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Einleitung

1 EINLEITUNG

Nur ein gesundes Pferd kann sportliche Hochstleistungen erbringen. Daher ist es wichtig, die
korperliche Belastung der Tiere einschatzen zu kénnen. Trabrennpferde werden Uber viele
Monate auf Renn-Niveau gehalten. Aul3er den Rennen werden ein- oder zweimal pro Woche
anspruchsvolle Trainingseinheiten gefahren. Die Bewaltigung dieser korperlichen Leistungen
stellt hohe Anforderungen an den gesamten Organismus.

Nach der Belastung des muskuloskeletalen Systems kommt es auch zu immunologischen
Reaktionen des Korpers. Die zelluldaren Veranderungen sind dabei durchaus mit den
Reaktionen auf eine akute Erkrankung zu vergleichen. Die hohe Belastung aufert sich
aullerdem in einer Reihe von Erkrankungen, die Wohlbefinden und Leistungsfahigkeit der
Tiere beeintrachtigen. Gleichzeitig kommt es durch Belastung zur gesteigerten Produktion
von freien Radikalen, die Gewebeschaden verursachen kdnnen. Inwieweit oxidativer Stress
ein belastender Faktor fur die Tiere, oder eine unerldssliche physiologische Folge der
Anstrengung ist, bleibt Gegenstand aktueller Forschung.

Die Verbindung zwischen der immunologischen Zellreaktion und den oxidativen
Gewebeschaden bedarf ebenfalls weiterer Aufklarung. Dazu eignet sich die Myeloperoxidase
(MPO) in besonderer Weise. Sie stellt aufgrund ihrer Lokalisation in den immunologischen
Zellen, als auch wegen ihrer direkten Beteiligung am oxidativen Stress einen interessanten
Parameter dar, um die pathophysiologischen Vorgange, die im Organismus auf Belastung
folgen, naher zu untersuchen. Diesbezlgliche Studien zeigen die MPO als wertvollen
Indikator fir entzliindliche Reaktionen des Kérpers auf Belastung. Aktuelle Untersuchungen
weisen der MPO auRerdem mediatorische und modulatorische Eigenschaften zu. Es fehlen
jedoch Untersuchungen, die die Aussagekraft dieses Markers im Pferdeleistungssport
untersuchen, und seine praktischen Aussagekraft prifen.

Der Einfluss von koérperlicher Belastung auf die Aktivitat der MPO im Serum wurde beim
Pferd bislang nicht untersucht. Aulerdem ist nicht bekannt, ob MPO-Aktivitdtsveranderungen
im Serum mit Veranderungen von belastungsbedingtem oxidativem Stress in vivo verbunden
sind.

Daher soll die vorliegende Arbeit einen Beitrag dazu leisten, die Auswirkungen einer
Trainingsbelastung unter Feldbedingungen auf Trabrennpferde zu untersuchen. Als neuer
Parameter wird die Aktivitat der zirkulierenden MPO betrachtet. Da sie zur Produktion von
gewebsschadigenden, reaktiven Substanzen fuhren kann, werden gleichzeitig Schaden
durch oxidativen Stress, sowie deren Eliminationszeit verglichen.

Die folgenden Fragen werden nach Abschluss der Studie zu betrachten sein:

e Welche Auswirkung hat eine Trainingsbelastung unter Feldbedingungen auf die
Aktivitat der MPO im Serum?

e Kann ein Zusammenhang zwischen MPO und anderen physiologischen oder
pathologischen Parametern festgestellt werden?

o Kommt es zu oxidativem Stress unter der Ublichen Trainingsbelastung, und wie lange
bleiben eventuelle Schaden nachweisbar?

Es liegen keine Studien vor, die sich mit dieser Fragestellung im Zusammenhang mit dem
Training von Trabrennpferden befassen.
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2 LITERATUR

2.1 Leistungsphysiologie und —pathologie beim Pferd

2.1.1 Einfluss von Belastung auf Laktat, Herzfrequenz und Muskelenzyme

Um die Intensitat einer physischen Belastung einschatzen zu kdnnen, werden im
Pferdeleistungssport routinemalig mehrere Parameter geprift. Darunter spielt die
Bestimmung der Blutlaktatkonzentration eine wichtige Rolle. Sie erlaubt Aussagen Uber die
aerobe bzw. anaerobe Muskelstoffwechsellage unter Belastung. Laktat ist das Endprodukt
des anaeroben Muskelstoffwechsels, der neben dem aeroben in den Muskelzellen ablauft.
Unter hohen Belastungen akkumuliert Laktat, da die gesteigerte Produktion die
Eliminationskapazitat Ubersteigt. Bei geringeren Belastungen laufen beide Wege in der Zelle
ab. Laktat wird jedoch in gleichem Male eliminiert, wie es gebildet wird. Der aerobe
Metabolismus ist zwar der bei weitem effizientere Weg der Adenosintriphosphat (ATP)-
Produktion, er kann aber erst mit Verzégerung voll ausgeschdpft werden und ist von dem
Mitochondriengehalt der Zelle und einer ausreichenden Sauerstoffversorgung abhangig.
Durch die aerobe Glykolyse arbeitet der Muskel bei moderater Belastung und ausreichender
Sauerstoffversorgung dauerhaft, ohne dass es zu einer Nettolaktatproduktion kommt
(Engelhardt, 2000).

Ubersteigt die Laktatproduktion die Eliminationsrate, kommt es bei gleichbleibender oder
steigender Belastung zu einem exponentiellen Laktatanstieg (Laktatakkumulation). Der
Beginn der Nettolaktatakkumulation wird als Uberschreiten der aerob/anaeroben Schwelle
definiert. Eine hohe Korrelation der Laktatwerte mit der Geschwindigkeit von Vollblitern
wurde bei einer 800 m langen submaximalen Belastung sowohl auf Sand, als auch auf der
Grasbahn festgestellt (Davie & Evans, 2000). Die Korrelation zwischen Belastungsintensitat
und Laktatwert zeigt, dass der Laktatwert ein gutes Mal fiir die Belastungsintensitat ist, da
das Ausmal der Laktatbildung von der Art, der Dauer und der Intensitat der Arbeit abhangig
ist (Krzywanek, Schulze & Wittke, 1972 a).

