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Laktat als metaholisches Signal der Genexpression

Lactate as a Metabolic Signal of Gene Expression

Exercise Physiology Laboratory, Department of Integrative Biology, University of California, Berkeley, CA USA

Es gibt drei Hauptfunktionen von Laktat. Im Allgemeinen dient Laktat der
Energieversorgung des Korpers und als glukoneogenetischer Vorldufer. Auf
Zellebene ist Laktat ein Signalmolekil, ein ,Lactormon’ Laktat und andere
Monocarboxylate durchdringen Zellmembranen mit Hilfe von Monocarboxylat-
Transportproteinen (MCT). MCT1 ist die wichtigste MCT1-Isoform, die sich im
roten Skelettmuskel befindet, vor allem in den sarkolemmalen, mitochondrialen
und peroxisomalen Membranen. Die Isoform MCT4 ist im Sarkolemm der
schnellen ( fast twitch) FT-Fasern vorhanden. Durch Ausdauersport erhoht sich der
MCT1-Gehalt in den sarkolemmalen und mitrochondrialen Membranen, jedoch
nicht der MCT4-Gehalt. Die MCT1 Proteinexprimierung geschieht wihrend der
Transkriptionsphase und ist damit Teil eines ausgedehnten, fiir Radikale sensitiven
Signalnetzwerks, wo Transkriptome die Biogenese von Muskelmitochondrien
und andere Anpassungen wahrend Training regulieren. Doch Laktatproduktion
ist mehr als nur eine Reaktion auf Stress. genauer genommen ist sie Teil eines
Belastungs-Beanspruchungs-Mechanismus, der wihrend der Muskelkontraktion
in Gang gesetzt wird. Um die ATP-Homdostase zu erhalten, wird die Glykolyse
aktiviert und die Produktion und Ansammlung von Laktat angeregt. Im Gegenzug
bewirkt die voriibergehende Erhéhungvon Laktat und der Verbrauch von O, in den
Mitochondrien die Bildung von Radikalen, welche wiederum ein transkriptionales
Netzwerk aktivieren, das adaptive Zellreaktionen signalisiert.

Schliisselworter: Laktat-Shuttle, Energieversorgung, glukoneogenetischer
Vorldufer, Signalmolekiil, Sauerstoffradikale (ROS), Muskelarbeit, Biogenese von
Muskelmitochondrien, Monocarboxylat-Transportproteine (MCT)

Das den Autoren aufgegebene Thema ist von dufSerster Aktualitét.
In der Forschung tber Laktat hat sich vieles vor allem durch neue
Techniken gedndert. Daher sind die in letzter Zeit gewonnenen Be-
funde von grofiem Interesse fiir die Sportmedizin.

Einstein bemerkte in Bezug auf Heisenbergs Unbestimmt-
heitsrelation, dass Gott nichts dem Zufall iiberldsst, als er sagte:
,Gott wiirfelt nicht®. Wir méchten diesen Satz zum Anlass nehmen,
um die Frage zu stellen, warum Laktat wichtig ist fiir den Korper,
wenn es doch angeblich ein Gift ist, das ermiidend wirkt. Oder,
warum produziert der Kérper Laktat gerade dann, wenn er unter
Belastung steht? Unserer Erkenntnis nach ist Lakat von hoher Be-
deutung als ein Zwischenprodukt des Stoffwechsels und als Signal-
molekiil. Um neue Erkenntnisse iiber die Reaktionen im Kérper
unter Belastungszunahme und den Stoffwechsel zu gewinnen, ist
es notig, die Regulierungsfaktoren der Produktion und des Abbaus
von Laktat zu verstehen.
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There are three key attributes of lactate function: at the whole body level, lactate
is a fuel energy source and a gluconeogenic precursor. At the cellular level, lactate
is a signaling molecule, a “lactormone.” Lactate and other monocarboxylates per-
meate membranes of cells by means of transport proteins, termed MCTs. MCT1
is the major MCT1 isoform expressed in red skeletal muscle in which it is present
in the sarcolemmal, mitochondrial and peroxisomal membranes. MCT4 is highly
expressed in the sarcolemmal membranes of fast-twitch (FT) muscle fibers. Endu-
rance training increases muscle sarcolemmal and mitochondrial MCT1, but not
MCT 4 expression. MCT1 protein expression appears to be regulated at the level
of transcription being part of a vast oxygen radical-sensitive signaling network, a
“transcriptome’, that regulates muscle mitochondrial biogenesis and many other
adaptations know to occur in response to exercise training. Rather than purely a
stress response, a more appropriate view may be that lactate production is part
of a stress-strain mechanism during muscle contraction. The stress to maintain
ATP homeostasis activates glycolysis and lactate production and accumulation.
In turn, the transient rises in [lactate] and mitochondrial 02 consumption indu-
ces oxygen radical generation, which activates a transcriptional network signaling
adaptive cell responses.

