGF ... Neutrophic growth factor
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P Phosphat

ROS ..o Reaktive Sauerstoff Spezies
SCLS ..o solute carriers

TG o Trainingsgruppe

VCB ..o vestibulcellularer nucleus

| Nucleus Y

ZNS ..o Zentrales Nervensystem



1. Zusammenfassung

Physische Belastung induziert eine Vaskulogenese sowie eine Erhohung der Expression des
Laktattransporters MCT1 (Monocarboxylat Transporter 1) im Muskelgewebe. Diese Arbeit un-
tersucht den Einfluss einer vierwochigen Laufbandtrainingsintervention auf die kortikalen
Strukturen des Hippocampus und Cerebellum im Cerebrum der Maus. Hierfir wurden 8 Mause
kontrolliert randomisiert in zwei Gruppen unterteilt. Eine Untersuchungsgruppe erhielt eine
vierwochige Laufbandtrainingsintervention. Die Kontrollgruppe erhielt keine Trainingsinterven-
tion. Nach Mortalisierung wurden immunohistochemische Schnitte der Mausehirne angefertigt
und das Protein MCT1 der Kapillaren der Blut-Hirn-Schranke angefarbt. Diese wurden mittels
des Programms ,ImageJ“ auf die Expression des MCT1 sowie die Anzahl der Kapillaren un-
tersucht. Hierbei wurde die Expression des MCT1 mittels der Farbungsdichte in densitometri-
schen Einheiten gemessen (dE). Eine héhere Expression des MCT1 war hierbei durch einen
niedrigeren Wert gekennzeichnet. Die Ergebnisse zeigen eine signifikante Vaskulogenese im
Hippocampus im Vergleich der Trainingsinterventionsgruppe mit der Kontrollgruppe (Kapillar-
anzahl/Maus TG: 309,5 KG: 49,5; p< 0,05). Eine relevante Vaskulogenese kann im Cerebel-
lum nicht gezeigt werden (Kapillaranzahl/Maus TG:47,33, KG: 69; keine Signifikanz). Weiter
besteht eine deutlich erhdhte Expression des MCT1 bezogen auf die Kapillarflache, bezeich-
net ,Integrated density“, im Hippocampus der Mause der Trainingsinterventionsgruppe (In-
tegrated density in um”2 x dE, TG: 229,88, KG: 440,67 ; p<0,05) Im Cerebellum kann keine
héhere Expression des MCT1 im Flachenprodukt gezeigt werden (Integrated density um”2 x
dE, TG: 289,4 , KG: 189,7; keine Signifikanz). Die Abberanz der Ergebnisse ist sowohl durch
Einschrankungen im Versuchsdesign als auch durch Unterschiede im Ansprechen auf physi-
sche Intervention der beiden Gehirnareale erklarbar. Im Ausblick rechtfertigen die Ergebnisse
den Ausbau physischer Trainingsintervention auf die Therapie neurologischer Erkrankungen

mit Affektion der Kognition wie z. B: Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson.



2. Einleitung

Schon seit langerem ist bekannt, dass physische Belastung bzw. Sport positive Auswirkungen
auf unsere Gesundheit hat (1-3). Hierbei spielen physische, psychische und soziale Aspekte
eine Rolle (4). Ein weiterer Faktor ist die Verbesserung der kognitiven Leistungsfahigkeit (5,6).
So kann durch Sport auch bei neurodegenerativen und neuroinflammatorischen Erkrankungen
wie dem Morbus Parkinson und Multipler Sklerose, eine Verbesserung der kognitiven Leis-
tungsfahigkeit und somit den Krankheitsverlauf positiv beeinflussende Effekte nachgewiesen
werden (7, 16). Ebenso kann durch Sport eine Verbesserung der motorischen und koordinati-
ven Fahigkeiten erreicht werden. Dies impliziert auch Halte-, Stltz-, Ziel- und Extrapyramidal-
motorik. Diese motorischen Fahigkeiten sind bei der Multiplen Sklerose sowie dem Morbus
Parkinson aufgrund unterschiedlicher pathophysiologischer Effekte geschadigt. Auch hier
kann durch Training eine Verbesserung der Funktion erreicht werden (16,18). Sowohl Kogni-
tion als auch Motorik haben lhren Ausgangspunkt im zentralen Nervensystem in dem durch
Training adaptive Prozesse eingeleitet werden. Als Grundlage dieser Anpassung spielen ver-
schiedene Mechanismen eine Rolle. Hierbei vermitteln die Zytokine Neutrophic growth factor
(NGF) und Brain-derived neutrophic factor (BDNF) synaptogenetische Prozesse (8,9). Weiter
bestehen auch adaptive Prozesse induziert durch die veranderte Stoffwechselsituation unter
Belastung und dem damit einhergehenden Substratwechsel von Glukose zu Laktat. Dieses
gewinnt mit zunehmender Belastung Bedeutung als Energiequelle des ZNS (10). Hier wirkt
es zusatzlich als Induktor der Angiogenese (138). Das sogenannte Laktatshutteling erfolgt
uber MCT (Monocarboxylattransporter), welche Laktat aus den metabolisch aktiven Kompar-
timenten (z. B: der Muskulatur) ausschleusen und Uber den Blutstrom zu verteilen, wo sie es
mittels selbiger dem ZNS als Substrat zur Verfugung stellen (55). Betrachtet man die Kogni-
tion, ist die Hippocampusformation eine zentrale Verteilerstelle zwischen den Assoziationsa-
realen und ist somit entscheident fir die Qualitat der Denkprozesse. Somit wird die Hippocam-
pusformation haufig als Surrogatparameter fir die Untersuchung von Einflussfaktoren auf die
Kognition und deren Veranderung in Morphologie und Mikroskopie des ZNS verwendet (12).
Im Hippocampus besteht ein Zuwachs des Laktatmetabolismus unter Belastung (10). Eine
interstrukturell vermehrte Expression der Laktattransporter konnte dort bei physischer Aktivitat
bereits gezeigt werden (121). Dies korreliert mit einer Verbesserung der Kogntion im Mensch
und Mausversuch (6). Im Endothel der BHS sowie im Erythrozyten befindet sich ausschlieRlich
der MCT Subtyp MCT1 (15), welcher Gegenstand der in dieser Arbeit abgehandelten Unter-
suchungen ist. Das Cerebellum ist ein Areal welches in der Kognition eher eine untergeordnete
Rolle spielt und fihrend der Regulation von Halte-Stiitz und Zielmotorik sowie extrapyramidal-

motorischer Prozesse dient. Kapillarisierung und MCT Expression sind hier wenig untersucht.



Es ergibt sich hier jedoch ein Anstieg an MCT2 unter Belastung in der dort lokalisierten Pur-
kinjezellschicht (17), wohingegen keine Informationen zur Anpassung der MCT1-Expression
durch Training bestehen. Eine genauere Betrachtung belastungsinduzierter Veranderungen in

Angiogenese und MCT1 Expression in der BHS dieser Areale ist Ziel dieser Arbeit.

2.1. Laktat und Monocarboxylattransporter

Basis fur die in dieser Arbeit untersuchten strukturellen und quantitativen Veranderungen an
der Kapillaren der BHS des Mausehirns bilden das Laktat sowie die Monocarboxylattranspor-
ter. Laktat wirkt hierbei als Induktor der Angiogenese und fordert die Expression der Monocar-
boxylattransporter (138, 121). Der Monocarboxylattransporter 1 ist hierbei das Ziel der im ex-
perimentellen Teil dieser Arbeit immunohistochemisch angefarbten Hirnstrukturen. Ein Uber-
blick Uber Struktur, Synthese, Funktion und Lokalisation des Stoffwechselmetaboliten Laktat

und der Transportproteine MCT soll in diesem Kapitel gegeben werden.
2.1.1. Laktat

Die Bedeutung dieses Molekuls hat in der modernen sportmedizinischen Forschung erheblich
zugenommen. Wurde es friher nur als Verursacher muskularer Azidose angesehen, wird es
heute als zentraler Botenstoff flir Adaptionsprozesse auf metabolischer, genetischer und ha-
modynamischer Ebene betrachtet. In diesem Sinne hat sich der Begriff ,Lacthormon* etabliert
(53/27). Ein Uberblick iber die Entstehung des Laktats, dessen Bedeutung und damit verbun-

den die Bedeutung des Laktattransports soll hier gegeben werden.

Als Laktat (Milchsaure) wird ein mogliches Folgeprodukt der Glykolyse bezeichnet. Es kann
aus einem Zielprodukt der Glykolyse, dem Pyruvat, bei mangelnder Mdglichkeit des aeroben
Abbauweges uber Zitronensaurezyklus und Atmungskette gebildet werden (19). Ort der Gly-
kolyse ist dabei das Zytoplasma (20, S.44).

Gesamtbilanz der Glykolyse:
Glucose + 2ADP + 2P; + NAD*Y - 2Pyruvat + 2ATP + Pi + 2NADH/H™* + 2H,0

Die Bildung von Pyruvat aus Glucose ist verbunden mit einer Anhdufung des Reduktionsaqui-
valents NADH/H*. Da nur begrenzte Mengen NAD" zur Verfligung stehen, muss dieses repro-
duziert werden, um die Glykolyse aufrecht zu erhalten. . Die Reproduktion von NAD+ erfolgt
je nach Stoffwechselaktivitat aerob in der Atmungskette oder anaerob in der Milchsaurega-
rung. Im anaeroben Weg wird das entstandene Pyruvat zu Laktat umgesetzt und das gebildete
NADH/H* zu NAD" reduziert. Dies kann wieder als Wasserstoffakzeptor in der Glykolyse fun-

gieren und somit die Glykolyse aufrecht- erhalten.

10



Laktatentstehung:
Pyruvat + NAD H/H* = Milchsaure + NAD*

Wichtig ist hierbei, dass die Umwandlung in Laktat reversibel ist, dieses also durch Umwand-
lung in Pyruvat wieder als Substrat genutzt und in die aeroben Stoffwechselprozesse einge-

schleust werden kann.

Obgleich die fir die Muskelkontraktion nétige ATP Ausbeute der Glykolyse (2 mol ATP /
mol Glucose) und der anschlieenden Umwandlung des Pyruvats in Laktat viel geringer ist
als die, welche sich aus der aeroben Weiterverarbeitung ergeben wirde (32 mol ATP /
mol Glucose), gewinnt die Glykolyse mit zunehmender Belastungsintensitat hdheren Anteil an

der Energiebereitstellung.

Unter physiologischen Bedingungen liegt das Laktat zu 99 % dissoziiert, also in H* und Laktat’
vor. Dies fiihrte zu der Annahme, dass eine Bildung von Laktat mit einer Produktion von H* im

Zytoplasma einhergeht und somit Ursache fiir die muskulére Uberséuerung ist.

Jedoch gibt es hierzu kontrare Ansichten. Nach Robergs & Amann (2003) ist die Reaktion

der Bildung des Laktats aus Pyruvat verbunden mit einer H+ Aufnahme (21).

0

H:H /
C\NHz
\ ‘ §) 0
) 4 :
()§ ; { N \(;/ »
(; | |
(“—() ﬁO’ - HO- C—=H d
1 : | + H O J " .
, ‘ ) )
H-C-H | Adenine LDH H'(I -H Adenine
| .
H H
Pyruvate NADH Lactate NAD'

Abbildung 1:  Darstellung Laktatdehydrogenase Reaktion nach Robergs und Amann (21)

Die Autoren gehen davon aus, dass durch einen veranderten Anlagerungsmechanismus der
Protonen direkt die dissoziierte Form der Milchsaure entsteht und somit keine Protonenfreiset-
zung, sondern eine Protonenaufnahme erfolgt. Grund fur die belastungsbedingte Azidose ist
ihrer Meinung nach die protonenproduzierende ATP-Hydrolyse, deren Protonenequivalent

nicht durch die mitochondriale Respiration beseitigt werden kann (21).

Die Laktat-Leistungsdiagnostik basiert auf der Annahme, dass die Menge an ausgeschuttetem

Laktat dem Protonenausstol’ equivalent ist. Diese Annahme ware demnach unzutreffend.
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Laktat wird im Gegenteil ein puffernder Effekt bei zunehmender Azidose eingeraumt. Zudem
ermdglicht das Laktat eine Stimulierung der ClI- Kanale, welche essenziell fur das Auslésen

der Aktionspotentiale im Muskel ist. Somit halt Laktat die muskulare Arbeit aufrecht (22).

Weiter unterliegt die Laktatverteilung im Gewebe vielen endogenen Einflussen: der maximalen
Laktatproduktionsrate, der Laktatdehydrogenase-Verteilung, der metabolischen Kapazitat, der
Blutflussgeschwindigkeit, dem pH-Gradient zwischen den einzelnen Kompartimenten und dem
Laktattransport (23).

Bereits seit langerem weil® man von einem breiten Aufgabenbereich des Laktats in der Steu-
erung von Zellprozessen. So kann Laktat den Redoxstatus einer Zelle verandern. Je nach
Reaktionsrichtung koénnen durch Umwandlung in Pyruvat Veranderungen im Verhaltnis
NAD+/NADH H+ erzeugt werden. Durch Abtransport und Aufnahme an anderem Ort ergibt

sich so ein Regelmechanismus (24).

Weitere Bedeutung kommt dem Laktat in der Gefa3neubildung zu. Angiogene (gefalRbildende)
Prozesse koénnen durch Laktat und Hypoxie via hypoxia-induced-factor(HIF-1) abhangige
Wachstumsfaktoren stimuliert und reguliert werden (25,90). HIF-1 ist dabei ein Transkriptions-
faktor, welcher auf Veranderungen im Sauerstoffhaushalt der Zelle reagiert. Geringe Erhéhun-
gen der Laktatkonzentration haben dabei dhnliche Wirkungen wie eine Hypoxie unter aeroben

Bedingungen (23).

Zudem kann Laktat durch Stimulierung verschiedener Prozesse zu einer verbesserten Kol-
lagen-Synthese fuhren, welche essenziell fir die Gefalneubildung ist, um dem Blutfluss zu
widerstehen (26).

Laktat wirkt sich dariber hinaus auf die Regulierung der Transportproteinverteilung aus. An
L6-Myozyten konnte gezeigt werden, dass Laktat die Expression des MCT1 verbessert und
dessen Biogenese durch die Bildung von Sauerstoffradikalen (ROS) und ROS-reaktiven Tran-
skriptionsfaktoren verbessert (27, 28). So sorgt Laktat fur die Verbesserung seines eigenen

Transportes.