Thornton et al. (1983) konnten in einer Untersuchung Uber die Laktatproduktion zeigen, dass
der Laktatspiegel bei gleicher Geschwindigkeit (510 m/min) von im Mittel 9,58 mmol/l nach
funf Wochen Training signifikant auf 5,66 mmol/l sank. Dies zeigt, dass ein Unterschied
zwischen einem untrainierten und einem trainierten Pferd besteht, da es zu einer
verbesserten Ausdauerleistung durch Steigerung des aeroben Metabolismus kommt
(Thornton et al., 1983; Deaton et al., 1999).

Die Konzentration von Laktat im Blut steigt dabei exponentiell zur Arbeitsintensitat an
(Wilson, Isler & Thornton, 1983). Bei einer submaximalen Ausdauerbelastung kann der
Laktatspiegel relativ konstant gehalten werden (Asheim et al., 1970), jedoch schon eine
kurzzeitige Maximalbelastung flhrt zu einem Laktatanstieg im Muskel und im Blut (Harris &
Snow, 1988). Die gemessenen Hochstwerte variieren je nach Belastungsart, -dauer und
Messverfahren. Unter maximaler Belastung kdnnen Werte von circa 30 mmol/l erreicht
werden (Rose et al., 1983).

Auch im Ruhezustand ist Laktat im Blut nachweisbar. Beim Pferd werden Werte von unter
1 mmol/l angegeben (Gill et al., 1987; Kraft & Dlrr, 2005).

Die Herzfrequenz (HF) wahrend der Belastung ist ebenfalls ein sehr guter Parameter zur
Intensitatseinschatzung. Durch den erhdhten Sauerstoffbedarf der Muskulatur wird die HF,
die beim Pferd in Ruhe bei etwa 30-36 Herzschlage/Minute (S/min) liegt, um ein Vielfaches
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gesteigert (Engelhardt, 2000). Der sogenannte Bainbridge-Reflex, der durch den erhohten
Blutdruck in der rechten Vorkammer ausgeldst wird, flhrt innerhalb von Sekunden zu einer
reflektorischen Steigerung der HF bei Belastung, wobei sie nach ungefahr 22 Sekunden
unter maximaler Belastung einen maximalen Wert erreicht (Krzywanek et al. 1970). Jede
Geschwindigkeitsanderung wahrend der Belastung verandert die Belastungsintensitat und
geht mit einer sofortigen Anpassung der HF einher (Krzywanek et al., 1970).

Da der Sauerstoffbedarf sich proportional zur Intensitat verhalt (aufgrund der Erhéhung des
Energiestoffwechsels), kann das Ausmald der Steigerung der HF als indirekter
Intensitatsparameter eingesetzt werden (Couroucé, 1998).

Zwischen 120 und 210 S/min besteht eine lineare Beziehung zwischen HF und
Geschwindigkeit (Wilson, Isler & Thornton, 1983). Unter extremer Belastung konnten beim
Pferd Maximalwerte von 240 S/min gemessen werden (Asheim et al., 1970). Obwohl die HF
bei geringer Belastung durch exogene Faktoren, wie beispielsweise Stress, Angst oder
Schmerz beeinflusst werden kann, ist ab einer HF von 120 S/min eine weitere Erhdhung
durch exogene Faktoren nicht mehr méglich (Persson, 1968).

Ehrlein und Kollegen untersuchten verschiedene Belastungsintensitaten sowohl im Trab, als
auch im Galopp und stellten fest, dass der Anstieg der HF umso hdher ist, je héher die
konstante Laufgeschwindigkeit ist (Ehrlein et al., 1973).

Ein Trainingseffekt, der in einer niedrigeren HF bei gleicher Belastungsintensitat resultiert,
wurde in verschiedenen Studien bereits nachgewiesen (Ehrlein et al., 1973; Gottlieb-Vedi et
al., 1995).

Das verstarkte Vorhandensein bestimmter Muskelenzyme im Blut gibt Auskunft Uber den
Zustand der Muskelzellen und wird als Parameter fir akute oder chronische
belastungsbedingte Zellschaden eingesetzt (Valberg et al., 1993).

Die Kreatin-Kinase (CK) ist als muskelspezifisches Enzym anzusehen, das nur in sehr
geringen Mengen in anderen Organen, wie der Niere, der Leber und dem Gehirn vorkommt.
Der bei weitem Uberwiegende Teil findet sich in der Skelettmuskulatur und in der
Herzmuskulatur. Im Gegensatz zu anderen diagnostischen Enzymen im Bereich der
Myopathien kann die CK auch allein als relativ spezifischer Indikator fiir Muskelschaden
herangezogen werden (Argiroudis, Kent & Blackmore, 1982; Anderson, 1976).

In der Muskelzelle befindet sich die CK im Plasma, wo sie die folgende Reaktion katalysiert
und daher flr die frihe Energieversorgung der arbeitenden Zelle verantwortlich ist.
Abbildung 1 zeigt die Reaktionsgleichung der CK.

[ Kreatinphosphat + ADP -— Kreatin + ATP }

Abbildung 1: Reaktionsgleichung der Kreatin-Kinase

Die in der Literatur angegebenen Referenzwerte sind fir das Pferd in Ruhe variabel. Sie
reichen von < 90 U/l (Deutsche Veterinarmedizinische Gesellschaft, 1982), bis 75 — 160 U/
(Sloet & Goering, 2000).

Finf Stunden nach Belastungsende wurden nach Anderson die hochsten Werte der CK
ermittelt, die nach 2 bis 3 Tagen wieder Ruheniveau erreichen. Damit hat die CK eine
deutlich kirzere Halbwertszeit, als die Aspartat-Amino-Transferase (AST) (Anderson, 1976).
Die Deutsche Veterinarmedizinische Gesellschaft gibt flir das Pferd einen Arbeitswert von
bis zu 220 U/l an (Deutsche Veterinarmedizinische Gesellschaft, 1982).

Obwohl die CK eine Aussage uber akute Muskelschaden erlaubt, stand sie bei der
Untersuchung von Kerr und Snow (1983) nach einem Distanzritt in keinem Zusammenhang
mit dem Erschépfungsgrad der Tiere und wies eine relativ hohe Variabilitat auf (Kerr & Snow,
1983). Dennoch ist die Hohe des Anstiegs der CK im Serum nachweislich von der
Arbeitsintensitat abhangig, und steigt nach maximaler Belastung an (Lekeux et al., 1991;
Rose et al., 1983).
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Die AST kommt sowohl im Mitochondrium, als auch im Zytosol vor, und die von ihr
katalysierte Gleichgewichtsreaktion ist ein wichtiger Teil des oxidativen Stoffwechsels.
Abbildung 2 zeigt die Reaktionsgleichung der AST.