Key words: lactate shuttle. energy source, gluconeogenic precursor, signaling
molecule, reactive oxygen species (ROS), physical exercise, mitochondrial
biogenesis, monocarboxylate transport protein (MCT)

Aus unseren Laboruntersuchungen kénnen wir drei Hauptfunkti-
onen von Laktat ableiten: Laktat dient als Energiequelle, als gluko-
neogenetischer Vorlaufer und als Signalmolekiil. Bezogen auf die
ersten beiden Funktionen hilft Laktatproduktion und -abbau dem
Korper, sich fiir eine kurze Zeit an Belastungssituationen anzupas-
sen. Die dritte Funktion ermoglicht eine langzeitige Anpassung an
strukturelle und stoffwechselbezogene Verdnderungen wéhrend
Belastung. Sowohl Zell-zu-Zell wie auch intrazelluldre Laktat-
Shuttle sind an der Anpassung an Arbeit und andere Belastungen
beteiligt.

Laktat als Verbindung von glykolytischem und oxidativem Stoff-
wechsel: Durch Untersuchungen mit Isotopmarkierung (22,27), Stu-
dien arterio-vengser Unterschiede in den Muskelgefiien (9) und
deren Kombination (2,6,27) konnten wir erkennen, dass der Kérper
Laktat fortlaufend produziert, selbst im Ruhezustand. Natiirlich
erhohen sich Laktatproduktion und -abbau wesentlich wéahrend
korperlicher Betdtigung. Auflerdem kamen wir zu der Erkenntnis,
dass Muskelgewebe Laktat oxidativ gleichzeitig produzieren wie
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auch abbauen kann (2,6,27). Der Vorgang der Laktatproduktion
in den Muskeln unter ausschlieSlich aeroben Bedingungen wurde
von anderen bestétigt (26). Aufgrund der Energetik des terminalen
Enzyms der Reaktionskette im Cytosol, Laktatdehydrogenase, ist
Laktat die unvermeidliche Folge von Glykogenolyse und Glykoly-
se, wobei Laktat auch ein Substrat fiir die mitochondrial-oxidative
Phosphorylierung ist (4,7). Folglich ist die Umwandlung von Zell-
und Gewebelaktat aufSerordentlich wichtig fiir die Muskelenergetik,
weil sie den glykolytischen und den aeroben Stoffwechsel mitei-
nander verbindet.

Laktat als glukoneogenetischer Vorldufer: Oxidation verbraucht
nicht unmittelbar die gesamte Menge des im Muskel erzeugten
Laktats; sondern Laktat wird, jedenfalls anfanglich, vom arbeiten-
den Muskel in den systemischen Kreislauf weitergeleitet (2,5). Die-
ser Vorgang ist von Vorteil, weil der arbeitende Muskel damit das
Herz versorgt (17) und weil Laktat als glukoneogenetischer Vorlau-
fer fungiert. Wir haben mit Hilfe von verschiedenen Methoden wie
zum Beispiel der dualen Isotopenmarkierung unter Einbeziehung
von Kombinationen von D2- und *C-markierter Glukose (15) und
der Markierung von Glukose aus infundiertem '3C-Laktat (1) die
Glukoneogenese wéhrend korperlicher Belastung untersucht. Au-
Berdem basieren unsere neuesten Untersuchungen auf der von uns
entwickelten Technik der Laktatklemme. Dieses Verfahren kombi-
niert exogenes Laktat und Isotopmarkierungssubstanz (24). Des
Weiteren verglichen wir die Glukoneogenese aus Laktat mit der aus
anderen Prakursoren, zum Beispiel Glycerin (28), wobei die domi-
nierende Rolle von Laktat nachgewiesen werden konnte, und zwar
nicht nur wahrend korperlicher Belastung (12).