Es kann zwischen den verschiedenen Muskelfasertypen oder innerhalb der Zelle transportiert
werden (29,30). Dies geschieht durch verschiedene Shuttle-Prozesse wie dem Zell-Zell-Shut-
tle, also dem Austausch zwischen zum Beispiel zwei Muskelzellen oder auch intrazellularen
Shuttle, so zum Beispiel die Aufnahme des Laktats durch das Mitochondrium. Diese Shuttle-
Prozesse stutzen die Vorstellung des Laktats, sowohl Produkt als auch Substrat zu sein, je

nach Zelltyp und Lokalisation. Dies wird in Abbildung 2 verdeutlicht.
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Abbildung 2:  Laktatshuttle Mishra, Deepshikha & Banerjee, Debabrata. (2019)

Weiterhin sind die Shuttle-Prozesse wichtig in Anbetracht des Eliminationsortes des Laktats.
Im Tierexperiment konnte gezeigt werden, dass oxidativ arbeitende Fasern unter Belastung
bei 2,5 mmol/l Laktat von der Abgabe zur Aufnahme wechseln, glykolytisch arbeitende dage-
gen erst bei 4 mmol/l Laktat (31). Die oxidativ arbeitenden Fasern bilden also den Ort der
Elimination, wogegen in den glykolytisch arbeitenden Fasern produziert wird. Weiterer Elimi-
nationsort des Laktats ist die im Herzen lokalisierte glatte Muskulatur, wobei neuere Studien
auch dessen Elimination im Hirn belegen und damit verbunden ein wichtiges alternatives Sub-
strat zur Glucose zur Aufrechterhaltung der kortikalen Homeostase existiert (10). Entgegen
der friheren Meinung, Laktat lediglich als Stoffwechselendprodukt zu sehen, wird ihm heute
eine bedeutende Rolle als Stoffwechselmetabolit / Energielieferant und Signalmolekul zugute
geschrieben. Weitestgehend hat sich der Begriff Laktormon etabliert. (53/27). Die Bedeutung

Laktormon bezieht sich auch auf die regulatorischen Effekte des Laktats. So wird durch dessen
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Signalwirkung die MCT Expression am Erythrozyten gesteigert, Wundheilung geférdert, An-
gio- und Vaskulogenese stimuliert, das Targeting von Stammzellen beeinflusst sowie die Mig-
ration von Endothelzellen beeinflusst (88, 89, 34, 90).

Akut wirkt Laktat als Metabolit, welches bei Ausschittung eine regionale Vasodilatation und
damit eine Hyperperfusion erwirkt (24). Seine negativ Uberschieende Akkumulation im Rah-
men der schockassoziierten Laktatazidose flihrt damit zu einer nicht kompensierbaren zentra-

len Hypoperfusion und einer Akkumulation von weiteren Metaboliten.
2.1.2. Die Familie der Monocarboxylattransporter

Die Familie der Monocarboxylattransporter bildet eine Gruppe von 16 SCLS ( solute carriers
16), welche an den verschiedensten Lokalisationen im Korper den transmembranen Transport
von Substraten und Metaboliten, Hormonen (36, 37, 38, 39, 40) sowie der Distribution von
Pharamzeutika regulieren. Diesbezlglich spielen Sie eine essenzielle Rolle in der zellularen
Homeostase. Eine veranderte Expression oder Mutation zeigen Assoziationen zu verschiede-
nen systemischen und organspezifischen Erkrankungen, wobei die Uberexpression in ver-
schiedenen Tumorerkrankungen aktuell im Mittelpunkt der Forschung spezifischer Pharma-
zeutika zur targeted Therapie steht. Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick tiber die einzelnen
bekannten Isoformen gegeben werden, wobei der Fokus entsprechend der in dieser Arbeit
behandelten Thematik dem MCT1 zukommt. Im Weiteren werden regulatorische Prozesse
diskutiert. Die Verteilung der MCTs in den Kompartimenten zeigt Abbildung 5. Die Mikrostruk-
tur des MCT1 wird in Abbildung 4 verdeutlicht.

21.21. MCT1,2und 4

Unter den verschiedenen Eigenschaften der MCT Isoformen besteht vor allem Kenntnis tber
die Isoformen MCT1 und MCT4, welche beide im skelletalen Muskel zu finden sind. Der MCT1
ist gleichzeitig die einzige Isoform, welche im Erythrozyten nachgewiesen werden konnte (37).
Zudem befindet sich MCT1 auch im Mitochondrium der Zelle (34), was auch im Tierexperiment
mit Ratten belegt werden konnte (35). Um die Bedeutung dieser Transporter auch fur den
gesamten Organismus zu verstehen sei hier die Bedeutung flir den peripheren Stoffwechsel

skizziert

Die Expression der MCT1/4 in den Muskeln ist dabei vom Fasertyp abhangig. MCT1 kommt
dabei vornehmlich in den oxidativ langsam arbeitenden roten Fasern (so z.B. im M. Soleus)
vor, wogegen die hochste MCT4 Expression in der glykolytisch arbeitenden weiten Muskula-
tur, z.B. den weilen Muskelfasern des M. Gastrocnemius zu finden ist. Der rote Intermediartyp
weist hohe Konzentrationen beider MCTs auf (so zum Beispiel die roten Fasern des Gast-
rocnemius) (41, 42, 43). Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine erhéhte MCT1 Konzent-

ration mit einer héheren Laktataufnahme im Muskel verbunden ist (44), und die MCT1 somit
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vornehmlich fir die Laktataufnahme zustandig ist, und MCT4 aufgrund seiner Prasenz in den
glykolytisch arbeitenden Fasern flr die Ausschleusung des Laktats (41, 42). Dies ist auf ver-
schiedene kinetische Eigenschaften der beiden MCTs zurtick zu flhren, welche anschlie3end

genauer beschrieben werden.

Eine wichtige Funktion nehmen die MCT in der pH-Regulation des Muskels ein. Die Protonen
H* und das Laktat” werden immer im Verhaltnis 1:1 abtransportiert (45). Bei moderater Belas-
tung erfolgt der groRte Teil des Protonenabtransportes durch ein Na*/H* Austauschsystem,
welches mittels eines Transportproteins (NHE) geregelt wird. Insbesondere bei hoher Belas-
tung jedoch erfolgt der GroRteil des Abtransportes durch MCT1 und MCT4 und verhindert so-

mit die zellulare Ubersduerung (46).

Weitere wichtige Transportvorgange zur Regelung des intrazellularen pHs bilden der Na+/Bi-
karbonat-Kotransport (NBC). wobei im Astrozyten der NBCe1 eine herausragende Rolle spielt
(93, 94), der Na+/H+ Antiport (NHE) sowie eine Diffusion von CO; durch die Membranen.

Um den pH aufrecht zu erhalten sorgt die Carbonanhydrase fir den Umsatz von CO2 und H20

zu HCO3- und H+ lonen, wonach das Proton nun aktiv durch den NHE entfernt werden kann.

Im ZNS bestehen vor allem die CA-Isoformen I, 1V, Xl und XIV. Dort konnte fur die Isoform
CAll eine nicht-enzymatische Steigerung der MCT1 Transportrate nach Blockierung der Kata-
lysefunktion gezeigt werden. Somit scheint diese zusatzlich als eine Art Coenzym zu agieren,
welches als Protonenantenne wirkt (95, 96). Ein ahnlicher Effekt besteht fur die Isoform MCT4
(97). Durch all diese Prozesse wird die Glycolyse moduliert. Schematisch sind diese Prozesse
in Abbildung 3 dargestellt.

i H*+ HCO,” +* CO, +H,0
Laktat™ H” H*
4 ES &
—(MCT NHE NBC
v
ooy oy
Na’ Na' HCOy

Abbildung 3:  Darstellung der pH-Regualtion im Muskel nach Juel (14)

Die MCTs spielen also eine wichtige Rolle beim transmembranen Transport des Laktats, was

einen Zusammenhang zwischen deren Expression und Transportkapazitat nahelegt. So
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konnte eine positive Korrelation zwischen Nettolaktatfreisetzung und der sarkolemmalen
MCT1 und MCT4 Expression der Beinmuskulatur bei finfmintiger Belastung von 65 % V0,

max. gezeigt werden (47).

Eine verringerte MCT1 Expression im Muskel, sowohl bei Kranken des Diabetes Typ Il (48)
als auch bei koérperlich inaktiven Menschen (49) um 35 % zur Kontrollgruppe wiesen andere
Studien auf. Beide Gruppen werden dabei mit einem verringerten Laktatmetabolismus in Ver-

bindung gebracht.

Die Expression der MCTs lasst sich durch Training beeinflussen. So belegen diverse Studien
eine trainingsinduzierte Erhéhung der MCT Dichte in der Muskulatur bei Ausdauer-, Intervall-
und Krafttraining (46). Auch die diabetesbedingt verringerte Konzentration an MCT1 im Muskel

konnte durch ein 90-minltiges Krafttrainingsprogramm normalisiert werden (48).

Ein Weg, produziertes Laktat im Organismus zu beférdern, fuhrt Gber das Blut. Der Transport
des Laktats erfolgt dabei immer absteigend, das heil3t er ist abhangig vom Konzentrationsun-
terschied des Laktats in Muskel und Blut (26).

Die Aufnahmefahigkeit der Erythrozyten fiir Laktat und H* spielt dabei eine entscheidende
Rolle in Laktatmetabolismus. Untersuchungen zeigten, dass sich bei 30 Sekunden maximaler
Belastung das Ruheverhaltnis von ~0.5 (Erythrozyten Laktat/ Plasma Laktat) auf ~0.32 ver-
schiebt. Die Transportkapazitat der Erythrozyten wird dabei Uberschritten und es scheint, als
ware deren Transportvermogen hier ein limitierender Faktor (50). Einen positiven Effekt auf
den MCT1 Gehalt zeigt chronische Hypoxie, induziert durch langerfristigen Aufenthalt in gro-
Rerer HOohe. Diese flihrte in einer Untersuchung zur Adaption von 405 % des urspriinglichen
MCT1 Gehalts in Erythrozyten (41).

Im Rahmen eines ausdauerbetonten Interventionsprogramms an Kranken des Diabetes Typ Il
konnte bereits gezeigt werden, dass die MCT1 Expression in Ruhe im Blut durch Training
ansteigt. Dagegen senkte sich die Expression des MCT1 nach Belastung deutlich unter Aus-

gangswert (52). Die Ergebnisse legen eine belastungsbedingte Translokation des MCT1 nahe.

Unter den oben genannten Moncarboxylattransportern spielen die Isoformen MCT1, MCT2
und MCT4 eine wichtige Rolle im neuronalen Energiestoffwechsel und wurden im ZNS nach-
gewiesen (15,55). Sie katalysieren auch dort den Transport von Monocarboxylaten wie Laktat
in Kombination mit einem Proton und verhindern auch hier die zellulare und lokale metaboli-
sche Azidose und haben wichtigen Einfluss auf die pH Regulation (55). Dabei ist der Transport

stereoselektiv fur L-Laktat, elektronenneutral und ATP unabhangig.

MCT4 zeigt eine niedrige Affinitat zu Laktat (Km fir Laktat 17—-35 mM) und ist in glykolytisch
Aktiven Zellen wie o. g. der Muskelfaser Typ | oder in unserem Fall dem Astrozyten vertreten.
MCT1 zeigt eine hohere Affinitat zu Laktat (Km fir Laktat 3-5 mM). Diesbeziiglich ergeben
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sich auch andere Funktionen. Er stellt mit seiner ubiquitaren Lokalisation sozusagen die ,All-
zweckwaffe des Laktattransports da sorgt fir die Aufnahme von Laktat nach intrazellular, also
aus dem Blutstrom Uber die kapillare in den Astrozyt oder ins Interstitium wogegen der MCT4
fur die Ausfuhr des Substrats zustandig ist (54). MCT2 zeigt die hdchste Affinitat zu Laktat (Km
fur Laktat 0,5-1 mM), eine spezifische Lokalisation in den Neuronen und sorgt fiir die Auf-

nahme des zirkulierenden Laktats in da Neuron (55).

cD147
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Abbildung 4:  Struktur des MCT1 (38)

21.2.2. MCT3

Die Hauptfunktion des MCT3 ist der Laktattransport aus der Retina mit einer Lokalisation in

der basalen Membran des retinalen Pigments (56,57).
21.23. MCT5

Eine genaue und Funktion Substratspezifitdt konnte bis heute nicht beschrieben werden. Je-

doch wird eine Uberexpression bei gastrointestinalen Tumoren beschrieben (58,59).
21.2.4. MCT6

Dieser Transporter schein eine Rolle zu spielen bei dem Transport verschiedener Xenobiotika
im Darm (60).

2.1.2.5. MCT7

Der MCT7 spielt eine Rolle im Transport von Ketonkorper wie 3-Hydroxybutyrat. Mutationen
des entsprechenden Transporters sind assoziiert mit Lebererkrankungen wie der Steatosis

heaptis im Tiermodel (61).
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2.1.2.6. MCT8 und 10

Der MCTS8 ist fur die Aufnahme von L-Thyroxin in die Zeller verantwortlich. Eine Mutation der
genetischen Struktur bedingt das sogenannte Allan-Herndon-Dudley Syndrom (AHDS) wel-
ches mit kognitiven Defiziten einhergeht (62,63). Der MCT10 spielt hierbei ebenso eine wenn

auch nicht soweit erforschte Rolle in der Thyroxinhormonhomeostase (64)
2.1.2.7. MCT12

Eine genetische Mutation des Transporters ist dem Katarakt assoziiert. Der zellulare Mecha-
nismus diesbezuglich ist jedoch noch Gegenstand der Forschung. Der Effekt ist wohl partiell

durch die Anwesenheit von CD147 zu kompensieren (65).
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Abbildung 5:  Verteilung der MCT in den Geweben (152)
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2.2. Der zentralnervose Metabolismus

Aufgabe des zentralnervésen Metabolismus ist die Aufrechterhaltung des neuronalen Zellstoff-
wechsels sowie die Sicherstellung der adaquaten Neurotransmission. Hierbei integrieren sich
das Substrat Laktat sowie die Monocarboxylattransporter in diesen komplexen Kreislauf. Ein
Uberblick tiber die beteiligten Zellkompartimente und biochemischen Ablaufe wir im Folgenden

gegeben.
2.2.1. Die Bluthirnschranke

Die sogenannte Bluthirnschranke bestehend aus kapillarem Endothel, endothelialer Basal-
membran sowie Perizyten und Astrozytenfortsatzen bildet die wichtige Barrierefunktion am
Ubergang von Blut sowie Interstititum und Intrazelluldrraum des Gehirns (66 ,67). Weiter ist
der endotheliale Verbund durch Tight-Juncitions, vernetzt die eine transendotheliale Barriere
bilden (68, 69). Hierbei besteht ein Schutzfunktion welche den Influx von endogenen und exo-
genen Toxinen verhindert. Gleichzeitig stellt sie die Versorgung mit existentiellen Substraten
wie Glucose, Laktat, Sauerstoff und Aminosauren sicher (70). Eine weitere Aufgabe bildet die
Aufrechterhaltung der Homeostase. Hierbei ist die zellulare Funktionstuchtigkeit nur unter sehr
speziellen Bedingungen in pH, Substrat und Elektrolytkonstellation moglich (71, S. 9). Sche-

matisch ist die Anatomie in Abbildung 6 verdeutlicht.