[a-Ketoglutarat + L-Asparfat — Oxalacetat + L-Glutamat 1

Abbildung 2: Reaktionsgleichung der Aspartat-Amino-Transferase

Sie wird als unspezifischer (da ubiquitdr vorkommender), aber sensitiver Parameter fir
akuten Zellschaden eingesetzt. Sie ist sowohl bei Zellnekrosen als auch schon bei
Membranschaden erhdht (Schmidl, 1985). Bei Skelettmuskelerkrankungen, wie Myopathien
und Tetanus und bei Myokardiopathien kdnnen extrem hohe Werte auftreten (Gerber, 1969).
Sehr hohe Werte kdénnen auch bei Leberschaden infolge akuter Hepatitis und bei
Vergiftungen angetroffen werden. Die Auswertung der AST erfolgt meist zusammen mit der
CK. Als Referenzbereich fur die AST gibt die Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft
einen Wert von <90 U/l an (Deutsche Veterinarmedizinische Gesellschaft, 1982). Schafer
sieht dagegen Werte bis 220 U/l als physiologisch an (Schafer, 1999).

Grun und Kollegen beobachteten bei erhdhter Trainingsintensitdt neben signifikanten
Unterschieden zwischen Ruhe- und Belastungswerten auch eine Steigerung der
Enzymaktivitat in Ruhe. Die Ergebnisse zeigen, dass eine Steigerung der Trainingsintensitat,
deutliche Veranderungen auch in Ruhe hervorruft (Gran et al., 1977).

Die Laktat-Dehydrogenase (LDH) ist ebenfalls kein muskelspezifisches Enzym. Sie dient,
wie in Abbildung 3 dargestellt, innerhalb der Zellen der Oxidierung von Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid (NADH) + H* zu NAD" durch Reduktion von Pyruvat zu Laktat im Rahmen des
anaeroben Zellstoffwechsels.

[ Pyruvat + NADH + H"™ > Laktat + NAD" ]

Abbildung 3: Reaktionsgleichung der Laktat-Dehydrogenase

Obwohl die LDH durch diese Reaktion mit der Laktatproduktion verbunden ist, konnten bei
Belastungsstudien nicht immer Korrelationen zwischen den beiden Parametern festgestellt
werden (Ober, 2000).

Die LDH reagiert empfindlich auf akute Zellschaden und ist dann extrazellular auffindbar
(Gerber, 1969) und hat laut Glitz (1997) eine Halbwertszeit von 7,65 Stunden. Da die LDH
als ubiquitar im ganzen Korper vorkommendes Enzym anzusehen ist, konnen erhohte Werte
nicht zu einer organspezifischen Diagnose herangezogen werden (Glitz, 1997).

Der Referenzbereich der LDH liegt < 400 U/l (Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft,
1982). Sloet und Goring (2000) geben beim erwachsenen Pferd (> 2 Jahre) Referenzwerte
zwischen 150 und 420 U/l an (Sloet & Goering, 2000).

Wahrend es grundsatzlich nach einer Belastung zu einem intensitatsabhangigen Anstieg der
LDH beim Pferd kommt, sind die Aussagen Uber Trainingsadaptationen widersprichlich.
Training mit einer deutlichen anaeroben Komponente, fuhrt zu einer Zunahme der LDH-
Aktivitat (Rose et al., 1983; Lekeux et al., 1991).
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2.1.2 Einfluss von Belastung auf das leukozytare Blutbild

Basierend auf den humoralen und zellularen Veranderungen, die wahrend anstrengender
muskuldrer Arbeit beim Menschen vorkommen, wurde das Konzept der entzindlichen
Antwort auf Belastung entwickelt. Beweisend dafir sind bis heute die Zeichen einer Akuten-
Phase-Antwort (Niemann, 1997), eine Leukozytose und Leukozyten-Aktivierung,
entzindliche Mediatoren, Zellschaden, zellulare Infiltration, Produktion von freien Radikalen,
Aktivierung des Komplementsystems und fibrinolytische Stoffwechselvorgdnge (Camus et
al., 1993 b).

Die polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten bilden, wegen ihrer Uberwiegenden
Anzahl (granulozytares Blutbild des Pferdes) und aufgrund ihrer Fahigkeit zur Migration ins
Gewebe, sowie zur Phagozytose und Abtdtung von Infektionserregern oder Zelltrimmern,
einen wichtigen Teil des zelluldren Immunsystems. l|hre Aktivierung und Migration
(bestehend aus endothelialem Rollen, Adhasion, Aktivierung, Diapedese und
chemotaktischer Motilitat), wird durch Chemotaxine ausgelést. Zu den Stoffen, die eine
Aktivierung der Granulozyten erzeugen zahlen Zytokine (IL-1, TNF-a), Chemokine (IL-8),
LPS, Eikosanoide (Leukotrien B4), platichenaktivierender Faktor (PAF — in vitro),
Komplementfaktoren (humaner rekombinanter Komplementfaktor C5a — in vitro) und
Immunkomplexe (Antigen-Antikdrper) (Ali et al.,, 1997). Dabei kann es sich sowohl um
Zelltrimmer nach mechanischer Zellzerstérung, oder um freigesetzte chemotaktische
Substanzen anderer Immunzellen, sowie um opsonisierte Pathogene oder
Zellwandbestandteile von Bakterien selbst handeln. Nur aktivierte Granulozyten kénnen fest
an die Gefallwand gebunden werden. Dabei setzen sie eine Vielzahl von Proteasen, wie
unter anderem Elastase, Kollagenase, Proteinase und Kathepsin G frei. Gleichzeitig steigt
der Sauerstoffverbrauch um ein Vielfaches (der sogenannte ,respiratory burst®), da durch die
Aktivierung der membrangebundenen Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH)-
Oxidase die Produktion von reaktiven Sauerstoffverbindungen [zum Beispiel Superoxid und
Wasserstoffperoxid (H,O,)] aus Sauerstoff beginnt. Diese reaktiven Verbindungen dienen im
Rahmen der Infektabwehr der Zerstérung von phagozytierten Pathogenen.
Wasserstoffperoxid wird dabei von der MPO zur Bildung hypohalogener Saure bendtigt
(Gaut et al., 2001).