Mit der Entwicklung von verbesserten Techniken konntenneue
Ergebnisse erzielt werden, die auf den bereits etablierten Erkennt-
nissen basieren. Zum Beispiel war seit langerer Zeit bekannt, dass
Training den Laktatspiegel im Blut senkt, gemessen bei gleicher
absoluter und relativer Intensitat. In Abbildung 1 sind die arteriel-
len Laktatlevel von neun Méannern im Ruhezustand und wéhrend
korperlicher Belastung abgebildet. Dass Laktat fortwahrend produ-
ziert wird, sowohl im Ruhezustand als auch im Belastungszustand,
wird in Abbildung 2 ersichtlich. Der klassische Effekt der Vermin-
derung des arteriellen Laktats wéhrend koérperlicher Belastung bei
einer gegebenen absoluten Leistung nach Training (Abb.1) erklart
sich als Folge einer Erhohung der Laktat-clearance (Abb.2c) durch
Zunahme der Mitochondriendichte im Muskel (12,13) und damit
verbessertem oxidativen Stoffwechsel (Abb.3).

Laktat als Signalmolekiil (Lactormon): Laktat ist stérker redu-
ziert als seine komplementére Ketoverbindung Pyruvat. Deswegen
andert sich das zelluldre Redox-Gleichgewicht, wenn Laktat zu Py-
ruvat oxidiert oder durch Pyruvat ersetzt wird. Beispiele eines sol-
chen Austauschs sind belegt zwischen Cytosol und Mitochondrien
(4,7), Peroxisomen und Cytosol (23), arbeitenden Muskeln und
Herz (17), Muskeln und Leber (1) sowie zwischen Blut und Muskel
(6,9). Deshalb stellt die Produktion von Laktat in einem Zellkom-
partiment und sein Abbau in einem anderen, seien sie benachbart
oder voneinander entfernt, einen wichtigen Signalmechanismus
dar, weil Redoxverdnderungen auf millimolarer Ebene vor sich ge-
hen, im Gegensatz zur mikro- oder nanomolaren Ebene.

Die vorher genannten Funktionen von Laktat sind bereits be
kannt (3,8), deswegen soll hier nun beschrieben werden, was fir
neue Erkenntnisse tiber langfristige Muskelanpassungen in Reakti-
on auf Laktat gewonnen werden konnten.
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Abbildung 1: Arterielle Laktatkonzentration wahrend Ruhezustand und Muskelarbeit,
vor (Pre-) und nach 9-wdchigem Ausdauertraining. Symbole: Pre, Pre-Training;

ABT, Absolute Leistung [65% des “alten” Pre-Training-Hochstwertes des
Sauerstoffverbrauchs (V0,peak)]; RLT, Relative Leistung (65 % der “neuen” Post-
Training VO,peak). Mittelwerte +Standardfehler des Mittelwertes (SEM) fiir 8-9
Testpersonen. Entnommen aus 1 und 2. Mit Erlaubnis der American Physiological
Society.

Laktat als metabolisches Signal der Genexpression: Wir moch-
ten hier iber unsere neuesten Ergebnisse mit geziichteten L6-Mus-
kelzellen von Ratten berichten. Zwar sind die Resultate neuartig
und von Interesse, doch leider auch die am wenigsten tiberpriiften,
da sie noch nicht an menschlichen Zellen in vivo getestet worden
sind. Zurzeit konnen wir aber die folgenden Ergebnisse vorlegen,
die wir bei unserer Suche nach physiologischen Signalen, welche
die Monocarboxylattransporter-Expression regulieren, gewonnen
haben. MCT-Isoformen (z.B. MCT1) gehoren zu einer Gen-Super-
familie von Transportern, die organische Anionen zusammen mit
H* durch Membranen passieren lassen. Das erste nachgewiesene
Protein wurde von seinen Entdeckern MCT1 genannt (16). Die
ersten vier Isoformen aus dieser Superfamilie sind Laktat- und
Pyruvat Transporter, wobei MCT1 (alias SLC16A1) am héufigsten
vorhanden ist. MCT1 wird in verschiedenen Zellen und Geweben
von Neuronen (19) bis zu Erythrozyten und Spermien exprimiert
(25). Auflerdem wird MCT1 in verschiedenen Zelldoménen expri-
miert, in den Muskeln sind dies Membranen im Sarkolemm (16)
sowie den Mitochondrien (7) und Peroxisomen (23). Aufgrund un-
seres liberwiegenden Interesses, den Muskellaktat-Stoffwechsel zu
verstehen, haben wir uns schwerpunktméfliig mit der Regulierung
von MCT1-Expression beschiéftigt.