Neben den Mechanismen der einfachen Diffusion bedient sich dabei die Bluthirnschranke di-
verser Transporter die den Stoffaustausch mittels vereinfachter Diffusion oder sogar aktivem
Tansport moéglich machen. In diesem Kontext spielt die intracerebrale ,Hurde“ eine existenti-
elle pharmakodynamische Rolle, da bereits hierbei die Anreicherung verschiedener Medika-
mente verhindert wird und so z. B: Chemotherapeutika Ihre Targets nicht erreichen. Umso
wichtiger ist es die verschiedenen Transportmechanismen an der BHS herauszufinden um
hierbei neben potentiellen Targets auch neue Schleusen fur Pharmaka und somit Therapiean-

satze zu entwickeln.

Die Astrozyten bilden ahnlich wie die Podozyten der renalen Glomerulie eine Umkapselung
der Kapillaren. Die Zellsomata kleiden dabei weiter den interneuronalen Raum aus. lhre Auf-
gabe ist hierbei die Stabilisierung der extrazellularen lonenkonzentration sowie die Versorgung
der Neuronen mit Substrat (72). Die Astrozyten spielen daher eine existentielle Rolle als Ver-
mittler zwischen metabolischen Zellen des Gehirns und dem Blutstrom (73,74) Neben der exis-
tentiellen Rolle in der BHS zeigen Studien Ihre Bedeutung fiir die Lern und Denkprozesse da

Ihre Anzahl im Gehirn unter kognitiver Belastung steigt (75).
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Abbildung 6:  Anatomie der Blut-Hirn-Schranke (158)

2.2.2. Zentralnervose Energietrager

Fir die mogliche Synthese von ATP fiir den neuronalen und cerebralen Energiestoffwechsel

stehen verschiedene Mdglichkeiten zur Synthese bereit. Hierbei differenziert man:

¢ Anaerob alaktazid aus Kreatinphophat
e Anaerob laktazid in Form der anaeroben Oxidation

e Sowie aerob alaktazid in Form der aeroben Oxidation (Atmungskette)

Die verschiedenen Formen der Energiebereitstellung spielen hierbei in unterschiedlichen Ge-
weben zu unterschiedlichen metabolischen Situationen eine Rolle. Prinzipiell steht hierbei das
Kreatinphosphat als initialer Pool fur Rickgewinnung von ATP vor allem im Muskel bereit,
Glykolyse und Atmungskette gewinnen hierbei abhangig vom Belastungszustand an Bedeu-
tung. Besondere Bedeutung kommt hierbei dem Pyruvat / bzw. Laktat zu, welches als Endpro-
dukt der Glykolyse und Substrat der Atmungskette eine entscheidende Rolle spielt und Thema

dieser Arbeit ist. Die Entstehung wurde bereits im Kapitel 1.2. diskutiert

Pyruvat wird unter aeroben Bedingungen in die Atmungskette eingeschleust und fiihrt zu einer
Potenzierung der ATP Ausbeute. Der Abblauf der Atmungskette Uber die einzelnen beteiligten

Komplexe zeigt Abbildung 7.

Bilanz der Atmungskette: 10 NADH+H+ + 2 FADH2 + 32 (ADP+ P) + 6 O2 — 10 NAD+ + 2
FAD + 12 H20 + 32 ATP. Die Mechanismen sind in Abbildung 7 verdeutlicht.
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Abbildung 7:  Energiegewinn der Atmungskette (159)

2.2.3. Zentralnervoser Substratumsatz

Der Hauptlieferant flr den cerebralen Energieverbrauch bildet mit 98 % Glucose. Diese wird
mittels erleichterter Diffusion Uber sogenannte Hexosetransporter der GLUT-Familie transpor-
tiert. Hierbei befindet sich der Vertreter GLUT1 am Erythrozyten und den kapillaren der BHS.
(76,77,78). Der Transport erfolgt hierbei nach dem Prinzip der vereinfachten Diffusion. Um den
hierflr notwendigen Gradienten aufrecht zu erhalten wird Glucose unmittelbar in Glucose-6-
Phosphat umgewandelt. So zeigt sich im cerebralen Interstitium unter regularen Bedingungen
lediglich eine Glucosekonzentration von 1-2 mM gegenuber 5 mM Blutglucosekonzentration.
Der GLUT 1 ist hierbei an den Fortsatzen der Arstozyten lokalisiert und sorgt fir den Grofteil
des Umsatzes. Uber den GLUT 3 erfolgt die Aufnahme direkt in die Neurone. Hierbei sind die
Astrozyten vorwiegend glykolytisch aktiv, wogegen die an der Neurotransmission beteiligten
Neuronen energieeffizient oxidativ arbeiten und sich der astrozytare Stoffwechsel dies unter-
stutzt. Beide Zelltypen sind jedoch prinzipiell zu oxidativer und glykolytischer Arbeit fahig. Ent-
sprechend dem favorisierten Metabolismus unterscheidet sich hierbei die enzymatische Aus-

stattung.

Ein wichtiges alternatives Substrat bildet hierbei das Laktat. Hierbei zeigt sich eine deutlich
verringerte Glucoseaufnahme um ca. 25 % bei gleichzeitig erhdhtem Laktatinfflux (79) unter
Belastung. Gleichzeitig besteht eine gesteigerte cerebrale Laktatverwertung um ca. 33 % (80).
Die Aufnahme des Laktats erfolgt dabei durch die in dieser Arbeit behandelten MCT- Trans-
porter. Eine deutlich erhéhte Laktatkonzentration mit ca. 3-4-facher Konzentration des Blut-
plasmas findet sich in der interstitiellen Gerhinflissigkeit. (82). Eine Kompensation des Stress-
bedingt erhdhten Energieumsatzes und einer konsekutiv en neuro-glukopenischen Status

durch erhdhten Laktatumsatz konnte diesbezlglich gezeigt werden. (87),

Im neuronalen Netzwerk wird Laktat und Glucose zur Synthese von Glutatmat, als Neurotrans-
mitter am synaptischen Spalt benétigt. Diese entsteht aus den Citratzyklus mittels Ammonisie-

rung von alpha -Ketoglutarat.
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Nach Entleerung der prasynaptischen Vesikel in den synaptischen Spalt kommt es hierbei zur
Wiederaufnahme der des Glutamats in die Astrozyten mittels spezifischer Transporter. Hierbei
wird mittels der Glutaminsynthase Glutamin synthetisiert, welches nach Transport in das In-
terstitium erneut in die Neuronen transportiert und mittels Glutaminase in Glutamat umgewan-
delt wird. Dieser Mechanismus spielt z. B. eine besondere Rolle bei hochgradig exzitatorischen

Neuronen des Tractus perforans (81).

Fir diese Prozesse wird Energie bendtigt. Die fur die Glutamatanreicherung nétige Energie
stammt aus dem durch die Na+/K+-ATPase mit hohem Energieverbrauch generierten lonen-
gradienten. Ebenso ist die neuronale Kommunikation am synaptischen Spalt abhangig von der
Aufrechterhaltung eines lonengradienten mittels der Na+/K+ ATPase. Die fur die Energiege-
winnung nétige Glykolyse und Laktatproduktion erfolgt im Zytoplasma der Astrozyten und wird
durch die glutamaterge Aktivitat der Synapse gesteigert (40). Fur die neuronale Energiegewin-
nung wird das Laktat aus den Astrozyten via MCTs in die Neuronen Uberflihrt wo es via Laktat-
dehydrogenase 1 (LDH1) in zu Pyruvat oxidiert und in die Atmungskette eingeschleust werden
kann (82,83)

Laktat wird hierbei zum einen durch die Astrozyten via LDHS produziert, kann aber auch Gber
die MCTs direkt Uber die BHS diffundieren. Hierbei konnten 3-5fache Laktatkonzentrationen
in extrazellularen Kompartimenten des Gehirns als im Blutplasma nachgewiesen werden (84).
Ebenso entspricht die Permeabilitdt des Laktats ca. 50 % der Glucose, sodass via MCT von
einem direkten Substrateinsatz des Laktats ohne den astrozytdren Weg auszugehen ist
(85,86). In der Summe spielt somit Laktat eine bedeutende Rolle im cerebralen Energiestoff-

wechsel. Die einzelnen Prozesse sind hierbei in Abbildung 8 verbildlicht.

Astrozyt

LDH «

Abbildung 8:  Funktion der glutaminergen Synapse (92)
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2.2.4. Das Astrozyten-Neuronen-Laktatshuttle

Wie bereits in 3.2.1 beschrieben spielen im ZNS vor allem die MCT Isoformen 1,2 und 4 eine

Rolle fiir die Schleusung von Laktat durch die Kompartimente.

In diesem Kontext wird vom Zell-Zell-Laktatshuttle gesprochen, welches im zentralnervésen
Kontext auch als Astrozyten-Neuronen-Laktatshuttle bezeichnet wird. Intrazellulare Shut-
tleprozesse also im Sinne eines intrazellularen Laktatshuttle meinen die Translokation Laktat
in Mitochondrium und Peroxisomen tber MCTs und LDH. (23,91)

In den Erythrozyten sowie dem vaskularen Endothel der BHS sind ausschlieflich die die MCT1
exprimiert (71). Der Erythrozyt nimmt (ber 90 % des Laktats Uber diesen Transporter auf und
kann Uber diesen Mechanismus das Laktat Uber die BHS als Substrat bereitstellen. Am Eryth-
rozyten wurde bereits gezeigt das vermehrte Expression des MCT durch kérperliches Training
gesteigert werden kann (13). Der Induktionseffekt ist hierbei deutlich grofer bei MCT1 als MCT
4 (14). In dieser Arbeit werden die Einflisse des Induktionseffekts auf die Bluthirnschranke an

Hippocampus und Cerebellum untersucht.

Astrozyt

" | Lak 281, pyr
»‘ .

Pyruvat LDHS , | aktat

A

|
ATP, o
\ Glykolyse =) v
CO,
__—»Glukose
/ A Neurone
Glukose \ -
Glykogen
" __ NADPH
Glukose y 1/ %‘Bausteme =
Kapillare A Glukose

Abbildung 9:  Die ANLS-Hypothese nach (98)

Entsprechend der kinetischen und molekularen Eigenschaften der Gewebe lasst sich also fol-
gender Weg flur das Laktat skizieren. Glucose wird mittels des GLUT Transporter in den Ast-

rozyten liber dessen Fortsatze aufgenommen, Uber die Glycolyse in Pyruvat umgesetzt und
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Uber die vorwiegend in diese Richtung katalysierende LDH5 in Laktat umgesetzt. Uber den
MCT4 erfolgt der Efflux und die Aufnahme durch den MCT2 an den Neuronen. Hier kann des
durch h die LDH 1 wieder in Pyruvat umgesetzt werden und in Citratzyklus und Atmungskette
eingeschleust werden. Uber den MCT1 ist auch der direkte Laktateflux tiber die BHS méglich.

Eine schematische Zeichnung der einzelnen Prozesse zeigt hierbei Abbildung 9.

2.3. Der Aufbau des Mausehirns

In den hier durchfuhrten Untersuchungen wurde an ein Ausdauerinterventionsprogramm an
der Maus durchgefihrt und im Anschluss Hippocampusformation und Cerebellum exempla-
risch untersucht. Im Anschluss soll eine anatomische Ubersicht und Funktionsbeschreibung

der Gehirnareale erfolgen.
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-
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Abbildung 10: Sagitalschnitt des Mausehirn in HE Farbung