Abhangig von der Intensitat und der Dauer der Belastung ist es wahrscheinlich, dass Muskel
und/oder benachbartes Gewebe geschadigt werden, was die Aktivierung der Granulozyten
zur Folge hat. Ob diese Aktivierung, die mit der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS-Molekiilen) einhergeht letztlich ein primar pathologischer, oder physiologischer
Prozess ist, wird diskutiert (Duarte et al., 1993).

Die physiologische Leukozytenverteilung beim Pferd besteht wie auch bei anderen
Saugetieren aus einem zirkulierenden Pool und einem sogenannten marginalen Pool an
Zellen, die sich in den Kapillarbetten und der Milz befinden, und in etwa 50 % der
Gesamtleukozytenzahl ausmachen. Unter bestimmten Umstanden (wie zum Beispiel
korperliche Anstrengung) werden diese in die Zirkulation abgeschwemmt. Beim Menschen
und den meisten anderen Spezies resultiert Belastung daher in physiologischer Leukozytose
verbunden mit einer Mobilisation der neutrophilen Granulozyten in den zirkulierenden Pool
und einer moderaten bis merklichen Neutrophilie (Carakostas, Moore & Smith, 1981).
Belastung auflert sich auRerdem in einem veranderten Verhaltnis der Neutrophilen zu den
Lymphozyten (Neutrophile (N)/Lymphozyten (L)-Verhaltnis). Die Intensitat der Belastung
spielt hierbei eine groRe Rolle. Das Verhaltnis ist nach moderateren Belastungen eher
erniedrigt, da relativ gesehen mehr Lymphozyten als Neutrophile in die Zirkulation freigesetzt
werden. Geringere Intensitdten produzieren demnach eine andere Veranderung im
Leukogramm, als hohe, die mit einer merklichen Leukozytose aufgrund von Neutrophilie,
Lymphopenie und Eosinopenie verbunden sind (Snow, Ricketts & Mason, 1983).

Das erhdhte N/L-Verhaltnis nach hohen Belastungen ist ein Resultat des Kortisols, dessen
Ausschuttung mit der Belastungsintensitat korreliert und die Leukozytose verstarkt (Wong,
Smith & Thong, 1992). Erhohte Plasmakortisolkonzentrationen fuhren zu erniedrigter
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Margination der Neutrophilen, erhdhtem neutrophilen Output aus dem Knochenmark und
erniedrigter Zirkulation von Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten. Die Erhéhung der
zirkulierenden Zahl der Neutrophilen aufgrund von Kortisol geht jedoch nicht automatisch mit
einer Aktivierung einher (Camus et al., 1993 a). Bei zunehmender Belastung verstarkt sich
die Neutrophilie und Lymphopenie. Nach mehreren separaten Belastungen wurde beim
Traber ein Uber 6 Stunden anhaltendes erhdhtes N/L-Verhaltnis festgestellt, das mit einer
Leukozytose, und erhdhter ROS-Produktion einherging (Korhonen et al., 2000).

Da die Intensitat und Dauer einer Belastung zu unterschiedlichen Veranderungen des
Leukogramms fuhren, sind zellulare Reaktionen des Korpers durchaus als
Intensitatsparameter geeignet (McGowan, 2008).

Eine physiologische Besonderheit des Pferdes ist die Milzkontraktion, die wahrend Belastung
zu einer Steigerung der Erythrozytenzahl fuhrt, wodurch das Ausmal} einer Leukozytose
.,maskiert* werden kann. Das Ausmal der Milzentspeicherung ist ebenfalls von der Starke
der kdrperlichen Anstrengung abhangig (Snow, Ricketts & Mason, 1983).
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2.2 Die Myeloperoxidase

2.2.1 Synthese und enzymatische Aktivitat

Das Enzym MPO gehért zur Gruppe der Peroxidasen und wurde in Studien an Saugetieren
und Fischen als Indikator fur Leukozyten-Aktivitat und damit verbundener Entzindung im
Zusammenhang mit pathologischen Zustanden eingesetzt (Art et al., 2006 a; Fietz et al.,
2007).

Die MPO wird in den azurophilen Granula der neutrophilen Granulozyten gespeichert. In
geringen Mengen kommt sie auch in Monozyten vor, lasst sich jedoch in ausgereiften
Makrophagen nicht mehr nachweisen (Klebanoff, 1999; Mathy-Hartert et al., 1996).

Die Synthese der MPO beginnt bereits im Promyelozytenstadium und endet, wenn die
neutrophilen Granulozyten in das Myelozytenstadium eintreten. An diesem Punkt werden die
azurophilen Granula auf die Tochterzellen verteilt, wo sie sich mit den neu geformten
peroxidasenegativen Granula mischen. Daher sind die MPO-haltigen Granula der
ausgereiften Neutrophilen, sowohl in Dichte, als auch in ihrer Morphologie, heterogen
(Kinkade et al., 1983; Bainton, Ullyot & Farquhar, 1971).

Die genetische Kodierung der humanen MPO befindet sich auf einem einzigen, ~ 11 kb
grolden, Bereich in Segment q 12-24 im langen Schenkel des 17. Chromosoms (Inazawa et
al., 1989; Zaki et al., 1990).

Abbildung 4: Dimerstruktur der Myeloperoxidase
(Fenna, Zeng & Davey, 1995).

Das erste Transkriptionsprodukt bildet ein etwa 80 Kilodalton (kDa) schweres Protein
(Nauseef, Olsson & Arnljots, 1988). Dieses wird nach proteolytischer Abspaltung eines
Aminosauresignalpeptids und einer Glykosylierung, durch Aufnahme einer mannose-reichen
Seitenkette, zum enzymatisch inaktiven apoproMPO-Molekil (Johnson & Nauseef, 1991).
Innerhalb des endoplasmatischen Retikulums formt die apoproMPO einen Komplex mit den
Kalzium-bindenden Proteinen Calreticulin und Calnexin. Erst durch die calnexinabhangige
Aufnahme der prosthetischen Hamgruppe (im Unterschied zu anderen Peroxidasen bei der
MPO mit drei Bindungen), entsteht das enzymatisch aktive proMPO-Molekil mit einem
Gewicht von 89-90 kDa (Pinnix et al., 1994). Diese proMPO verlasst nun das
Endoplasmatische Retikulum und gelangt in ein pra-granulares Kompartiment, wo sie zur
reifen MPO wird (Nauseef, McCormick & Goedken, 2000).