Traditionell wird die Kultivierung von Zellen durch Inkubation
in hochkonzentriertem Glukose-Nahrmedium unter aeroben Be-
dingungen durchgefiihrt. Grundlegende Techniken sind in diesem
Bereich seit fast einem Jahrhundert in Gebrauch. Unsere anfing-
lichen Studien mit L6-Zellen ergaben iiberraschende Wirkungen
der oben genannnten vermuteten physiologischen Signale der
MCT1-Expression (z.B. H,0,, Laktat, H*, Ca**), bis wir dann unser
Zellsystem verstanden und unserer Hypothese, dass Laktat ein phy-
siologisches Signal darstellt, glauben konnten. Nachdem wir den

DEUTSCHE ZEITSCHRIFT FUR SPORTMEDIZIN Jahrgang 59, Nr. 12 (2008)

12.12.2008 12:32:55 Uhr



Warburg-Effekt (Laktat-Produktion unter aeroben Bedingungen)
bedachten, konnten wir verstehen, dass L6-Myozyten rasch gly-
kolysieren und somit Laktat fortwdhrend produzieren. Unter der
Annahme, dass Laktat ein physiologisches Signal sei, wiirde Laktat
fortwahrend von Zellen in konzentriertem Glukose-Ndhrmedium
produziert und die Expression von MCT1 wiirde sich somit ent-
sprechend erhéhen. Laktatproduktion unter vollstdndig aeroben
Bedingungen und steigende MCT1-Proteinlevel waren tatsachlich
Merkmale unserer anfinglichen Studien. Abbildung 4 zeigt einige
Resultate bei Experimenten, in denen wir versuchten, das kon-
zentrierte Glukose-Nahrmedium mit verschiedenen Methoden zu
kontrollieren. Im Falle von 10 mM und 20 mM wurde exogenes Lak-
tat hinzugeftigt (20). Bei 0 Laktat wurde das Glukose-Nahrmedium
zweimal tédglich gewechselt. Fiir das Background Treatment wurde
kein Laktat zugefiigt und auch das Nahrmedium nicht gewechselt;
nach 48 Stunden lag der Laktatwert nahezu bei 10 mM, also so
hoch wie intensiver Muskelarbeit. Wir fanden heraus, dass es nétig
ist, die Inkubation zu kontrollieren, da eine Verdnderung des Lak-
tats auch eine Verdnderung des MCT1-Proteinlevels auslst.
Nachdem wir das Problem des Nulllinien-Drift bei der MCT1-
Expression, das durch endogene Laktatproduktion hervorgerufen
wird, erkannt hatten, konnten wir systematische Verdnderungen
der MCT1 mRNA und der Proteinlevel in Reaktion auf Laktat fest-
stellen (Abb.5). Die Daten in Abbildung 5 kénnen als Hinweis auf
eine Regulierung der Beziehung zwischen Laktat und MCT1-Ex-
pression auf der Transkriptionsebene bewertet werden (20).
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Abbildung 2: Die Effekte der
Trainingsintensitat und des Trainings
auf die Parameter der Kinetik des
Blutlaktats wurden mittels primed-
continuous Infusion von [3-13C]
Laktat gemessen: (A) Rate der
Laktataufnahme in das Blut (Ra); (B)
Rate der Laktatabgabe aus dem Blut
(Rd); (C) Metabolische Abbaurate
(Metabolic Clearance Rate-MCR=Rd/
[ILaktat]) und (D) Oxidationsrate.

Die Werte fiir Ra, Rd und MCR
wurden durch Isotopenverdiinnung

in arteriellem Blut gemessen und die
Werte fir Oxidation wurden anhand
von Isotopenanreicherung von C0, und
totaler CO,-Produktion bestimmt. Die
Werte stellen Mittelwerte + SEM fiir
8-9 Testpersonen dar. Entnommen
aus 2. Mit Erlaubnis der American
Physiological Society.

Die Signalwirkung des Laktats in geziichteten L6-Zellen
koénnte mit der Bildung von Sauerstoffradikalen (Reactive Oxygen
Species ROS) zusammenhéngen. Dieser Verdacht wurde durch
Studien tiber die Rolle von Laktat bei der Wundheilung hervorgeru-
fen (11) und verstéarkte sich nach unseren Analysen der MCT1-Ge-
npromotorregion: Es gab Hinweise auf potentielle Bindungstellen
fir bekannte ROS-reaktive Transkriptionsfaktoren (20) wie cAMP-
reaktives, elementbindendes Protein (CREB), nuklearer Faktor kap-
paB (NF-kB), aktiviertes Protein A (AP-1), stimulierendes Protein 1
(SP-1) und nuklearer Faktor Erythroid 2 (NF-E2, or Neff).