2.3.1. Die Entwicklung des Mausehirns

Die Entwicklung des Mausehirns vollzieht sich ahnlich dem Primaten als Abkommling des
Ektoderms. Das ZNS wird sowohl bei der Maus als auch beim Menschen in Prosencephalon,
Diencephalon, Telencephalon, Mesencephalon und Cerebellum unterteilt. Es bestehen zwei
Hemispharen aufgeteilt in Substantia grisea und alba sowie den Hirnkernen, Hippocampus,
Amygdala und Gyrus cinguli (99,100,101). Der Cortex cerebri, Teil des Telenecephalon, ist bei
Rodentia (Nager), als auch beim Primaten in 4 Primarfelder, Occipital, Temporal, Parietal und
Frontal aufgeteilt. Sie sind Teil des Isocortex /Neocortex (99,100). Der Neocortex gewinnt da-
bei mit zunehmender GréRRe und Konnektivitat der kortikalen Schaltkreise an Bedeutung (102).
Unterschieden wird hierbei in Assoziationskortex, primar somatosensorischem Kortex sowie
primar motorischen Kortex, wobei die Verarbeitung sensorischer Reize und motorischer Befehl

bei der Maus anteilig sehr hoch ist (99). Im Gegensatz hierzu bilden Assoziationsfelder einen
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groRen Teil des Neocortex des Primaten. Die damit verbundene Regulierung im Sinne ver-
mehrt zielgerichteter Handlungen bei Primaten erschweren einen validen direkten Vergleich
zwischen Neocortex von Maus und Primaten (99). Der histologische Aufbau des Neocortex
besteht aus vier Laminationen entgegen sechs beim Menschen (103) Es bestehen Afferenzen

und Efferenzen zu zahlreichen Endhirnarealen .
2.3.2. Der Hippocampus

Die Struktur der Hippocampus ist Teil des Archiocortex und zeigt eine typisch eingerollte Struk-
tur. Es besteht eine ausgepragt konservierte, grundlegende zytoarchitektur und Interkonnekti-
vitat unter den Mammalia (104). Prozentual bildet er 23 % des Gesamtcortex des Rodentia
jedoch nur 2 % des Humanen. (105, S511). Im Hippocampus werden Antrieb, Emotion, Ge-
dachtnis als auch Lernprozesse gesteuert. Existentiell hierbei ist die Funktion in der Gedacht-
nisbildung von Priméar bis Tertidargedachtnis (12). Afferenzen kommen aus breiten neocortika-
len Arealen wie prafrontaler Cortex, Thalamus, Gyrus cinguli und enthorinalem Cortex. Effe-
renzen laufen von der Forniix ins Septum, zur Amygdala und zum Hypothalamus. Das so ge-
bildete System nennt sich Papez-Neuronenkreis (12). Uber diesen Neuronenkreis sollen re-
zente Gedachtnisinhalte ins Primar, Sekundar und Tertiargedachtnis tUberfiuhrt werden (106).
Betrachtet man den Morbus Alzheimer so zeigt sich eine Dysfunktion des HC. Hierbei besteht
eine anterograde Amnesie bei erhaltenem Langzeitgedachtnis (107). Bereits gespeicherte
Wissensinhalte kénnen abgerufen werden, jedoch scheitert die Integration neuer Gedachtnis-
inhalte. Die Hippocampale Region unterteilt sich in die Hippocampale Formation und die Pa-
rahippocampale Region (108). Es besteht ein Unterschied in Verschaltung und kortikaler
Schichtung (99). Die Hippocampale Formation umfasst drei zytoarchitektonische Bereiche,
Gyrus dentatus, Hippocampus proper und das Subiculum (99). Beim Nagetier sind beide He-
mispharen des HC durch ventrale und dorsale Kommissuren verbunden welche beim Primaten
inapparent sind (104). Der Hippocampus proper teilt sich in die Regionen CA 1-4 tangential C-
formig Uber das Cornu ammonis. Histologisch liegt Innen liegt zunachst der Alveus (weil3e
Substanz), in dem die Efferenzen des Hippocampus verlaufen und der sich in den Fornix fort-
setzt. Von dort pragt er einen langen Strang zum Rickenmark aus. An den Alveus grenzt das
Stratum oriens mit den Korbzellen, die von den Pyramidenzellen des angrenzenden Stratum
pyramidale aktiviert werden und die Pyramidenzellen hemmen. Das Stratum pyramidale wird
in die Felder CA1, CA2, CA3 und CA4 gegliedert. An diese Schicht grenzt das Stratum radia-
tum, gefolgt vom Stratum lacunosum-moleculare. Im Feld CA3 liegt zwischen Stratum radia-
tum und dem Stratum pyramidale noch das Stratum lucidum. Die afferenten Fasern verlaufen
im Tractus perforans, der an das Stratum lacunosum-moleculare angrenzt, und terminieren an

den Dendriten der Pyramidenzellen.
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2.3.3. Die Erregungsausbreitung im Hippocampus — intrinsischer Schaltkreis

Der HC besitzt ein komplexes intrinsisches Verschaltungsmuster. Als morphologisches Korre-
lat dient es der Bildung von Gedachtnisinhalten zum Lernen und Integrieren neuer Informatio-
nen (101). Das Verschaltungsmuster bildet einen Kreislauf von Afferenzen und Efferenzen:
den Papez-Neuronenkreis (12). Aus nahezu allen Assoziationsarealen des Neokortex sowie
des limbischen Systems gelangen afferente Nervenimpulse in den Enthorinalen Cortex der
Parahippocampalen Region (104). Von dort aus beginnt die trisynaptische Erregungsleitung.
Aus der superfizialen Schicht des enthorirnalen Cortex durchquert der Tractus perforans das
Subikulum und erreicht den Gyrus dentatus. Dabei werden zuerst die distalen Granulozyten
aktiviert, die im Anschluss uber nicht-myelinisierten Moosfasern die proximalen Pyramidenzel-
len der CA 3-Region und im nachsten Schritt die CA 1-Region erregen (99, S.125; 101, S.165).
Der Tractus perforans also die Zellen des Gyrus dentatus aktivieren. Er kann aber auch direkt
die apikalen Dendriten der CA 3- Region stimulieren. Wenige Nervenfasern aus dem En-
torhinalen Cortex kdnnen ebenfalls direkt das CA 1-Areal erregen (104, S.18f). Die Axone der
Pyramidenzellen der CA sind efferente Faserbindel und steuern in die Fornix. Sie dienen als
Ausgang der Nervenfasern des Hippocampus. Von hier aus kénnen der orbitofrontale Kortex
im basalen Vorderhirn, ein Teil des prafrontale Cortex, und die Nucleii des Hirnstamms ange-
regt werden. Zusatzlich existiert ein stark divergentes System an Efferenzen, die zum Ur-
sprungsort der kortikalen Afferenzarealen zurticklaufen (101, S.19f; 104, S.165f). Das kom-
plette Verschaltungssystem arbeitet mit dem Neurotransmitter Glutamat (109). Dieser Uber-
nimmt fir die explizite Gedachtnisprozessierung, verantwortlich fir das Erlernen neuer Fakten,

eine wichtige Funktion (111). Die Erregungsausbreitung ist nach Abbildung 11 nachvollziebar.
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Abbildung 11: Intrinsisches Verschaltungsmuster des Hippocampus (160)
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2.3.4. Das Cerebellum der Maus

Das Cerebellum in der hinteren Schadelgrube der Maus zeigt einen komplexen makroskopi-
schen und mikroskopischen Aufbau. Ein Uberblick (iber Anatomie, Mikroskopie sowie Zellty-

pen und komplexe Verschaltung soll im Folgenden gegeben werden.
2.3.4.1. Anatomische Grundlagen

Wie auch Menschen liegt das Cerebellum in der hinteren Schadelgrube und wird durch das
Tentorium cerebelli vom Cerebrum getrennt. Es besteht aus zwei Hemispheren welche im
Zentrum durch den Vermis verbunden sind. Nach rostral reicht das Cerbellum an den Collicu-
lus inferior und den kaudalen Anteil des Cortex. Es bildet das Dach des vierten Ventrikels. Mit
dem Hirnstamm ist es Uber die beidseits 3 Pendunculi cerebelli verbunden. Der Vermis ist
feiner Unterteilt in 10 Lobuli und deutlich prominenter als im humanen Cerebellum durch Fis-
suren geteilt.

imedulla oblongata

T e |

Abbildung 12: Makroskopie des Mausecerebellums nach (27, S. 361)

Im humanen Cerebellum werden die Hemispharen durch die Fissura prima in den Lobus an-
terior und posterior und der Lobus posterior durch die Fissura Flocculonodularis vom Lobus
Flocculonodularis getrennt. Dorsal befindet sich an beiden Hemispheren, der Flocculus der
uber den Nodulus an den Vermis reicht. Gemeinsam bilden Sie den Lobus Flocculonodularsi.
Die Oberflache ist hierbei durch linienférmige Fissuren aufgeworfen. Die kaudalste Struktur

grenzend ans Foramen magnum bilden die Kleinhirntonsillen.

In der Maus teilen die Hemispharen von rostral nach kaudal in den einfachen Lobus, crus 1
des anisoformen Lobus, Crus 2 des anisoformen Lobus, den paramedianen Lobus und die

Copula der Pyramis auf. Auch diese sind durch Fissuren getrennt. Die Copula der Pyramis
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geht in die Struktur des Paraflocculus Uber welcher in den Cortex des Flocculus tbergeht (27,
S. 360 ff). Eine apikale Darstellung zeigt Abbildung 12.

2.3.4.2. Zelltypen und histologische Gliederung

Wie auch beim Menschen wird der Cortex in 3 histologische Schichten unterteilt. In der ober-
flachlichen Molekularschicht befinden sich die Dendriten der Purkinjezellen sowie Axone der
Koérnerzellen und die Interneurone der Korbzellen. In der sich anschliefenden Purkinjezell-
schicht befinden sich die Somata der Purkinjezellen sowie Candelabrum Zellen und Bergman
Glia. In der Granularzellschicht befinden sich die Kronerzellen klein und eng gepackt. Hierbei

zeigen sich weitere Interneurone wie Glogizellen und Lugarozellen (27, 366 ff).

Die Purkinjezelle

Die ist die zentrale Zelltyp der cerebellaren Konnektivitat. Sie bilden mit die grofiten Neurone
des ZNS und haben eine GABAnerg inhibierende Transmission. Uber die WeiRe Substanz
projizieren die Axone in die cerebellaren und vestibularen Kerne in einem weitverzweigten
Baumartigen Komplex bilden. Kollateralen reichen auch in den cerebellaren Kortex und ver-
mitteln ein Feedbackinhibition Uber dortigen Interneurone. Die Dendriten der Purkinjezellen
bilden ein weiterverzweigtes Gitter mit den Parallelfasern der Kérnerzellen in der Molekular-
zellschicht Sie sind besetzt von Dornfortsetzten (engl: spines) an denen sie Synapsen mit den
Sternzellen sowie Kletterfasern bilden. An den Fortsetzten der terminalen Dendriten synapti-

sieren Sie mit den Parallelfasern.
Kornerzellen

Die Somata befinden sich klein und gepackt in der namensgebenden Schicht und stellen
zahlenmaRig die haufigste Neuronenklasse im ZNS dar (die Anzahl Ubersteigt dabei das
1000 fache der Purkinjezellen). Es besteht eine excitatorische glutamatinerge Transmis-
sion. Hiermit bilden Sie die einzige Glutamat verwendende Neuronenklasse cerbellar. Uber
Ihre Dendriten in der Granularzellschicht bilden Sie exzitatorische Afferenzen mit den Moos-
fasern sowie inhibitorische Synapsen mit den Golgizellen. Die Axone reichen in Molekular-
zellschicht in der Sie aufzweigen und die Parallelfasern bilden. Ebenso bilden Sie Synapsen

mit den Purkinje Zellen und geben so die Information der Moosfasern potenziert weiter.
Stern und Korbzellen

Sie bilden inhibitorische Neurone in der Molekularzellschicht welche auf Dendriten der Pur-

kinjezelle wirken. lhre Erregung erhalten Sie von den Parellelfasern.
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Glogizellen

Sie befinden sich ebenfalls in der Granularzellschicht mit Dendriten in der Molekularzellschicht
die durch Parallelfasern erregt werden. Ihre Synapsen bilden GABAnerg inhibitorische Verbin-
dungen innerhalb des Synaptisch-glomerularen Komplexes mit den Dendriten der Granulozy-
ten. Die Hauptfunktion hierbei scheint eine Feedbackinhibition des Granulozyten bei Erregung

durch die Moosfasern zur sein.
Bergmann-Glia

Sie bilden eine spezielle Form der Astrozyten, welche neben der Funktion als Stoffwechselre-

gulator auch existentiell fur die Entwicklung des Cerbellums sind.
2.3.4.3. Afferenzen und Efferenzen des Cerebellums

Die Afferenzen des cerebellaren Cortex bestehen im wesentlichen aus drei Systemen (27,
S.371ff).

Den Moosfasern welche lhren Ursprung in Pons, Hirnstamm sowie dem Rickenmark haben
und uber eine Synaptogenese mit den Kdrnerzellen eine Potenzierung |hres Einflusses auf die
Purkinjezellen austiben. Sie bilden einen eine synaptischen Glomerulus mit den terminalen
Dendriten der Granulozyten sowie den Golgizellen. Sie zweigen sich in der Granularzellschicht
in viele Fasern auf, welche jeweils in einem synaptischen Glomerulus mundet und somit der

Einfluss des Ursprungsneuron auf das Cerebellum vertausendfachen.

Den Kletterfasern welche aus dem kontralateralen Nueclues olivaris inferior der Medulla ob-
longata erhalten und direkte Synapsen mit proximalen Dendriten der Purkinjezellen bilden. Sie
bilden eine der starksten exzitatorischen Verbindungen in Saugetieren und die unbedingte und

existentielle Verbindung zum motorischen System.

Ein drittes System kommt aus diffusen Regionen des Gehirns implizierend den Raphe
Kernen sowie dem Locus coeruleus. Sie enden in allen Arelaen den cerebellearen Cortex so-
wie den Kleinhirkernen. Ein Uberblick tiber die nueronale Verschaltung des Cerebellums
zeigt Abbildung 13.
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Abbildung 13: Die komplexe Verschaltung des Cerebellums (161)

2.3.4.4. Kleinhirnkerne

Beim Menschen beschreibt man den Nucleus Dentatus, emboliformis, globosus und fastrigii.

Eine derart eindeutige Einteilung erfolgt bei der Maus nicht (152).

In der weilRen Substanz des Cerebellums besteht eine mediale, eine zwischengeschaltete

(Nucleus interpositus) und eine laterale Gruppe. Sie kdnnen weiter unterteilt werden und pro-

jizieren vorwiegend in Rickenmark und Thalamus (27, S.378ff).
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Abbildung 14: Die cerebellaren Nuclei nach (27, S.379)

Die mediale Gruppe unterteilt sich in einen caudiomedialen Nucleus (MedCM), einen rostro-
medilaen Nucleus (MedM) und die dorsolaterale Tuberanz (MedDL). Der MedDL erhalt Affe-
renzen vom cerebellaren Hinterlappen wohingegen die weiteren medialen Kerngruppe Affe-
renzenzen vom Vermis erhalten. Der MedM hat Bedeutung in der Kontrolle von Gleichgewicht,
und autonomen Funktion via Projektion auf das Nachhirn, Vestibulariskernen und retikularem
System. Der MedCM projiziert auf die Occulumotoriuskerne und via Thalamus auf den Cortex.

Auch der Nucleus interpositus (IntP) weist verschiedene Anteile auf. Man unterscheidet einen
posterioren Anteil mit groRen Neuronen sowie einen parvizelluldren ventralen Anteil (IntPPC)
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bestehend aus kleinen Neuronen am Dach des vierten Ventrikels. Beim Menschen entspricht
der posteriore Anteil dem Nucleus globosus, der anteriore Anteil dem Nucelus emboliformis.
Der intP erhalt Afferenzen von vielen Arealen so z. B. Nucelus ruber, dem Colliculus superior
und dem Nucleus Darschewitz (153). Der medial-anteriore Teil der des IntP, das Int A Segment
projiziert retrograd in den magnozellularen Teil de N. ruber und ist beteiligt am Eyeblink codi-
tioning (154)

Der laterale Nucleus (Lat) projiziert vorwiegend auf parvozellulare Teile des N. ruber sowie

zum Thalamus.