Die proteolytische Entfernung einer N-terminalen Aminosaure-pro-Region und eine zweite
proteolytische Spaltung resultieren in einer schweren, glykolysierten a-Untereinheit mit 467
Aminosauren (57-64 kDa) und der leichten, nicht glykolysierten B-Untereinheit mit 112
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Aminosauren  (12-15kDa), die sich als schwer-leichte  Protomerverbindung
zusammenschlielRen (Klebanoff, 2005).

Reife MPO besitzt eine Molekularmasse von 120-150 kDa (Serteyn et al., 2003) und besteht
aus zwei dieser schwer-leichten Protomerverbindungen, deren schwere Untereinheiten
durch eine Disulfidbindung verbunden sind (Nauseef, McCormick & Goedken, 2000; Serteyn
et al., 2003). Da sie flr die grinliche Farbung von Eiter verantwortlich ist, wurde die MPO zu
Anfang auch als Verdoperoxidase bezeichnet (Agner, 1941).

Die MPO ist ein stark basisches Protein, da sie viele basische Aminosauren wie Arginin und
Lysin enthalt. Ihr isoelektrischer Punkt liegt bei >10 und daher bindet sie leicht an negativ
geladene Oberflachen, wie zum Beispiel biologische Membranen, oder die negativ geladene
Oberflache von Granulozyten (Klebanoff, 1999). Das mannose-reiche Karbohydrat und die
zwei Ham-Reste sind kovalent an die schweren Untereinheiten gebunden (Olsen & Little,
1984). Reduktion und Alkylierung resultieren in der Spaltung von MPO in Hemi-MPO, die aus
einer einzigen a- und (-Untereinheit besteht. Dieses Produkt besitzt nach
Andrews et al. noch enzymatische und bakterizide Aktivitdt (Andrews, Parnes & Krinsky,
1984).

Im Jahre 1998 gelang es Mathy-Hartert und Mitarbeitern, die equine MPO zu purifizieren. Sie
stellten eine starke Ahnlichkeit der equinen mit der humanen und der bovinen Form des
Enzyms fest. Die spezifische Aktivitat der equinen MPO betrug 74,3 U/mg und sie konnten
sowohl enzymatisch aktive proMPO, als auch reife MPO in Granulozyten nachweisen
(Mathy-Hartert et al., 1998).

Als Enzym der zellularen Abwehr im Rahmen des ,respiratory burst” wirkt die MPO in den
Phagolysosomen mikrobizid auf phagozytierte Pathogene, indem sie Hypochlorsaure
(HOCL) als starkes Oxidans bildet. Gelangt die MPO wahrend des ,respiratory burst“in den
extrazellularen Raum, richten sich ihre toxischen Eigenschaften auch gegen koérpereigene
Gewebe (Gaut et al., 2001; McConnico et al., 1999).

Die von der MPO katalysierte Reaktion ist eine H,O,-abhangige Oxidation eines Haliden zu
einer schwachen Saure. Das hierbei oxidierte Anion ist aufgrund der hohen physiologischen
Konzentration im Organismus typischerweise ein Chloridanion (CI’), obwohl chemisch
gesehen die Affinitat zu lodid am gréfRten ist (Klebanoff, 2005). Als weitere Halide kdnnen
auch Bromidanionen mit der MPO reagieren (Gaut et al.,, 2001). Bildet Nitrit den
Reaktionspartner, dann entsteht das nitrierende Agens Peroxynitrit (ONOQO"). Neben Nitrit
kénnen auch Tyrosin, Thiocyanat und Stickstoffmonoxid (NO) als nicht-Halide durch die
MPO oxidiert werden. Auf diese Weise generiert die MPO nicht nur radikalische Substanzen,
sondern kann auch eine Rolle bei der Produktion oder Elimination modulatorisch wirkender
Molekiile spielen (Serteyn et al., 2003).

Die Reaktionsgleichung ist in Abbildung 5 dargestellt.

[ H202 + Cl_ + H+ Myeloperoxidase > HOC' + Hzo }

Abbildung 5: Reaktion der Myeloperoxidase mit Wasserstoffperoxid und Chloridanion.

Im Rahmen dieser Gleichung kommt es zu mehreren chemischen Reaktionen, die praktisch
gleichzeitig ablaufen. Dabei kann das Enzym in vier verschiedene Formen Ubergehen
(Klebanoff, 2005). Zur besseren Veranschaulichung sind einige Detailvorgange in Abbildung
6 schematisch dargestellt.

In der nativen MPO liegt das Eisen im MPO-Molekiil in dreiwertiger Form (Fe") vor.
Wasserstoffperoxid reagiert schnell mit diesem Eisen und es bildet sich eine Doppelbindung
des Eisens zu einem Sauerstoffmolekil. Dadurch geht die MPO in den intermediaren
Komplex | Uber. Dieser zeichnet sich durch das sogenannte 1-Kation-Radikal, sowie durch
seine Kurzlebigkeit aufgrund hoher Reaktivitat aus (Serteyn et al., 2003).

Der Komplex | reagiert sehr schnell mit einem Halogeniden, Pseudohalogeniden oder Nitrit
(NOy) (Klebanoff, 1999).
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Abbildung 6: Reaktionsgleichung der Myeloperoxidase im Detail. Modifiziert nach Serteyn und
Kollegen, 2003; Klebanoff, 1999.

Aufgrund seiner hohen Reaktivitdt kann der Komplex | aber auch durch zwei einzelne
Reduktionen mit einem reduzierenden Substrat oder mit H,O, (wenn dieses in sehr hoher
Konzentration vorliegt) (Klebanoff, 2005) wieder zum nativen Enzym werden. Hierbei
entsteht der Komplex Il als Zwischenstufe. Dieser hat keine katalytischen Fahigkeiten und
muss erst durch einen zweiten Elektronendonor wieder in das native Enzym Uberflhrt
werden. Solche Elektronen abgebenden Stoffe sind unter anderem NO,’, NO, Ascorbinsaure,
Harnstoff, Katecholamine, Ostrogene, Serotonin oder Tyrosin (Serteyn et al., 2003). Durch
die Oxidation gehen diese Stoffe in ihre Radikalform Gber und kénnen so zur Formation von

Radikalen beitragen. Stickstoffmonoxid wird beispielsweise zu NO,, das ein nitrierendes
Agens und damit ein reaktives Radikal darstellt (Eiserich et al., 1998). Aufterdem ist
besonders das Tyrosyl-Radikal zu nennen, welches nach Podrez et al. eine Rolle bei der
Lipidperoxidation spielt (Podrez, Abu-Soud & Hazen, 2000).