Um die Idee, dass Laktat als ROS-Generator wirkt, zu besta-
tigen, haben wir die Wasserstoffperoxid-Produktion in mit 20 mM
Laktat behandelten L6-Zellen getestet. Sowohl hohe Glukosekon-
zentration wie Laktat erhohen die Peroxidproduktion (20). Unsere
Resultate, dass hohe Glukosekonzentrationen die ROS-Produktion
in Zellen beeinflusst, stimmen mit denen anderer iiberein (30).
Dabei sind unsere Resultate jedoch neuartig, da sie den Effekt von
Laktat als ROS-Generator in geziichteten Myozyten beschreiben.

Um zu untersuchen, ob erhéhte MCT1-Expression in L6-Zel-
len nach Laktatinkubation die Aktivierung von ROS-sensitiven
Transkriptionsfaktoren einschliefSt, erfassten wir die DNA-Bindung
unter Benutzung von electrophoretic mobility shift assay (EMSA)
mit 20 mM Laktatbehandlung in einem Zeitraum von 10 Minuten
bis 24 Stunden. Wir stellten erhohte NF-kB-DNA-Bindung nach 10
Minuten bis zu 3 Stunden fest. Des Weiteren erhohte Laktatinku-
bation die NF-E2-DNA-Bindungsaktivitat, wéhrend keine Verdande-
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Abbildung 3: Durch Tracer gemessene Laktataufnahme des Beins (das im
Wesentlichen aus Muskeln besteht) wéhrend Ruhe und Arbeit, jeweils vor und nach
Training. Der Tracer war [3-13C]Laktat. Mittelwerte + SEM fiir 7-9 Testpersonen.
Entnommen aus Bergman et al. 1999b. Mit Erlaubnis der American Physiological
Society.

Abbildung 5: MCT1-Messenger-Ribonucleinsaure (mRNA) und Proteinlevel (jeweils
willkiirliche Einheiten AU) in L6-Zellen nach 1 h Inkubation fiir die angegebenen
Laktatkonzentrationen. Eine gute Korrelation zwischen Message und Proteinlevel wird
deutlich. Entnommen aus (20). Mit Erlaubnis der amerikanischen Gesellschaften fiir
Experimentelle Biologie.
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Abbildung 4: Anderungen der Laktatkonzentration (La-) im Inkubationsmedium

von geziichteten L6-Myozyten der Ratte: 0, 10 und 20 mM La-Gruppen und eine
Background-Gruppe, n>6 Petrischalen. Die ‘0’- und ‘Background’-Gruppen
unterscheiden sich durch das zweimal tagliche Wechseln des Mediums in der ‘0’
Gruppe, das eine hohere Glukosekonzentration im Vergleich zur 10 mM-Laktatgruppe
bei 24 h (p<0.05) und zur 20 mM-Laktatgruppe bei 48 h (p<0.05) bewirkte, wahrend
sich endogen produziertes Laktat sich in der ‘Background’-Gruppe ansammelte.
*Signifikant unterschiedlich zur 0 mM-Laktatgruppe fiir die angegebene Zeit, p<0.05.
** Signifikant unterschiedlich zur 0 mM-Laktatgruppe fiir die angegebene Zeit,
p<0.01. # Signifikant unterschiedlich zur 10 mM-Laktatgruppe fiir die angegebene
Zeit, p<0.01. Die Werte sind Mittelwerte = SEM. Entnommen aus (20). Mit Erlaubnis
amerikanischen Gesellschaften fiir Experimentelle Biologie.

rungen in den Bindungsaktivitdten von AP-1 and SP-1 festzustellen
waren. Folglich ergab sich, dass NF-kB- und NF-E2-DNA-Bindung
auf laktatinduzierte oxidative Belastung reagieren.