Weiter besteht ein vestibulcelluldrer Nucelus (VCB) und eine Nucleus Y (Y) mit enger Verbin-
dung zu den cerbellaren Kernen. Es bestehen Afferenzen vom Sacullus und somit zum ves-

tibularen System. Ein Uberbllick Uber die Kerngruppen gibt hierbei Abbildung14.
2.3.4.5. Afferenzen und Efferenzen der cerebelldaren Kerne

Die dominante Afferenz aller cerebellaren Kerne bilden die Purkinje Zellen. Eine Mutation der
Purkinje Zellen im Ratten Experiment fuhrt hierbei zur mangelnden Ausbildung der cerebella-
ren Kernneurone (155). Hierbei besteht eine topographische Orientierung. Extracerebellare
Projektionen bestehen von Rickenmark, pontinen Kernen, dem Nucleus olivaris inferior und
dem Nucleus ruber (27, S. 378 ff).

Die cerebellaren Kerngruppen haben eine charakteristische Efferenz. Hierbei projizieren fas-
tigiale mediale Kerne gekreuzt und ungekreuzt zu den Vestibulariskernen, der Formatio reti-
cularis und dem Thalamus. Die zwischenliegende Kerngruppe vorwiegend zum Nucleus ruber

und die laterale Kerngruppe zum kontralateralen Thalamus.

In Zusammenschau lasst sich ein komplexes Verschaltungsmuster des Cerebellums darstel-
len. Anatomisch bestehen vor allem aufgrund des evolutionar alters engste Verwandtschaft
zum humanen Cerebellum. Die Hauptaufgabe kommt hierbei vestibularen Kontrolle sowie der
Moderation der Extrapyramidalmotorik via Nucelus ruber und der Afferenz Gber die Oliven-

kerne zu.
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3.

3.1.

Material und Methoden

Material

3.1.1. Versuchstiere und Untersuchungsdesign

Fir die Studie wurden 12 Wochen alte Mause des Wildtyps in eine Trainings- und Kontroll-
gruppe (TG und KG) unterteilt.

Tabelle 1: Gruppeneinteilung der Probanden, die Verteilung erfolgte randomisiert
Trainingsgruppe Kontrollgruppe
M 3.1 M 3.10
M 3.3 M4.13
M 4.11 M 4.14
M7.3 M 7.11

Das Training erfolgt fir die Dauer von vier Wochen nach folgendem Trainingsplan:

1 Stunde/Tag

5 Tage/Woche

4 Wochen insgesamt (28 Tage)
18 Meter/Minute

Level-running (0° Steigung)

Die KG blieb wahrend der gesamten Versuchsdauer im Kafig. Nach den vier Wochen wurden

alle Mause direkt durch Genickbruch mortifiziert.

3.1.2. Software und Gerate

Fir die Auswertung der Praparate werden folgende Gerate verwendet:

In der linken Spalte stehen die verwendeten Gerate fir die Ausarbeitung dieser Arbeit. Die

rechte Spalte gibt Herkunft, Version und System des links stehenden Gerats wieder.
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Tabelle 2: Beschreibung verwendeter Gerate

Gerate System
BioCut Paraffinmikrotom Leica, Jung RM 2035
Lichtmikroskop KS 300, Imaging System Release

3.0, Halbermass Deutschland

Kamera Sony MC-3255 AVT Horn,

Aalen, Deutschland

Bildbearbeitungsprogramm ImagedJ Version 1.51d, National In-
stitutes of Health, USA

Rechnerische Auswertung Microsoft® Office Excel 2010
Graphische Auswertung Microsoft® Office Excel 2010
Immunhistochemische Behandlung Siehe Tabelle 3

3.2. Methoden

3.2.1. Histologische Bearbeitung

Im Folgenden sind die einzelnen Schritte der histologischen Ausarbeitung
dargestellt:

Die Immunhistochemie des MCT 1 wird gemalR eines modifizierten Farbeprotokolls der Abtei-
lung Molekulare und zelluldre Sportmedizin der Deutschen Sporthochschule Kéln angefertigt.
Alle Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Auf die Ansatze zu den entsprechend Lésungen

wird in der sich anschlieRenden Promotionsarbeit eingegangen.

Nach der Sezierung der Gehirne werden Paraffinschnitte mit dem BioCut Paraffinmikrotom in
7 ym dinne Scheiben geschnitten und mindestens zwei bis maximal vier Schnitte werden pro
Maus auf einem Poly-L-Lysin-Objekttrager fixiert. Von jeder Maus gibt es zwei Objekttrager.
Die rechte Hemisphare der Mausegehirne wird als Sagitalschnitt angefertigt, die linke Hemi-
sphére in der Frontalebene geschnitten. Ein Praparat pro Objekttrager dient als Negativkon-
trolle (Immunhistochemische Kontrolle, IHC). Die anderen Schnitte wird am Ende der Ausar-
beitung mit dem MCT 1-Antikdrper (MCT 1-AK) bearbeitet.

Durch das Poly-L-Lysin-Eiweil® werden die Paraffinschnitte auf dem Objekttrager automatisch
fixiert. FUr 12 Stunden werden die Praparate in einen Zitratpuffer (Ph = 6) eingelegt und bei
60°C inkubiert.
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Am Folgetag beginnt die immunhistochemische Bearbeitung der Schnitte mit dem dreimaligen
Waschen einer 0,05 Mol Tris-Pufferldsung (TBS) fiir jeweils zehn Minuten. Um im weiteren
Verfahren die einzelnen Schnitte separat einfarben zu kénnen, werden alle Schnitte auf den
Objekttragern einzeln mit einem Fettstift (Dakopen s2002, Danemark) eingekreist. Im nachs-
ten Schritt erfolgt fir 20 Minuten eine Inkubation durch ein Gemisch aus 3 % H202 in Metha-
nol. Dies dient dazu, eventuell vorhandene exogene Peroxidase zu blockieren. Nach 20 Minu-

ten

Einwirkzeit werden die Objekttrager erneut mit der TBS-L6sung zweimal fir jeweils zehn Mi-
nuten gewaschen. Im nachsten Schritt wird eine Ammoniumchlorid-/Triton-X-Lésung fir wei-
tere zehn Minuten aufgetragen. Sie sorgt fur eine Permeabilisierung der Zellmembran des
Gewebes, damit sich der spatere MCT 1-AK durch das Triton- X leichter ans Antigen binden
kann. Das Ammoniumchlorid I6st die Aldehydvernetzungen auf und demaskiert das Gehirn.

Erneut werden die Objekttrager fur zweimal zehn Minuten mit TBS gewaschen.

Bevor der erste Antikorper (AK) auf die Schnitte verteilt wird, erfolgte eine Blockierung der
unspezifischen Bindungsstellen durch das Protein Rinderalbumin (BSA). Dadurch kann sich

der primare AK nicht mehr an diese Rezeptoren binden.

Das BSA ist eine 5 % Loésung auf dem Schuttler in 0,05 Mol Tris-Puffer. Die Dauer der Blo-
ckierung bendtigt ca. eine Stunde. Danach erfolgt die Inkubation des ersten AKs tber Nacht
bei 4°C im Kihlschrank. Der Primarantikérper wird in 0,08 % BSA in einem Verhaltnis von
1:1.000 mit dem MCT 1-AK verdiinnt. Die IHC wird mit 0,08 % BSA ohne AK benetzt. Am
Folgetag werden die Objekttrager viermal fir zehn Minuten mit TBS gewaschen, im Anschluss
der sekundare MCT 1-AK auf die Schnitte aufgetragen, nachdem mit TBS im Verhaltnis 1:400
verdinnt wurde. Wahrend der 60 -mindtigen Inkubationszeit reagiert der zweite AK gegen die
Spezies, aus der der erste AK stammte. Dabei bindet der sekundare AK an das freie Ende des
primaren AKs. Erneut werden die Objekttrager viermal fur zehn Minuten mit TBS gewaschen.
Far weitere 60 Minuten werden die Schnitte mit der Horseradish-Peroxidase (HRP) inkubiert,
die im Verhaltnis 1:150 mit TBS verdinnt wird. Mit dem HRP wurde der sekundare AK markiert,
sodass er mittels einer Entwicklungsmethode — Diaminobenzidin (DAB) genannt — nachweis-
bar wird. Erneut folgen vier Waschvorgange mit TBS mit zehn Minuten Dauer. Nach der letzten
Waschung werden die Praparate mit der DAB-LOsung versetzt. Zur Kontrolle der Farbung wird
die Wirkdauer unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Nach eingesetzter Farbung wird das DAB
durch funfmaliges Waschen mit TBS gestoppt. Am Ende werden die Objekttrager zur Entwas-
serung und Reinigung in eine aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 96 %, 100 % Ethanol, Xylol)
getaucht, anschlieRend die Praparate mit einem Tropfen Entellan und einem Deckglaschen
luftdicht abgeschlossen. Durch diesen Schritt kdnnen die Objekttrager mit den Praparaten fur

eine spatere Auswertung erneut verwendet werden.
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Tabelle 3:

Beschreibung verwendete Losungen

Lésung

Anséatze

Trispuffer (TBS)
0,05 Mol [pH = 7,6]

6,057 g Tris(hydroxymethyl-)Jaminomethan in 250
ml destilliertem Aqua I6sen

8,766 g NaCl (= 150 mmol) dazu geben

Mit 1 n HCI (= 40 ml) auf pH = 7,6 einstellen

Mit destilliertem Aqua auf 1000 ml auffiillen

25 ml Wasser-
stoffperoxidlésung

4,5 ml H20

Mit 0,5 ml 3 % H20, mischen

20 ml Methanol (MeOH) dazugeben

Ammoni-
umchlorid/Triton-X-
Lésung

0,59 g des 0,5 M Ammoniumchlorid (NH4Cl)

Mit 0,05 ml Triton-X-100 mischen

20 ml vom 0,05 Mol TBS dazugeben

Rinderalbumin
(BSA)

5% 0,5 g bovine Serumal-
buminlésung in 10 ml, 0,05
Mol TBS auf Schittler 16-

sen

0,8 % 0,08 g bovine Serumal-
buminlésung in 10 ml mit
0,05 Mol TBS

Primarer Antikérper
MCT 1

CHEMINON® international, rabbit anti-mono-
carboxylate transporter 1, polyclonal antibody

Sekundarer  Anti-
korper MCT 1

CHEMINON® international, goat anti-rabbit,
polyclonal antibody

Horseradish-Peroxi-
dase (HRP)

Horseradish-Peroxidase Avidin D Cat. No. 18-
4100, Emelca Bioscience

20 ml 0,05 Mol TBS
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3.2.2. Mikroskopische Auswertung

Untersucht werden die Sagitallschnitte der Mause mit einer 63 fachen VergroRerung. Fur jedes
Mausegehirn pro Objekttrager wurde eine Serie von zehn Bildern erstellt auf denen hippocam-
pale Regionen und Cerebellum zu sehen sind. Mit Hilfe einer Sony Kamera am Lichtmikroskop
werden die Praparate abfotografiert, was wiederum ein Livebild des zu untersuchenden
Schnitts auf einem Computer ermdglicht. Mittels ImagedJ wird der densitometrische Graustu-
fenwert des Hintergrunds von 217 + 2,5 densitometrischen Einheiten (dE) festgelegt. So kann
bei spaterer Analyse aller Schnitte die Expression des MCT 1 anhand der Graustufenbildung

gemessen werden.

Zur Bestimmung der absoluten MCT 1 Expression werden nach der Berechnung des Hinter-
grunds die Schnitte erneut mit ImageJ ausgewertet. Der Vergro3erungswert der Schnitte wird
auf die entsprechende mikroskopische Vorgabe (63-fache VergréfRerung) auf 7,8 Pixel/pm ein-
gestellt. Fur die Analyse der Graustufenwerte werden fir die markierten Flachen folgende
Werte ermittelt: Die gefarbte Flache ,Area“, der mittlere Graustufenwert ,Mean Grey Value®
und dunkelste Graustufenwert ,Min Grey Value®, sowie das Produkt aus Flache und mittlerem
Graustufenwert ,Integrated Density“. Der densitometrische Einheitenbereich wurde fir den
Min und Mean Grey Value von 0 bis 195 festgesetzt. Die Verarbeitung und Auswertung der
Rohdaten des Programms ImageJ werden mithilfe des Programms MS Excel dargestellt. Be-
trachtet wird der relative MCT 1-Gehalt pro Flache der Kapillare sowie die absolute Dichte des
MCT 1 pro Kapillare. Durch die Markierung der Blutgefal’e kann automatisch die Anzahl der
Kapillaren mitbestimmt werden. Nach Auswertung der Daten soll so eine reliable Aussage Uber
eventuelle Unterschiede in Kapillarisierung sowie der MCT1 Expression in den verschiedenen
Untersuchungsgruppen sowie im weiteren der Vergleich zwischen den verschiedenen Hirnre-

gionen (Hippocampus und Cerebellum moglich sein)
3.2.3. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte fir jede Gruppe separat. Durch die kleine Stichprobe mit
vier Mausen pro Gruppe (n1 = 4; n2 = 4) welche sich fir die Auswertung des Cerebellums
weiter reduzierte auf (n1 = 3; n2 = 3) und der unabhangigen Beurteilung kam der prifstatisti-
sche Mann-Whitney-U-Test zur Anwendung, um sowohl die Anzahl und Flache der Kapillaren
als auch die verschiedenen Kategorien der Graustufen als Synonym flr die Expression des
MCT 1 beider Gruppen miteinander zu vergleichen. Die statistische Berechnung erfolgte mit
dem Statistikprogramm SPSS 23. Als Signifikanzniveau wurde die Irrtumswahrscheinlichkeit
von maximal 5 % (p < 0,05) gewahlt. Wird diese unterschritten, gilt das Ergebnis als signifikant

Kk

und wird graphisch mit einem Stern ,*“markiert. Die Daten welche in dieser Studie nicht selbst

erhoben wurden sondern zum Vergleich Ubernommen wurden sind blau markiert und in Quelle

37



133 zu entnehmen. Im Folgenden sei vergleichend ein Schnittbild nach Farbung des Hippo-

campus sowie des Cerebellums vor und nach Markierung der Kapillaren gezeigt.