Freie MPO kann inaktiviert, oder durch die Aufnahme in Makrophagen aus dem
extrazellularen Raum entfernt werden (Edwards, Nurcombe & Hart, 1987; Klebanoff, 2005).
Eine Inaktivierung kann durch eine Reihe von Substanzen, wie zum Beispiel Resveratrol
herbeigefihrt werden. Das Phytoalexin Resveratrol, das antioxidative, antientztindliche und
immunmodulatorische Eigenschaften besitzt, fuhrt zu einer signifikanten Hemmung der
MPO-Aktivitat sowohl intra- als auch extrazellular (Kohnen et al., 2007). Eine ahnliche
Wirkung erzielten Franck und Kollegen (2006) auch durch Curcumin. Sie erwagen die
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Méglichkeit, dass Resveratrol die Enzymstruktur der MPO verandert (Franck, Grulke & Deby-
Dupont, 2006).

Auch Produkte des ,respiratory burst” selbst konnen die MPO inaktivieren. Die MPO kann
beim Vorliegen von hohen Konzentrationen an O, oder auch H,O, in einen inaktiven
Komplex Ubergehen (Edwards, Nurcombe & Hart, 1987; King, Jefferson & Thomas, 1997).
Durch die Aufnahme von Elektronen wird die potentiell toxische MPO im Organismus so
gehemmt und gleichzeitig der oxidative Druck gesenkt. Dadurch kann aktive MPO zu einer
Verminderung reaktiver Substanzen beitragen (Winterbourn, 1986).

Die Inaktivierung der MPO kann ex vivo grundsatzlich auch durch weitere Substanzen
herbeigefihrt werden (Castro et al., 2008; Rebiere et al., 2008; Quian, Eaton & Wolff, 1997).

Die Frage, inwieweit die mikrobiziden Eigenschaften der MPO im Organismus bei der
Infektabwehr unverzichtbar sind, wird kontrovers diskutiert (Klebanoff, 2005).
Zunehmend werden auch die extramikrobiziden Eigenschaften der MPO untersucht (Kebir et
al., 2008). Ihr diagnostischer und prognostischer Wert, sowie ihre pathologischen Wirkungen
im Rahmen humaner kardiovaskuldrer Erkrankungen stehen mittlerweile aufl3er Frage
(Cavusoglu, Ruwende & Eng, 2007; Richter et al., 2005; Buffon et al., 2002).

2.2.2 Extramikrobizide Wirkungen

Sowohl Uber ihre Reaktionsprodukte, als auch durch direkte Interaktion nimmt die MPO
Einfluss auf Prozesse der akuten Entzindung. Sie verringert beispielsweise durch
Oxidierung die biologische Verfligbarkeit von NO. Stickstoffmonoxid wird in den
Endothelzellen durch die kalziumabhangige NO-Synthase gebildet. Unter Belastung fanden
Niess und Mitarbeiter eine Zunahme der induzierbaren NO-Synthase (Niess et al., 2000).

Das Enzym benétigt Arginin als Substrat, und wandelt gleichzeitig NADPH in NADP™ um.
Das entstandene NO diffundiert in den Interzellularraum und in die Tunica media
(Muskelschicht) der Gefalie. Hier aktiviert es die zytosolische Guanylcyclase, was schliel3lich
eine Gefalidilatation zur Folge hat. Als gefalirelaxierendes und antientziindliches Molekiil
spielt NO eine wichtige Rolle im Entziindungsgeschehen, das in erheblichem Ausmal} von
Veranderungen des Gefalllumendurchschnitts und des GefalRendothels abhangt (die
Transmigration aktivierter L wird erst durch eine gesteigerte Gefalipermeabilitat moglich).
Die Dilatation der Gefalie ist ausschlaggebend fir die benétigte Durchblutungssteigerung
der Muskulatur und der Lunge bei Belastung. Da die MPO mit hoher Affinitat an die
GefaRwand bindet und in aktiver Form im subendothelialen Raum akkumuliert, ist eine grolle
raumliche Nahe zum NO gegeben (Klinke, 2009). Die von der MPO gebildete HOCI oxidiert

NO zu NO’; (Eiserich et al., 1998).

Gleichzeitig kann L-Arginin, das Substrat der NO-Synthase, durch HOCI chloriniert werden
und dadurch ebenfalls zur Verringerung des NO beitragen (Zhang et al., 2001; Lin et al.,
2006). Auch andere, relevante Molekiile werden durch HOCI modifiziert und fihren zu
Beeintrachtigungen der Gefallwandfunktionen (Vissers & Thomas, 1997; Vita et al., 2004).

Die MPO wirkt rezeptorvermittelt auch direkt modulierend auf die Funktion der Leukozyten.
Auf der Zelloberflache neutrophiler Granulozyten befinden sich Integrine (CD11b-Integrine),
die als Rezeptoren fiir die MPO dienen. Uber diesen Mechanismus kommt es nach Bindung
der MPO zu einer Modifikation intrazellularer Proteine, sowie zu erhohter Aktivitdt und
vermehrten Expression dieser Integrine (Lau et al., 2004).

AuRerdem wird Uber das CD11b-Integrin ein MPO-vermittelter Mechanismus aktiviert, der
die Apoptose aktivierter Granulozyten verhindert. Auf diese Weise bleiben die aktiven
Entzindungszellen langer vorhanden und die Entzindungsreaktion wird verstarkt und
verlangert (Kebir et al., 2008; Lau et al., 2004).
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In vitro konnte zudem eine MPO vermittelte Adhdsion von Granulozyten an eine
Plastikoberflache festgestellt werden (Johannsson et al., 1997). Da das Enzym im
Organismus mit hoher Affinitat an bestimmte Strukturen der endothelialen Oberflache bindet,
wurde die Hypothese entwickelt, dass die MPO in vivo als Verbindungselement zwischen
dem Endothel und den Granulozyten dienen konnte. Die Ergebnisse der Arbeit von Klinke
(2009) zeigen, dass dieser Mechanismus existiert. Es kann jedoch keine abschlieRende
Aussage Uber seine Bedeutung in vivo getroffen werden, da es sich bei der Adhasion der
Granulozyten an die GefalRwand im lebenden Organismus um ein hochkomplexes
Geschehen handelt (Klinke, 2009).