Da Laktatinkubation MCT1 erhohte (Abb.5) und weil das
terminale Elektronentransportkettenelement Cytochrom-Oxidase
(COX) ebenso wie Laktat-Dehydrogenase (LDH) und MCT1 wahr-
scheinlich einen mitochondrialen Laktatoxidationskomplex (LOX)
darstellen (Abb.6) (18), haben wir die Wirkung von 20 mM Laktatin-
kubation auf die Proteinspiegel von COX und von peroxisomproli-
feratoraktiviertem Rezeptor Gamma Coaktivator-1 Alpha (PGCla)
gemessen. PGCla ist von Interesse, weil es als Hauptkoordinator
der mitochondrialen Biogenese gilt (29 ). Ubereinstimmend mit
der vermuteten Rolle von PGCla beobachteten wir erhéhte PGCla
mRNA und Proteinlevel in L6-Zellen nach der Inkubation in 20 mM
(20). AuBerdem erhohte die Laktatinduktion COX mRNA- und Pro-
teinlevel in L6-Zellen (Abb.7).

PGClareagiert in seiner Rolle als Hauptkoordinator der mito-
chondrialen Biogenese mit Transkriptionsfaktoren fiir mitochond-
riale Genexpression, einschlieSlich der fiir COX, z.B. CREB, nukle-
arer Respirationsfaktor-1 (NRF-1) und NRF-2 (Moyes & LeMoine
2005). Dementsprechend haben wir den Effekt von L6-Zelleninku-
bation auf NRF-1-, NRF-2- und CREB-Bindung an DNA gemessen.
Die Laktatinkubation beeinflusste die DNA-Bindung von NRF-1
nicht, dagegen erhohten sich die Bindungsaktivititen fiir NRF-2
nach 1 Stunde Inkubation in 20 mM Laktat und die CREB-Bindung
nach 30 Minuten (Abb.8) (20). Insgesamt kénnen diese Ergebnisse

Abbildung 6: Illustration des mitochondrialen Laktatoxidationskomplexes (LOC), der
fiir die Sauerstoffsenke sorgt, durch die der intrazellulare Laktat Shuttle funktioniert.
Bestandteile von LOC sind MCTL, sein Geriistprotein CD147, Laktatdehydrogenase
(LDH) und Cytochrom-Oxidase (COX). Entnommen aus (18). Mit Erlaubnis der
American Physiological Society.
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Abbildung 7: PGC1[1-mRNA-, COX-mRNA-, und COX-Proteinexpression in L6-Zellen,
die fir 6 h mit 20 mM Laktat inkubiert wurden. Die Angaben sind Mittelwerte + SEM,
wobei die Werte in willkiirlichen Einheiten ausgedriickt sind (1=Mittelwert mRNA
oder Proteinexpression in der 0 mM-Laktatkontrollgruppe). PGC1(- und COX-mRNA-
Expression wurden durch Real time quantitative PCR ermittelt.

*P<0.05 gegen 0 mM Laktatkontrolle. Entnommen aus (20). Mit Erlaubnis der
amerikanischen Gesellschaften fiir Experimentelle Biologie. Mit Erlaubnis der
American Physiological Society.

folgendermafien bewertet werden: Laktat erhoht sowohl MCT1-Ex-
pression wie mitochondriale Biogenese, letztere durch die Bindung
von NRF-2 und CREB mit DNA.

Als Sportphysiologen interessieren uns die Zusammenhénge
zwischen glykolytischem und oxidativem Stoffwechsel im mensch-
lichen Korper. Nach diesen aufregenden Studien mit modernen
molekularen und biochemischen Techniken suchten wir nach
Moglichkeiten, Untersuchungen auf hoheren Ebenen und an kom-
plexeren Strukturen physiologischer Organisation durchzufiithren.
Mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie versuchten wir, das
mitochondriale Retikulum und die Proteinkomponenten des mito-
chondrialen Laktatoxidationskomplexes in geziichteten Myozyten
und Diinnschnitten des erwachsenen Skelettmuskels sichtbar zu
machen. Durch die Kombinationen von priméren und fluoreszenz-
markierten sekundaren Antikorpern plus MitoTracker Red und kon-
fokaler Laser Scanning Mikroskopie mit zwei Wellenlédngen wurde
die Kolokalisierung von MCT1, COX und LDH in den Mitochondrien
ersichtlich (Abb.9). Diese Resultate wurden bestatigt durch zwei un-
abhéngige Methoden: Immunokoprezipitation und Western Blotting
von isolierten Zellfraktionen (18). Bis jetzt wurden MCT1 und andere
LOX-Proteine benutzt, um die mitochondriale Dynamik darzustellen
(18,21). Zurzeit sind Untersuchungen in Arbeit, die Aufschluss iiber
die Effekte physiologischer Signale auf die Expression der vier GTPa-
sen (Mfnl, Mfn2, OPAL, Drpl) und von Fisl geben kénnten.