Abbildung 15: Darstellung des Hippocampus in Antikorperfarbung des MCT1. Links zeigt
sich die lichtmikroskopische Aufnahme, rechts wurden die Kapillaren markiert
(133)

Abbildung 16: Darstellung des Cerebellum in Antikorperfarbung des MCT1. Links zeigt sich

die lichtmikroskopische Aufnahme, rechts wurden die Kapillaren markiert
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4. Ergebnisse

Es erfolgt eine Gegenuberstellung von Flache und Anzahl der Kapillaren, maximaler Graustu-
fenstarke, mittlerer Graustufenstarke sowie dem Produkt aus Kapillarflache und mittlerer Grau-
stufenstarke ,Integrated density”. Betrachtet wurden Hippocampus und Kleinhirn von vormals
immunohistochemisch praparierten Mausehirnen. Zur Auswertung standen fir den Hippocam-
pus je 4 Mause fir Trainings- und Kontrollgruppe zur Verfligung, fir das Cerebellum aufgrund
der auf den Objekttragern fehlenden cerebellaren Anteile lediglich 3 Mause pro Gruppe. Sta-
tistisch signifikante Ergebnisse sind mit einem * markiert. Ubernommene Daten erhalten eine

blaue Markierung und sind Quelle 133 entnommen.

4.1. Anzahl der Kapillaren

Tabelle 4: Anzahl der Kapillaren im Vergleich der Interventionsgruppen von Cerebellum

und Hippocampus

Anzahl der Kapillaren

Mause trainiert Hippocam- Cerebel- | Mause nicht trai- | Hippocam- | Cerebel-
pus lum niert pus lum

31a 283 49 310a 62 82

33a 370 37 413a 106 58

411a 375 56 711a 79 67

7.3a 210 4.14a 92

Mittelwert 309,5* 47,33 84,75* 69

Stabw 78,64 9,61 18,75 12,12

Um eine Aussage uber die Anzahl der Kapillaren zu treffen wurden im Rahmen der Auswer-
tung alle identifizierbaren Kapillaren farblich markiert. AnschlieBend wurde die Anzahl der Ka-
pillaren aller 10 Schnitte, die pro Maus gebildet wurden aufsummiert. Hieraus wurde der Mit-

telwert gebildet und die Trainingsgruppe mit der Kontrollgruppe verglichen.

Obige Tabelle 4 zeigt die einzelnen Mause der Trainings- und Kontrollgruppe und die in den
10 histologischen Schnitten aufsummierten Anzahl der Kapillaren. Eine Tendenz fir eine er-
hoéhte Kapillarisierung besteht innerhalb der Schnitte fir eine Kapillaritat von CA-3 nach CA-1

abnehmend. Diese jedoch ohne Signifikanz. Fur die im Hippocampus erhobenen Daten zeigt
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sich im Gruppenvergleich eine klar und signifikant erhéhte kapillare Anzahl im Vergleich zwi-
schen Trainings- und Kontrollgruppe. Hierbei besteht nach dem Ausdauertraining eine deutlich
erhdhte Anzahl an Kapillaren im Mittelwert von 309,5 in der Trainingsgruppe gegenuber 84,75
in der Kontrollgruppe. Auf mégliche Ursachen und Konsequenzen dieses Ergebnisses wird im

Anschluss eingegangen.

Vergleicht man den Mittelwert der kapillaren Anzahl im Cerebellum von Trainings- und Kon-
troligruppe, zeigt sich im Gegenteil eine erhéhte, wenn auch nicht signifikant erhéhte Anzahl
der Kapillaren in der Kontrollgruppe. Weiter auffallig ist bei den Untersuchungen im Cerebel-
lum weiter eine recht geringe Breite der Standartabweichung in der kapillaren Anzahl, sodass
eine relativ homogene Anzahl an Kapillaren in den einzelnen Kleinhirnen zu finden war. Die
Stichprobe ist hierbei allerdings deutlich zu klein um dabei eine verringerte Variabilitat im Ce-

rebellum postulieren zu konnen. Visualisiert sind die Ergebnisse in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Anzahl der Kapillaren im Vergleich der Interventionsgruppen

(visuell)

Anzahl der Kapillaren
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Hippocampus Cerebellum

Als Ursache fur diese Darstellung ist neben einer tatsachlich reduzierten oder nicht ansteigen-
den Kapillaranzahl im Bereich des Cerebellums nattirlich ein Fehler in der Untersuchungstech-
nik zu diskutieren. Die Schnittebene der Praparate wurde so gewahlt, dass sich Hippocampus
und die entsprechenden Subregionen optimal prasentieren und es wurde hierbei nur sekundar
auf eine adaquate Schnittebene im Bereich des Cerebellums geachtet. Dies bedeutet, dass
hier keine aquivalenten Anteile in Mark und Rinde geschnitten wurden und somit eine Verzer-
rung moglich ist. Mdglich ware natrlich auch eine in vielen Studien nachgewiesen verbesserte
trainingsbedingte koordinative Fahigkeitsanpassung, die nicht mit einer Anzahlsvermehrung

der Kapillaren einhergeht.
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4.2. Maximale Graustufenstarke

Tabelle 6: Maximale Graustufenstarke "Min Grey Value" im Vergleich der Interventions-

gruppen von Hippocampus und Cerebellum

,Min Grey Value*

Mause Hippocam- | Cerebel- | Mause nicht | Hippocam- | Cerebellum
trainiert pus lum trainiert pus

31a 137,93 170,48 310a 163,12 166,73

33a 151,02 179,93 413a 161,61 159,52
411a 145,75 153,27 711a 162,44 155,95
7.3a 154,31 4.14a 157,03

Mittelwert 147,25 * 167,90 161,05 * 160,73
stabw 7,15 13,52 2,75 5,50

Die maximale Graustufenstarke zeigt die starkste Farbung und damit die hochste Konzentra-
tion des MCT1 in den jeweiligen Kapillaren. Vom Programm Image J wird hierbei der ,Min Grey
Value® als Parameter ausgewahlt. Der Wert ist umso kleiner je starker die Farbung und damit
die MCT1 Expression in der Kapillarwand ist. Somit steht ein niedriger Wert fir eine starkere
Farbung damit hdhere MCT1 Expression. Hierbei wurden alle Kapillaren der zehn Schnitte
gefarbt und anschlieRend die Mittelwerte erhoben und folglich erneut der Mittelwert der jewei-
ligen Gruppen gebildet. Anschliefend wurden die Trainings und Kontrollgruppe miteinander
verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 und 7 dargestellt. Im Rahmen der Studie konnte
hierbei eine deutlich niedrigerer ,Min Grey Value“ als aquivalent fir eine deutlich starkere Far-
bung und somit auch MCT1 Expression in der Trainingsgruppe des Hippocampus mit

147,25dE gegenulber 161,05dE in der Kontrollgruppe gefunden werden.

Im Cerebellum bestand kein signifikanter Unterschied im ,Min Grey Value® bei 167,9 dE in der
Trainingsgruppe und 160,73 dE in der Kontrollgruppe. Auffallend ist hierbei jedoch die deutlich

erhohte Streuungsbreite im Bereich des Cerebellums.
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Tabelle 7:

onsgruppen von Hippocampus und Cerebellum (visuell)

Maximale Graustufenstarke
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160,73

Cerebellum

Maximale Graustufenfarbung ,Min Grey Value® im Vergleich der Interventi-

B Trainingsgruppe

B Kontrollgruppe

Bei den unterschiedlichen Ergebnissen in den zwei Strukturen lasst sich natirlich postulieren,

dass adaptive Prozesse in Cerebellum unter Belastung sich nicht im Rahmen einer Vaskular-

sierung bzw. im Laktattransport niederschlagen. Diskutiert werden muss hierbei erneut die

Schnittebene, die speziell bei der vergrofRerten Standartabweichung gegeniber dem Hippo-

campus eine Uber- oder Unterreprasentation verschieden vaskularisierter Anteile méglich ma-

chen konnte.

4.3. Mittlere Graustufenstarke

Tabelle 8:

gruppen von Hippocampus und Cerebellum

Mittlere Graustufenstarke "Mean Grey Value" im Vergleich der Interventions-

Mittlere Graustufenstarke

Mause Hippocampus | Cerebellum | Kontrollgruppe | Hippocampus | Cerebellum
Trainiert

31a 179,69 186,7 310a 190,83 182,47
33a 183,95 194,73 413a 191,07 168,77
411a 181,63 172,29 711a 192,11 167,22
7.3a 185,47 4.14a 189,01

Mittelwert | 182,69* 184,57 190,76* 172,82
stabw 2,55 11,37 1,29 8,40
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Die mittlere Graustufenstarke im Programm ,Image J“ bezeichnet als , Mean Grey value“ meint
nicht die starkste Farbung in der Kapillare, sondern die durchschnittliche Farbung im markier-
ten Bereich der jeweiligen Kapillare und korreliert mit der durchschnittlichen Expression des
MCT1 in der Kapillare. Hierbei wurde erneut der Mittelwert der Kapillaren aus den zehn Schnit-
ten pro Maus gebildet und anschliefend die Mittelwerte von Trainingsgruppe und Kontroll-
gruppe verglichen (siehe Tabelle 8 und 9). Das Ergebnis flir den maximalen Graustufenwert
wird auch bei der mittleren Graustufenstarke, wenn auch nicht ganz so eindeutig, bestatigt.
Die Trainingsgruppe zeigt fur den Hippocampus eine signifikant starkere Farbung mit
182,69 dE als die Kontrollgruppe mit 190,76 dE. Der Mann-Whitney-U-Test ergibt hierbei eine
Fehlerwahrscheinlichkeit p<0,05. Eine divergente Tendenz zeigen die Werte flir das Cerebel-
lum mit einem deutlich niedrigeren Wert in der Trainingsgruppe bei 184,57 dE und 172,82 dE
in der Kontrollgruppe. Aufgrund der grof3en Streubreite in den verschiedenen Gruppen bei
einer Standartabweichung von 11,37 dE in der TG und 8,34dE in der KG zeigt das Ergebnis
herflr keine Signifikanz. Als Fehlerquellen und Kausalannahmen kénnen die gleichen Annah-

men wie fir den ,Min Grey value® gelten.

Tabelle 9: Mittlere Graustufenstarke "Mean Grey Value" im Vergleich der Interventions-

gruppen von Hippocampus und Cerebellum (visuell)

Mittlere Graustufenstarke im Vergleich

'
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4.4. Integrated Density

Tabelle 10:

Integrated density" im Vergleich der Interventionsgruppen von Hippocampus

und Cerebellum (visuell)

.integrated density“

Maus Hippocam- | Cerebel- Kontroll- Hippocam- | Cerebellum
Trainiert | pus lum gruppe pus

31a 210,21 190,94 310a 372,69 277,77
33a 322,14 364,09 413a 348,37 91,66

411a 207,15 314,78 711a 439,73 199,77
7.3a 180,03 4.14a 601,89

Mittelwert | 229,88* 289,94 440,67* 189,73
stabw 62,98 89,21 114,21 93,46

In Tabelle 10 und 11 sind die Mittelwerte der auf den zehn Schnitten der Mause ermittelte

,integrated density“ aufgefliihrt. Hierbei handelt es sich um das das Produkt aus mittlerer Grau-

stufenstéke ,Mean Grey Value“ und Kapillarflache ,Area“. Fihrt man auch hierbei einen Ver-

gleich der Gruppen durch, wie beim ,Min Grey Value“ ergibt sich selbiges Ergebnis wie beim

,Mean Grey Value®. Der mittlere Wert der ,Integrated density“ zeigt sich fur die Trainings-

gruppe im Hippocampus signifikant niedriger mit 229,88dE gegentber 440,67dE in der Kon-

trollgruppe.

Das Cerebellum zeigt eine gegensatzliche nicht signifikante Tendenz. Hierbei besteht ein Wert
von 289,94 dE in der TG gegenuber 189,73dE in der KG. Ebenso imponiert eine deutliche

Streuung der Werte in den einzelnen Subgruppen.
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Tabelle 11: "Integrated density" im Vergleich der Interventionsgruppen von Hippocampus

und Cerebellum (visuell)
Integrated density im Vergleich
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Hippocampus Cerebellum

4.5. Kapillarflache

Tabelle 12: Kapillarflache im Vergleich der Interventionsgruppen von Hippocampus und
Cerebellum
Kapillare Flache in um*2
Maus Hippocam- | Cerebel- Kontroll- Hippocam- | Cerebellum
Training pus lum gruppe pus
31a 1,17 0,40 310a 2,02 1,18
33a 1,69 0,57 413a 1,81 0,30
411a 1,15 0,78 711a 2,28 0,64
7.3a 0,97 4 .14a 3,41
Mittelwert | 1,25* 0,58 2,39* 0,71
stabw 0,31 0,19 0,24 0,44

In der histologischen Untersuchung erfolgte weiter die Bestimmung der durchschnittlichen Fla-
chengroRe der Kapillaren in den beiden Hirnarealen. Hierbei wurde die Flache der markierten
Kapillaren die in den 10 histologischen Schnitten pro untersuchter Maus aufgefunden wurde
aufsummiert und im Anschluss der Durchschnitt bezogen die 10 Abbildungen gebildet. An-

schlieend wurden die Trainingsgruppe und die Kontrollgruppe miteinander verglichen und in
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Tabelle 11 und 12 dargestellt. Hierbei zeigt sich im Hippocampus eine signifikant niedrigere
durchschnittliche Kapillarflache in der Kontrollgruppe gegenuber der Trainingsinterventions-
gruppe. Diese Tendenz bestatigt sich nicht im Cerebellum. Hier zeigt sich eine erhéhte Kapil-
larflache in der TG. Es besteht hier bei massiver Streuung der Werte keine Signifikanz im
Cerebellum fir diese Tendenz. Die Ergebnisse sind hierbei nicht als absolute Flache der Ka-
pillaren zu sehen da die Schnittebene wechselnd einen longitudinalen, frontalen oder kombi-
nierten Anschnitt bedingen und hierbei entsprechend des Kapillarverlaufs Varianzen auftreten.
Betrachtet man die erhobenen Daten fir die kapillare Anzahl, ergibt sich somit eine deutlich
erhohte kapillare Anzahl bei reduzierter kapillarer Durchschnittsflache im Hippocampus. In wie
fern diese Diskrepanz die These einer aktiven Angiogenese im Hippocampus stiitzen kénnten

wird in der anschliesienden Ergebnisdiskussion vertieft.