Der Einfluss der MPO auf die Chemotaxis der aktivierten neutrophilen Granulozyten liel3 sich
ebenfalls nachweisen. Aktivierte Granulozyten zeigen eine gerichtete Motilitdt zur MPO im
Gewebe, die nicht auf deren katalytische Eigenschaften zurickzuflUhren ist, sondern
vermutlich auf elektrostatischen Interaktionen zwischen dem kationischen MPO-Molekil und
einem negativ geladenen Gegenstiick beruht (Klinke, 2009).

Dass korperliche Belastung ein spezifischer Ausloser zytotoxischer Aktivitaten der
Leukozyten ist, zeigen die in vitro-Studien von Nguyen. Die Leukozyten zeigten sich erst
nach Belastung aktiv und zytotoxisch. Nur ein Zusammenspiel der belasteten Muskelzellen,
der MPO und H,0, fuhrte zu den in vivo beobachteten entziundlichen Reaktionen (Nguyen,
Lusis & Tidball, 2005).

2.2.3 Physische Belastung

Im Rahmen der zellularen Pathogenabwehr konnte bei Menschen und Labornagern ein
Zusammenhang zwischen dem Fehlen von MPO und der Abwehrfahigkeit gegen bestimmte
Pilz oder Bakterieninfektionen festgestellt werden (Klebanoff, 2005; Gaut et al., 2001).
Andere Untersuchungen weisen ihr Potential als Parameter der entziindlichen Immunantwort
und Zellschadigung in pathologischen Zustanden nach (Art et al., 2006 a; Eiserich et al.,
1998).

Bei in vivo Untersuchungen an MPO-knockout-Mausen (die keine MPO synthetisieren
kénnen) im Vergleich zu einer Wildtypopulation konnten Nguyen et al. in Abwesenheit von
MPOQO eine Uber 50 % verminderte Lyse von Skelettmuskelzellen nach Belastung feststellen
(Nguyen, Lusis & Tidball, 2005).

Diese entzindliche Immunreaktion auf Belastung, die mit Aktivierung der zellularen Abwehr
einhergeht, wird als ein Teil der physiologischen Zellerneuerung im Rahmen der
Trainingsadaptation gesehen (Camus et al., 1993 b; Morozov et al., 2006). Hier wird haufig
der Begriff Umbau (engl.: Remodeling) eingesetzt. Die Zerstérung und Erneuerung der
Zellen flihrt zu einer besseren Anpassung des Gewebes an die geforderte Belastung
(Camus et al., 1993 b; Morozov et al., 2006).

Inwieweit die Aktivierung der Leukozyten, sowie ihre zellschadigenden Eigenschaften in
diesem Zusammenhang pathologische Auswirkungen haben, und in welchem Rahmen sie
noch als physiologisch anzusehen sind, bleibt in vivo fraglich (Duarte et al., 1993). Die MPO
dient als Indikator fir die Aktivierung und Degranulation neutrophiler Granulozyten. Im
Gewebe wird ihre Konzentration auch als Mal fir die Zellmigration der Immunzellen nach
Belastung eingesetzt (Morozov et al., 2006).

Besonders hohe Gehalte an MPO wurden nach Belastung in den roten Muskelzellfasern
(Typ |-Faser) der Skelettmuskeln von Nagern nachgewiesen (Morozov et al., 2006). Diese
Fasern weisen das dichteste Kapillarnetz und die hochste Mitochondriendichte auf und sind
so in der Lage, besonders den oxidativen/aeroben Stoffwechsel zur Energiegewinnung
heranzuziehen. Uber eine unvollstandige Reduktion bedingt ein erhdhter Sauerstoffumsatz
im Rahmen des aeroben Stoffwechsels eine vermehrte Produktion von Sauerstoffradikalen
(beispielsweise das. Superoxidanionradikal), die zu oxidativen Zellschaden fihren und der
MPO als Substrat zur Generierung weiterer Oxidantien dienen. Im Jahr 2010 fanden Franck
und Kollegen bei drei von sieben Pferden nach Belastung einen deutlichen Anstieg der MPO
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in Muskelbioptaten. Bei diesen Pferden wurden gleichzeitig deutlich erhdhte CK-Werte
gemessen. Die restlichen vier Probanden der Untersuchung wiesen keine Veranderungen
der MPO-Werte im Muskel auf und nur eine moderate Erhéhung der CK (Franck et al.,
2010).

In Muskelbioptaten von acht Sportpferden wurden 23 Proben aus dem Bereich der
Schultermuskulatur mit 23 Proben aus der langen Sitzbeinmuskulatur (am Hinterbein)
miteinander verglichen. Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen den MPO-Werten
(Franck et al., 2010).

Durch Training verbessert sich langfristig die antioxidative Kapazitdt des Organismus
(Avellini, Silvestrelli & Gaiti, 1995), unter anderem durch vermehrte Expression antioxidativer
Enzyme (Ji, 1999). Bei den Untersuchungen von Morozov und Kollegen im Jahr 2006, wurde
die intramuskulare MPO-Konzentration nach Belastung bei trainierten und untrainierten
Mausen verglichen. Der Trainingszustand der Probanden beeinflusste hierbei die MPO-
Konzentration im Gewebe. Die MPO-Konzentration war in trainierter Muskulatur nach
Belastung deutlich geringer als in untrainierter, was auf eine verminderte entzlindliche
Reaktion hinweist (Morozov et al., 2006).