Gegen die Befiirchtung, dass sich Befunde an immortalisierten
Zelllinien (Abb.9) schlecht tibertragen lassen, sprechen ahnliche Er-
gebnisse am M. plantaris erwachsener Ratten, einem Skelettmuskel
mit Typ I und Typ II Fasern (Abb. 10) (21). Mit den gleichen Messver-
fahren zeigte sich eine Kolokalisierung von MCT1 und COX an der
Oberfléche des Sarkolemms und im Inneren der oxydativen Fasern.
Die Resultate fiir MCT2 waren von geringerer Starke (Abb. 10B2 &
10B3).

Es scheint, dass die Funktion von Laktat drei Hauptmerkmale auf
der Ganzkorperebene aufweist: Laktat dient als Energiequelle, als
glukoneogenetischer Vorlaufer und nach den neuesten Befunden
auch als Signalmolekill, als ,Lactormon” Mit Hilfe der ersten bei-
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Abbildung 8: DNA-Bindungsaktivitaten in L6-Zellen von (A) NRF-1, (B) NRF-2 und
(C) CREB, ermittelt durch EMSA, nach Inkubation in 20 mM Laktat fiir Zeitraume
von 10 min bis 24 h. Die Null-Zeitkontrolle ist in der linken Spur sichtbar. Die Pfeile
deuten Bandverlagerungen an. Oligonukleotide und unmarkierte NRF-1, NRF-2 und
CREB wurden in der rechten Spur als Cold Controls getestet, die den Band Shift
blockierten. Entnommen aus (20). Mit Erlaubnis der amerikanischen Gesellschaften
fiir Experimentelle Biologie.

den Funktionen bewirkt die Produktion und der Abbau von Laktat,
dass der Korper sich fiir eine gewisse Zeit an Belastung anpassen
kann. Die dritte Funktion ermoglicht, dass Laktat an langfristigen
Prozessen der strukturellen und stoffelwechselbezogenen An-
passung an korperliche Belastung beteiligt ist. Zurzeit scheint es,
dass MCT1 die wichtigste MCT-Isoform ist, die im Skelettmuskel
exprimiert wird. MCT1 ist in den sarkolemmalen, mitochondri-
alen und peroxisomalen Membranen von geziichteten Myozyten
und erwachsenen Skelettmuskelfasern vorhanden. MCT4 wird
stark exprimiert im Sarkolemm von schnellen Muskelfasern, aber
wahrscheinlich nicht in den mitochondrialen, peroxisomalen
oder anderen intrazellularen Doménen. MCT2 kann in langsamen
Muskelfasern nachgewiesen werden, wo es sich wahrscheinlich
in sarkolemmalen und mitochondrialen Doméanen befindet, aber
die Expression von MCT?2 ist im Skelettmuskel relativ gering verg-
lichen mit MCT1. Mit der Ausnahme von MCT1 haben wir nur we-
nig Informationen iiber die Regulierung von MCT-Proteinexpres-
sion, allgemein oder spezifisch als Reaktion auf akute korperliche
Belastung oder Training. Ausdauertraining erhoht sarkolemmales
und mitochondriales MCT1 im Muskel, allerdings nicht die MCT4-
Proteinlevel. MCT1-Proteinexpression scheint, jedenfalls teilwei-
se, wahrend der Transskription reguliert zu werden. Tatsdchlich
scheint MCT1 Teil eines weitldufigen ROS-sensitiven Signalnetz-
werks zu sein, das mitochondriale Biogenese im Muskel sowie an-
dere Adaptionen reguliert, die in Reaktion auf sportliche Belastung
erfolgen (20). Die Vorstellung, dass Laktat im Muskel als Reaktion
auf O,-Mangel produziert wird und dass Laktatakkumulation den
Muskel ermiidet, geht auf Studien des frithen 20. Jahrhunderts zu-
riick, die mit nicht zirkulierenden und nicht ausreichend mit Sauer-
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Abbildung 9: Immunhistochemische Bilder demonstrieren einige der Komponenten
des Laktatoxidationskomplexes in geziichteten L6-Muskelzellen. Dieser Komplex
schlieBt den mitochondrialen Bestandteil Cytochrom-Oxidase (COX), das Laktat-
Pyruvat-Transportprotein (MCT1), Laktatdehydrogenase und andere mit ein. (A)
Kolokalisierung von MCT1 und dem mitochondrialen Retikulum. MCT1 wurde an
beiden Doméanen festgestellt: den sarkolemmalen und den intrazellularen (A-1). Durch
die Benutzung von MitoTracker war das mitochondriale Retikulum sehr verfeinert