Tabelle 13: Kapillarflache im Vergleich der Interventionsgruppen von Hippocampus und

Cerebellum (visuell)

Kapillarflache im Vergleich
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5. Diskussion

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen eine signifikante Angiogenese sowie Erhéhung
der MCT1 Expression im Hippocampus. Dies kann in den Auswertungen der cerebellaren An-
teile nicht nachvollzogen werden. Ursachen und Einschrankungen der Ergebnisse sollen im
Folgenden beschrieben werden. Hierbei wird zunachst die angewandte Untersuchungstechnik

diskutiert. Im Anschluss erfolgt eine Einordnung in die aktuelle Studienlage.

5.1. Methodendiskussion

Die durchgefliihrten Untersuchungen zeigen deutlich ambivalente Ergebnisse fiir den bereits
im Vorfeld untersuchten Hippocampus (133) sowie das im praktischen Teil dieser Arbeit un-
tersuchte Cerebellum. Beide untersuchten Areal zeigen jedoch eine sehr kurze Stichproben-
gréRe von n=8 fur den Hippocampus sowie n=6 fur das Cerebellum da hier aufgrund der
Schnittfihrung das Cerebellum nicht bei allen Mausen abgebildet war. Die Konsequenz ist die
statistische Auswertung mittels eines Mann-Whitney-U-Test, welcher dem T-Test als paradig-
mischem Test in der Qualitat der Statistik unterlegen ist. Diesbezlglich empfiehlt sich eine
breitere StichprobengréfRRe fir eventuelle Nachuntersuchungen zu wahlen um eine bessere

Aussagekraft zu schaffen.

Die Durchfuihrung des Trainingsprogramms Uber vier Wochen erfolgte nach einem bewahrten
Standartprotokoll des Instituts fir Molekulare Sportmedizin der DSHS. Hierbei erfolgt ein Lauf-
radtraining mit moderater Belastung ohne hochintensive Intervalle. Diesbezuglich ist nicht von
einer massiven Laktatakkumulation auszugehen wie sie zum Beispiel bei einem High-intensity-
Training im deutlich anaerob-laktaziden Bereich enstehen wirde. Dies wird angenommen da
eine direkte Laktatmessung im Versuchssetting nicht erfolgte. In einer Folgeuntersuchung
sollte ein entsprechendes Trainingsprogramm miteinbezogen oder gewahlt werden. Gegen-

ebenfalls lieRen sich auch hier direkte Vergleiche im Ausmal} der Kapillarisierung ausmachen.

Die Trainingsintervention erfolgte ohne vorherige und nachtraglich Durchfihrung von Testung
der Kognitiven Fahigkeiten oder motorisch koordinativer Fahigkeiten. Diesbezlglich kann ein
Einfluss auf den entsprechenden ZNS-Leistungen durch die Intervention nicht beurteilt wer-
den. In einer Folgeuntersuchung kénnte nach Erweiterung der Stichprobe eine derartige Tes-

tung mit angeschlossen werden.

Die histologischen Schnitte wurden mittels eines Mikrotoms geschnitten. Aus technischen
Grunden, sowie interindividuell anatomischen Abberationen des Mausehirns ist die vollkom-
men identische Abbildung der Hirnareale nicht moglich. Primar bestand hierbei die Absicht den
Hippocampus gut darzustellen und nur sekundar darin das Cerebellum suffizient abzubilden.

Dies reduzierte die Auswertbarkeit der cerebellaren Schnitte auf ein n=6. Zudem zeigen sich
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die geschnittenen Ebenen im Gegensatz zum Hippocampus deutlich divergent. Dies ist sicher-
lich eine moégliche Erklarung fir die deutlich unterschiedlichen Ergebnisse im Vergleich zum

Hippocampus.

Fir die Bestimmung der Kapillarflachen wurden deren Lumen markiert. Hierbei bestehen wie
bereits oben beschrieben Unterschiede in der Schnittflihrung sodass die Ebenen nicht iden-
tisch vergleichbar sind, zudem gibt es natirlich eine anatomische Varianz im Verlauf der Ka-
pillaren, sodass diese entsprechend orthogonal, longitudinal oder als Mischbild abgebildet
sind. Je grofker die Tendenz zur longitudinalen Abbildung, desto gréRer ist die prasentierte
Flache. Aufgrund der geringen Stichprobe und der geringen Anzahl an Schnitten kann diese
Schnittfihrung den Flachengehalt massiv beeinflussen, sodass hier ein vollkommen valides

Ergebnis zu diskutieren ist.

5.2. Ergebnisdiskussion
5.2.1. Kapillarisierung

Es zeigt sich eine hochsignifikant erhdhte Anzahl an Kapillaren in den untersuchten Hippo-
campi der Mause der Trainingsgruppe gegenuber den Mausen der Kontrollgruppe. Als Kon-
sequenz kann davon ausgegangen werden dann eine Angiogenese stattgefunden hat, also
die Bildung neuer Kapillaren erfolgt ist. Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer Publika-
tionen, welche eine laktatvermittelte Induktion von VEGF und HIF-1 und eine konsekutiven

folgende Angiogenese fanden. (110, 156).

Hierbei zeigt sich in den dargestellten Ergebnissen eine annahernd vierfache Anzahl an Ka-
pillaren in den Hippocampi der trainierten Mause. Im Vergleich zu anderen Untersuchungen,
welche die Vaskulosgenese am Muskel und Cortex untersuchen ergeben sich deutlich gerin-
gere Einflusseffekte auf die Kapillardichte durch eine Trainingsintervention mit ca. 15 % im
Muskelgewebe sowie ca. 40 % im Gyrus dentatus (157, 138). Der Einfluss der Trainingsinter-
vention auf die Vaskulosgenese zeigt sich dabei deutlich gréoRer im G. dentatus der Hippocam-
pusformation als im sensomotorischen Kortex (138). Eine mdgliche Erklarung fir diese Abbe-
ranz bietet zum einen die Untersuchungsmethode, so wurde in anderen Untersuchungsdes-
igns die Kapillardichte bestimmt, wogegen in den hier gezeigten Daten die absolute Zahl be-
stimmt wurde. Zum anderen erfolgte die Darstellung der Kapillardichte Uber eine ATP-ase ab-
hangige Farbung sowie Darstellung kollagener Strukturen und nicht Gber die MCT1- Farbung.
Hierbei ist es mdglich, dass Kapillaren aufgrund einer niedrigen MCT1-Dichte in den Hippo-
campi der Kontrollgruppe bei der Auslesung nicht detektiert wurden und so eine falsch niedrige
Anzahl in der Kontrollgruppe angenommen wurde. Im Rahmen des Versuchsdesigns wurde
um dies zu reduzieren die Auszahlung der Kapillaren mehrfach durchgefuhrt um eine Plausi-

bilitat der Ergebnisse zu gewahrleisten.
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Im Cerebellum kann keine erhdhte Anzahl der Kapillaren in der Trainingsgruppe gegenuber
der Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Dies steht im Gegensatz zu einigen Forschungsar-
beiten, die eine klare Zunahme der Kapillarisierung im Cerebellum unter Belastung nachwei-
sen konnen (112). Es gibt jedoch auch Hinweise, dass motorische Anpassungsprozesse nach
Belastung mit einer Zunahme der Gliazellen und nicht mit einer erhdhten Kapillardichte korre-
lieren (113) und somit die Frage besteht ob die Vaskularisierung im Cerebellum tatsachlich
eine Rolle flir adaptive Prozesse spielt. In einer Studie, die komplex motorische Intervention
mit einem Ausdauertraining vergleicht, zeigt sich eine deutlich erhohte Anzahl an Kapillaren
aber nicht der Synaptogenese des Cerebellums in der Trainingsgruppe. Diese wird flihrend

durch komplexe motorische Aufgaben erreicht (112)

Als Hinweis flr das Ausbleiben einer aktiven Angiogenese im Cerebellum kann wiederum
ebenfalls der deutliche Anstieg von FLK-1 und FLT-1 Rezeptoren die als vaskularer Zielpunkt
fur den VEGF dienen genommen werden, welcher nach einer Stevenson et al. bei Belastung
nicht im Cerebellum jedoch im Hippocampus nachgewiesen werden kann. Das FLK-1 war im
Cerebellum der Trainingsgruppe sogar reduziert (114). Ebenso konnten Morland et al. keine

aktive Angiogenese unter Belastung am Cerebellum des Rodentia darstellen (138).

Eine zentrale Frage ist, ob die hier durchgefiihrten Untersuchungen eine relevante Laktatak-
kumulation postulieren lassen. Diese liegt sicherlich unterhalb der Werte die bei einer hGheren
Belastungsintensitat zu erreichen ist. Jedoch findet nach Studienlage auch bei aerober Belas-
tung eine Laktatakkumulation im oxidativ arbeitenden Muskel statt, welche die maximale
Laktatakkumulationsrate im Blut Gbersteigt (115). Diese ist ausreichend um Gewebsanpas-
sungen zu schaffen die mit einer Hypoxie unter aeroben Bedingungen vergleichbar ist (116).
Somit ist auch ohne eine direkte Laktatmessung ein adaquater Effekt auf die Angiogenese
anzunehmen. Es kommt demnach zu einer Migration von Endothel und Bildung weiterer Ge-
fale. Im Gegensatz zur reinen Hypoxie kommt es durch den laktatvermittelten Weg zu einer

vermehrten gefalistabilisierenden Kollagenbildung (117)

Angiogenetische Prozesse induzieren die Bildung kleiner Kapillaren mit einem geringeren Lu-
men als das Gefall aus dem die Auswanderung bzw. Abspriefung erfolgt. Legt man diese
morphologische Besonderheit zugrunde, so ist bei einer floriden Angiogenese von einer er-
hohten Gefallanzahl mit deutlich geringerer luminaler Flache auszugehen. Diese Beobach-
tung deckt sich mit den im Hippocampus erhobenen Daten. Hierbei besteht eine signifikant
erhdhte Anzahl und Flache der Kapillaren in der Trainingsgruppe, die Flache zeigt sich signi-
fikant kleiner korrespondierend mit oben beschriebener Annahme. Im Cerebellum zeigt sich

eine ahnliche Tendenz jedoch ohne signifikante Darstellung.

In Zusammenschau ist also von einer Angiogenese im Hippocampus auszugehen. Im Cere-
bellum scheint dieser Prozesse eine untergeordnete Rolle zu spielen. Dies lasst sich auch
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ohne den direkten Nachweis gefalinduzierender Zytokine wie VEGF und EGF oder angioge-

netische Marker wie Matrixmetalloproteasen postulieren

Eine belastungsinduzierte Vermehrung der zentralen hippocampalen Kapillarisierung ist somit
also anzunehmen. Beim Cerebellum sollten hier weitere Untersuchungen folgen um die dorti-
gen Prozesse zu belegen. Es stellt sich die Frage, ob dies auch mit einer erhéhten cerebella-
ren Potenz verbunden ist, oder ob eine cerebellare Mehrperfusion als Anpassung einer syste-
misch verbesserten Laktatelimination dienen soll, oder gar eine bessere Versorgung mit Sau-

erstoff, Botenstoffen, Hormonen und Energie unter Belastungsbedingungen.
5.2.2. Expression der MCT1

In den hier durchgeflhrten Untersuchungen erfolgte wie schon erwahnt keine direkte Messung
des Laktatwertes. Der Laktattransport an der BHS ist jedoch gesteuert durch die MCT1. In den
Untersuchungen am Hippocampus konnte mit dem ,Min Grey Value® eine deutlich erhdhte
maximale Konzentration an MCT1 an den Kapillaren, mit dem ,Mean Grey Value* eine deutlich
erhdhte durchschnittliche Konzentration und mit der ,integrated densitiy“ eine deutlich erhéhte
MCT1 Expression bezogen auf die Kapillarflache im Hippocampus der Trainingsgruppe ge-
genuber der Kontrollgruppe dargestellt werden. Diese Beobachtung konnte leider beim Cere-
bellum nicht bestatigt werden. Als Konsequenz Iasst sich also ein erhohter Laktattransport und
somit ein erhdhter neuronaler Laktatstoffwechsel tber der Bluthirnschranke des Hippocampus

der trainierten Mause gegenuber der Kontrollgruppe postulieren.

Die mittlere Laktatkonzentration im Kortex liegt im Rattenexperiment bei ca. 1-1,2 mmol/l, kann

aber durch neuronale Stimulation auf einen Wert von ca. 1,9 mmol angehoben werden. (118)

Auch durch physische Belastung erhdht sich die Laktatkonzentration im neuronalen Gewebe,
es findet also ein kongruenter metabolischer Prozess wie bei neuronaler Aktivierung statt. In
einer Studie mit alteren Frauen erfolgte ein Training an der anaeroben Schwelle mit ca. 3,5
mmol/I Blutlaktatkonzentration. Eine Verbesserung der kognitiven Leistungsfahigkeit konnte
hierbei erreicht werden (119). Keine Verbesserung bestand bei niedrigschwelliger und hoch-
intensiver Belastung. Eine mogliche Erklarung fur das Ausbleiben dieser Anpassungsprozesse
unter hoch und niedrigschwelliger Belastung ist eine nicht ausreichende cerebrale Laktatak-
kumulation bei niedrigschwelliger Belastung sowie eine azidotische Stoffwechsellage einher-

gehend mit einer UberschieRenden Laktatakkumulation bei hochintensiver Belastung.

Hierbei lassen sich verschiedene Mechanismen fir die mangelnde Adaptivitat unter hochin-
tensiver Belastung diskutieren. Es kommt bei zu hohen Laktatwerten im Rahmen der Azidose
zu einer Inhibierung der weiteren Laktataufnahme, da sich die Stoffwechselkapazitaten er-
schoépfen. Bei der Azidose kommt es nicht nur zur Anreicherung von Laktat, sondern auch

einer Vielzahl an Metaboliten, darunter auch potentiell toxische Stoffe wie freie Radikale, die
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eine veranderte Homeostase erzeugen. In dieser Situation ist eine Limitierung des Laktatstoff-
wechsels zur Aufrechterhaltung der intrazelluldaren Homeostase im Sinne des ,Zellschutzes®
anzunehmen. Zudem fihrt physische Belastung zu neuronaler und astrozytarer Aktivitat (118),
die eine weitere Laktatakkumulation durch die anaerobe Glykolyse bewirkt. Durch die intrazel-
lulare Akkumulation kann zunehmend weniger extrazellulares Laktat aufgenommen werden.
AuRerdem sinkt die Kapazitat fir die Laktatelimination Gber Effluxmechanismen (durch die
erhdhte extrazelluldare Konzentration) aufgrund des sinkenden Gradienten. Es kommt zur Ver-
anderung der intrazellularen Homeostase im Sinne einer pH Verschiebung in ein azidotisches
Millieu. Hierdurch kommt es zu einer Beeintrachtigung der enzymatischen Prozesse. Ein pH
abhangige Aufnahme und Umsetzung von Glutamat sollte in diesem Zusammenhang noch

untersucht werden.

Der MCT1 befindet sich ebenso an der Bluthirnschranke des Cerebellums. Somit sollten be-
zuglich der zellularen Mechanismen und Einschrankungen der Stoffwechselkapazitat gleiche
Mechanismen gelten. Anpassungsprozesse erfolgen hier jedoch primar durch komplex moto-
rische Intervention (112). Weiter ist die Aufnahme bzw. die Fusion der Neurotransmitter (Glu-
tamat) direkt oder indirekt Uber die NA+/K+ ATPase ATP abhangig. Ein mangelndes Angebot

an ATP aufgrund ausgereizter Stoffwechselprozesse kann hier ebenfalls limitierend wirken.

Unter moderater Belastung steht jedoch durch Laktat eine schnellere Energieversorgung be-
reit als diese nur durch Glucose moglich ist. Die Synthese von Glutamat durch die Astrozyten
wird optimiert und die Bereitstellung fir die Neuronen gewabhrleistet. Ebenso steigt die Anzahl
an Aktionspotentialen und damit die neuronale Aktivitat die fur die Anpassung kognitiver Pro-

zesse Voraussetzung ist (120).

Im Hippocampus konnte durch Ausdauertraining eine erhéhte Dichte des MCT im Rattenex-
periment gezeigt werden. Dieser Anstieg besteht auch 10 h nach Trainingsintervention noch
signifikant gegenuber der Kontrollgruppe (121). Verbunden hiermit besteht eine Verbesserung
der kognitiven Leistungsfahigkeit (122-124). Eine Abnahme der MCT1 Expression dagegen
zeigt eine Verschlechterung der kognitiven Leistung (124). Um dies zu zeigen erfolgte eine
Injektion von ODNs (Oxligodesoxynucleotid), welche zu einer Inhibiton der MCT1 flhrt. Es
konnte also gezeigt werden das MCTs existentiell fir die Ausbildung von Langzeitgedachtnis-

bildung sind.

Neben der Funktion als Energielieferant fur die Zelle sowie Substrat fir die Synthese von Glu-
tamat fordert Laktat auch neurogenetische Aspekte. Hierbei kommt es laktatvermittelt zu einer
Ausschuttung von Neutrophinen welche die Neurogenese stimulieren (125). Dabei korreliert
eine Bildung von Neuronen im Hippocampus mit einer vermehrten kognitiven Leitungsfahigkeit
(126). Als Basis hierflir bestehen mitotische Vorlauferzellen im Hippocampus welche nach Sti-
mulation zu Kérnerzellen mit axonaler Projektion in den Gyrus dentatus ausdifferenzieren. Die
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entsprechenden Prozesse wurden in den hier durchgefiihrten Untersuchungen nicht direkt un-

tersucht sind aber aufgrund des ahnlichen Settings bei vergleichbaren Studien anzunehmen.

Neben der Verbesserung des neuronalen Stoffwechsels spielt Laktat auch eine entscheidende
Bedeutung als Energielieferant fur die Oligodendroglia und den Erhalt der axonalen Myelini-
sierung und damit der interneuronalen Kommunikation. So konnte gezeigt werden, dass ein
Glucose Mangel in der weillen Substanz von Corpus callosum und Cerebellum zu einer Scha-
digung der Myeliniserung fiihrt die durch Laktat als Substrat via MCT1 Aufnahme der Oli-
godendrozyten kompensiert werden kann (127). Dieser Zusammenhang ist auch hinsichtlich
der Pathogenese von Krankheiten wie der Leukencephalopathie, die Uber einen lokalen Glu-
cosemangel eine Demyelinisierung bewirken wichtig, da durch MCT1 Induktion eine potenti-
elle Kompensation moglich sein konnte. Auch dieser Mechanismus konnte in verschiedenen

Hirnarealen eine unterschiedliche Bedeutung innehaben.

In Zusammenschau zeigt sich in den hier durchgefiihrten Untersuchungen eine deutliche Er-
héhung der Kapillarisierung und der MCT1 Expression an der Blut-Hirn-Schranke des Hippo-
campus, nicht jedoch am Cerebellum, im Rahmen eines mehrwochigen Ausdauertrainings.
Anzunehmen ist hierbei die verbesserte Versorgung des zentralen Nervensystems mit Laktat
als Substrat. Die direkte Laktatmessung findet in den hier dargestellten Daten keine Repra-
sentation. Die Erhohung der Laktatexpression durch ein moderates Ausdauertraings ist beim
Menschen (47) als auch in weiteren Rattenexperimenten belegt (130). Somit ist eine Erhdhung

des Laktatspiegels auch im angewandten Versuchssetting anzunehmen.

Es scheinen im Cerebellum zumindest teilweise andere Prozesse in der Anpassung eine Rolle
zu spielen als im Hippocampus. Die Beeinflussung der MCT1 Expression zeigt so zum Beispiel
auch bei Induktion von prioner mRNA eine Hochregulierung im Cerebellum, wogegen im Hip-
pocampus eine Reduktion der MCT1-Expression divergente Prozesse in Gang setzt (127).
Eine deutliche Hochregulierung konnte hierbei im Cerebellum unter ketogener Diat bei Ratten
dargstestellt werden (128), sodass hier ggf. andere molekuare Mechanismen eine Rolle spie-
len kénnten. Fraglich bleibt jedoch wie diese sich im Cerebellum beschreiben lassen. In der
Purkinjezellschicht des Cerebellums befinden, sich lokalisiert neben den Delta-glutamat-
Transporten der MCT-2 Transporter, welche einen Laktatinflux erlauben (131). Hier konnte
gezeigt werden, dass durch Ausdauertraining eine erhdhte Expression erreicht werden kann
(17). Dagegen scheint in dem sich entwickelnden Gehirn der Laktatstoffwechsel cerebellar
eine geringere Rolle zu spielen als im Cerebrum (132). Somit scheint sich fur das Cerebellum
kein vollkommen vergleichbares Geschehen beztglich der MCT Induktion und Laktatfunktion
zu ergeben wie im Hippocampus. Auch die Funktion der entsprechenden Transporter fir emb-
ryogenetische und adaptive Prozesse scheint zu divergieren, sodass hier weitere Forschun-

gen angeschlossen werden sollten.
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5.3. Beurteilung

In den durchgeflhrten Untersuchungen konnte also gezeigt werden, dass im Hippocampus
des Mausehirns eine signifikante Kapillarisierung und Erhéhung der MCT1 Expression unter
einem moderaten Ausdauertraining erfolgt. Am Cerebellum konnten die Veranderungen nicht
nachgewiesen werden. Es stellt sich die Frage, welche Konsequenzen aus diesen Beobach-

tungen abgeleitet werden kénnen.
5.3.1. Hippocampus

Verschiedene neurodegenerative Erkrankungen wie der Morbus Parkinson, Multiple Sklerose
oder der Morbus Alzheimer gehen mit einem Untergang von Nervenfasern im Rahmen einer
mangelnden oxidativen Versorgung einher (134). Ebenso besteht bei der cerebralen Mikroan-
giopathie eine suksessiv mangelnde Versorgung aus unterschiedlichen pathogenetischen Ur-
sachen (135).

Im Hippocampus welcher vor allem beim M. Alzheimer affektiert ist kann durch Ausdauerbe-
lastung ein Anstieg der neuronalen Plastizitat gezeigt werden (136,137). Ebenso bei mikro und
makrovaskularen Schadigungen zeigt sich ein positiver Effekt durch aerobe Ausdauerinter-
vention (139). Weiter kann eine aktive cerebrale Angiogenese durch Belastung nachgewiesen
werden (138). Die in den hier aufgezeigten Daten nachgewiesene Kapillarisierung im Hippo-
campus der Maus unter Belastung legen nahe, dass Ausdauerintervention ein potentiell the-
rapeutischer Ansatz zur Primar- und Sekundarprofilaxe neurodegenerativer und neuroischa-

mischer Erkrankungen sein kann.

Neben dem Effekt auf die Angiogenese kann via Laktat eine aktive Neurogenese induziert
werden. Hierbei kommt es durch Induktion der Neutrophine BDNF und VEGF, welche nach
Studienlage einen den Krankheitsverlauf positiv beeinflussenden Effekt auf neurodegenerative
Erkrankungen wie M. Alzheimer, M. Parkinson und MS haben (139, 140). Speziell beim M.
Alzheimer, bei dem aufgrund einer hippocampalen Schadigung eine mangelnde Uberfiihrung
von neuen Gedachtnisinhalten in das Primargedachtnis erfolgt (141), besteht nach einer Me-
taanalyse ein hochrelevanter protektiver Effekt, welcher durch Neurogenese und moderater
aerober Belastung erreicht werden kann (142). Als Wirkmechanismus kdnnen die hier gezeigte

Angiogenese und MCT 1-vermittelte Laktattransportkapazitat diskutiert werden.

Kehrt man von pathologischen Veranderungen ab, so ist der positive Effekt von sportlicher
Aktivitat auf die kognitive Leistungsfahigkeit hinlanglich belegt. So kann zum einen in Unter-
suchungen bei sportlich aktiven Kindern mittels c-MRT eine vergroRerte hippocampale Struk-
tur dargestellt werden (143,144), welche mit einer besseren kognitiven Performance korreliert
(145, 146). Eine breite Metanalyse bestatigt zum anderen die bessere kognitive Testung bei

sportlich aktiven Erwachsenen in allen Lebensphasen (147).
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5.3.2. Cerebellum

Im Gegensatz zur Leitstruktur fir kognitive Prozesse, dem Hippocampus, lasst sich ein positi-
ver Effekt auf die Funktion des supportiv motorischen Systems, des Kleinhirns nicht darstellen.
Eine Studie kann hierbei zwar eine vermehrte Kapillarisierung im Cerebellum nach Training
nachweisen, jedoch geht diese nicht mit einer Vermehrung der Synaptogenese einher (112).
Eine Hypertrophie der Gliazellen sowie eine vermehrte Synaptogenese wird dabei vornehm-
lich durch Intervention mit komplex-motorischen Aufgaben im Rattenexperiment erreicht

(113). Kontrar dazu konnte in einer Studie gezeigt werden, dass der VEGF Rezeptor FLK-1 in
Cerebellum unter Belastung herab reguliert wird, was einer aktiven Vaskulogenese nach
VEGF Induktion entgegenwirken wirde. Bezulglich der MCT Expression konnte eine vermehrte
Expression des in dieser Arbeit nicht behandelten MCT-2 in der Purkinjezellschicht nach Be-
lastung nachgewiesen werden (17). Die Induktion des MCT1 erfuhr im Cerebellum einen deut-
lichen Anstieg durch eine ketogene Diat (128). Eine durch prione-mrNA vermittelte Erhéhung
des cerbellaren MCT1 legt jedoch eine bedeutende Rolle in der embryonalen Entwicklung des
Cerebellums nahe. Durch Ausdauertraining kann eine veranderte Genexpression unter Lauf-
bandintervention gezeigt werden (148). Dies gibt Hinweis auf belastungsinduziert neurogene-
tische Potenz im Cerebellum. Korrespondierend flihrt ein Ausdauertraining auch hier zu einem

Anstieg von BDNF und damit einem Neutrophinanstieg im Cerebellum (149).

In der Betrachtung der cerebellaren Ataxie als neurodegenerative Erkrankung des Kleinhirns
kann in einer breiten Metaanalyse verschiedener therapeutischer Interventionen keine klare
Empfehlung oder Vorteil einer Trainingsintervention getroffen werden (150). Dies unterstutzt
die in dieser Arbeit erhobenen Daten, welche keine morphologischen Veranderungen in Ka-
pillarisierung oder MCT1 Expression zeigen konnte. Interessanterweise besteht jedoch ein
protektiver Effekt gegenliber 3-Amyloid Toxizitat im fetalen Cerebellum bei maternalem Aus-
dauertraining (151) und somit auch hier ein nachweisbarer Effekt auf neurodegenerative Er-

krankungen.

In Zusammenschau bleibt die Rolle der Kapillarisierung und MCT1 Expression im Cerebellum
unter Belastung unklar. Sollte dort eine relevante Kapillarisierung und MCT1 Expression durch
Ausdauerintervention nach zu weisen sein, stellt sich die Frage, ob die Adaption im Sinne einer
verbesserten Laktatelimination und Substratversorgung unter Belastungsbedingungen erfolgt,
ohne eine wesentliche Adaption neurogener Prozesse zu bewirken. Der primare Trigger fur
Anpassungen scheint hier eine komplex motorische Intervention zu sein. Weiter spielen die

MCTs sicher in embryogenetischen Prozesse eine Rolle.
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5.4. Forschungsausblick

Betrachtet man die Inhalte der Ergebnisse zum Hippocampus sowie die Studienlage zum Ein-
fluss von Sportintervention auf die kognitive Leistungsfahigkeit so legen diese einen hochrele-
vanten Angriffspunkt flr sowohl Férderung der kognitiven Potenz in Entwicklung als auch ein
interessantes therapeutisches Angriffsziel fur die Therapie neurologischer Erkrankungen
nahe. Speziell in der leitliniengerechten Therapie der beschriebenen Erkrankungen (M. Alz-
heimer, M. Parkinson, Multipler Sklerose, Vaskulopathie) sind aktive Bewegungsprogramme
nicht ausreichend in ihrem Mdéglichen therapeutischen Impact berticksichtigt. Es bedarf sowohl
einer weiteren Diversifikation der sporttherapeutischen Mdéglichkeiten, als auch einer Erfor-
schung der molekularen Mechanismen um einen optimalen Benefit fir die Erkrankten und die
Pravention der Erkrankungen zu erreichen. Herausragend ist hierbei die nebenwirkungsfreie

und ubiquitare Verfugbarkeit des ,Medikaments® sportliche Intervention.

Bezuglich des Impacts auf die Entwicklung der supportiven motorischen Adaption des Klein-
hirns ergeben sich eher Hinweise als klare Aussagen fur den Benefit einer Ausdauerinterven-
tion. Hier bedarf es alternativer Versuchsdesigns und weiterer Grundlagenforschung um ein
mogliches Bewegungskonzept zu schaffen, welche die Funktionen nachweislich verbessert,

sofern hier ein Angriffspunkt besteht.
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