und wurde in intrazellularen Domanen in L6-Zellen nachgewiesen (A-2). Als die
Signale von Proben fiir die Laktattransporter (MCT1, griin, A-1) und Mitochondrien
(rot, A-2) zusammengefiigt wurden, zeigte die Superposition der Signale (gelb)
Kolokalisierung von MCT1 und Komponenten des mitochondrialen Retikulums, speziell
an perinuklearen Domanen (A-3). In Reihe (B) sind Laktatdehydrogenase (LDH) (B-1)
und mitochondriale Cytochrom-Oxidase (COX) (B-2) abgebildet. Die Superposition

der Signale fiir LDH (rot, B-1) und COX (griin, B-2) zeigt Kolokalisierung von LDH im
mitochondrialen Retikulum (gelb) von geziichteten L6-Muskelzellen von Ratte (B-3).
Tiefenscharfe ~1 mm, MaBstabsbalken=10 mm. Entnommen aus (18). Mit Erlaubnis
der American Physiological Society.

stoff versorgten Froschmuskelpréparaten ausgefiihrt worden sind.
Im Vergleich dazu ist es heutzutage weitgehend anerkannt, dass
die Laktat-Shuttle-Mechanismen bedeutend sind fiir die Vertei-
lung eines wichtigen Energiesubstrats und des Hauptvorldufers fiir
die Glukoneogenese. Die vor kurzem gewonnenen Resultate zeigen
das Potential, das Laktat als bedeutendes zell-signalisierendes Lac-
tormon hat und kénnen vielleicht die herkémmliche Meinung tiber
Laktat in Zukunft &ndern. Laktatproduktion ist mehr als nur eine
Reaktion auf Belastungen, vielmehr ist es Teil eines Belastungs-
Beanspruchungs-Mechanismus wéhrend Muskelkontraktion. Um
die ATP-Homoostase zu erhalten, wird die Glykolyse aktiviert und
die Produktion und Anhédufung von Laktat angeregt. Im Gegenzug
bewirkt die voriibergehende Erhohung der Laktatkonzentration
und der Verbrauch von O, in den Mitochondrien die Bildung von
ROS, welche wiederum ein transkriptionales Netzwerksignal adap-
tiver Zellreaktionen aktivieren.

Gefordert durch NIH Grants R0O1 AR042906 und R01 AR 050459
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Abbildung 10 Zellulare Lage von MCT1- und MCT2-Laktattransporter-Isoformen und
des mitochondrialen Retikulums (Cytochrom-Oxidase, COX) in ausgewachsenem
Plantaris-Muskel von Ratten, dargestellt mittels konfokaler Laser Scanning
Mikroskopie (CLSM) und fluoreszierender Marker fiir die jeweiligen Proteine: Vergleiche
fiir MCTL in der ersten Reihe (Platten A1-A3) und fir MCT2 in der zweiten Reihe
(Platten B1-B3). Die Lokalisierung von COX wurde im Plantaris-Muskel von Ratte
nachgewiesen (Platten A1 und B1). MCT1 wurde in allen Zellen festgestellt, auch
subsarkolemmal (Pfeilspitzen) und interfibrillar (Pfeile) (Platte A2). MCT1-Vorkommen
war am groBten in oxidativen Fasern, wo COX haufig vorkommt und das Signal

stark ist. Als diese MCT1 (griin) und COX (rot) zusammengefiigt wurden, ergab die
Superposition der zwei Marker gelb, mit markanten Funden an interfibrillaren (Pfeilen)
und sarkolemmalen (Pfeilspitzen) Zelldomanen (Platte A3). Im Gegensatz dazu

war das Signal fiir MCT2 (Platte B2) schwach und relativ besser bemerkbar in den
Fasern mit starker Farbung fiir COX (Platten B1 und B3, die gebrochene Linie, um die
oxidativen Fasern soll das schwache Signal fiir MCT2 verdeutlichen). Die Uberlappung
von MCT2 und COX ist geringfiigig, erkennbar durch die Abwesenheit von Gelb in
Platte B3. MaBstabshalken=50 mm. Die Abschnitte sind vom selben Tier. Entnommen
aus (21). Mit Erlaubnis der Physiological Society (London).
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