Anhand von Aktivitdts- und Quantitdtsmessungen im Gewebe verschiedener Organe
belegten Belcastro und Mitarbeiter (1996), dass die Steigerung der MPO-Menge und -
Aktivitat sich nicht nur auf den Skelettmuskel beschrankt. In Proben von Leber-, Herz- und
Skelettmuskeln belasteter Ratten, wiesen sie in allen drei Geweben einen Anstieg der MPO-
Aktivitat nach. Die gréfldite Zunahme fanden sie dabei im Herz- und Lebergewebe (Belcastro
et al., 1996). Bei dieser Studie handelt sich um die ersten Erkenntnisse zur quantitativen
Bestimmung der MPO in Geweben verschiedener Organe belasteter Tiere. Dabei stellt sich
die Frage, wodurch es zur Leukozyten-Aktivierung, Migration und MPO-Freisetzung unter
Belastung kommt. Weiterhin ist von Interesse, ob diese Leukozyten-Aktivierung allein durch
Kraftentwicklung oder mechanische Zellschaden innerhalb der Muskulatur erfolgt, oder ob
I6sliche Mediatoren beteiligt sind (Nguyen, Lusis & Tidball, 2005). Die Ergebnisse
unterstreichen auflerdem, dass es sich bei der entziindlichen Reaktion des Organismus auf
Belastung um eine generalisierte Aktivierung der Leukozyten handelt, die sich nicht nur auf
die Muskelzellen beschrankt (Belcastro et al., 1996).

Bislang konnte die Veranderung der MPO durch Belastung nur mit wenigen anderen
Parametern in direkte Korrelation gebracht werden. Hier ist neben der CK auch die
neutrophile Elastase zu nennen, die in Untersuchungen bei Pferden mit den Veranderungen
der MPO korrelierte (Franck et al.,, 2010; Serteyn et al., 2010). Auch der Gehalt an
Leukozyten im Blut kann mit der MPO korrelieren. Dabei scheint die Menge der Leukozyten
im Blut mit der quantitativ gemessenen MPO nicht grundsatzlich positiv zu korrelieren (Art et
al., 2006 b).

Neben der Zunahme der MPO-Konzentration im Blut (Camus et al., 1993 a; Morozov et al.,
2006), und im Gewebe, kommt es gleichzeitig zu einer erhdhten Aktivitat der MPO in den
genannten Organen. Auch hier zeigt sich die grofite Steigerung nicht in der
Skelettmuskulatur, sondern im Leber- und Herzgewebe (Belcastro et al., 1996).

Im Gegensatz zur einer vermehrten Aktivitat der MPO im Gewebe, liel3 sich jedoch bislang
innerhalb der Neutrophilen keine Aktivitatszunahme in Folge korperlicher Arbeit nachweisen
(Donovan et al., 2007). Donovan und Kollegen fanden 2007 exvivo sogar eine Uber
72 Stunden verminderte ROS-Produktion nach intensiver Belastung beim Pferd. Wahrend
sich die Aktivitat der MPO in den Neutrophilen nicht veranderte, machen die Autoren keine
Angaben dariber, ob sich der Gehalt der MPO in den Zellen verringert hat (Donovan et al.,
2007).

Einen solchen verringerten Gehalt innerhalb der Neutrophilen (bei gleichzeitigem MPO-
Anstieg im Blut) stellten Morozov und Kollegen (2003) bei belasteten Ratten fest. Auch ihre
Untersuchungen belegen die verminderte Fahigkeit zum ,respiratory burst“ der Neutrophilen
drei bis sechs Stunden nach Belastung (Morozov et al., 2003).

18



Literatur

Dass eine verminderte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies wahrend kdérperlicher Arbeit
zu einer herabgesetzten entzundlichen Immunreaktion fuhrt, lie sich ebenfalls bereits
nachweisen (Lin et al., 2006) und belegt die enge Verbindung zwischen belastungsbedingter
Entzindungsreaktion und der Entstehung von ROS.

Inwieweit sich der Aktivitdtszustand und die Gewebekonzentration der MPO nach Belastung
modulieren lasst, ist ebenfalls von Interesse. Nach L-Arginin-Supplementation wiesen
belastete Ratten deutlich niedrigere Werte von CK, LDH, Xanthin-Oxidase (XO) und
Malondialdehyd (MDA) im Herzen auf, als nicht L-Arginin-Supplementierte. Die Ergebnisse
der Untersuchung stutzen die Theorie, dass L-Arginin eine schutzende Wirkung vor
Radikalschaden besitzt. Ein direkter Einfluss auf die MPO konnte jedoch nicht festgestellt
werden. Die MPO stieg in Folge der Belastung im Herzen beider Gruppen signifikant an und
zeigte keine Veranderung durch die Arginingabe (Lin et al., 2006).

Eine orale Gabe von Methylprednisolon flihrte beim Menschen ebenfalls nicht zu einer
veranderten MPO-Freisetzung nach korperlicher Belastung. Bereits in Ruhe zeigte sich nach
Methylprednisolongabe ein Anstieg der Neutrophilen, der wahrscheinlich auf einer
kortisonbedingten Leukozyten-Freisetzung aus dem Knochenmark beruhte. Diese
Leukozytose in Ruhe hatte jedoch keinen Einfluss auf die signifikante MPO-Freisetzung nach
Belastung, die unbeeinflusst von der Methylprednisolongabe erfolgte (Camus et al., 1993 a).

Die Menge der MPO im Blut lag 20 Minuten nach Belastungsende wieder im Ruhebereich
(Camus et al., 1993 a).

Einen gewebeabhangigen Unterschied der MPO-Aktivitat nach Ostrogenbehandlung wiesen
Tiidus et al. nach. Sie untersuchten den Einfluss des Hormons auf die Gewebeaktivitat der
MPO nach Belastung im Herzmuskel vergleichend zum Skelettmuskel. Zu diesem Zweck
wurden ovariektomierte weibliche Ratten mit Placebos oder mit Ostrogenpellets geflttert. Im
Herzmuskel der dstrogensupplementierten Ratten stieg die MPO-Aktivitat eine Stunde nach
Belastung im Vergleich zu den Ruhewerten signifikant an, wahrend die MPO-Aktivitat in der
Skelettmuskulatur im Vergleich mit Kontrolltieren zu diesem Zeitpunkt herabgesetzt war.

Dies weist auf eine verstarkte neutrophile Infiltration in die Herzmuskulatur unter
OstrogeneinfluR hin. Demnach fiihrt Ostrogen zu einer Erhéhung der kardialen MPO-Aktivitat
bei ovariektomierten Ratten mit besonders hohem Ostrogenspiegel. Da Ostrogen die
Regeneration des nativen MPO-Komplexes fordert, unterstiitzt sie auf diese Weise auch das
Vorhandensein reaktionsfahiger MPO.

Im Gegensatz dazu fanden Rajund Kollegen (1998) sowohl in der quergestreiften
Skelettmuskulatur, als auch in der Herzmuskulatur eine signifikant positive Korrelation der
Calpainaktivitat und der MPO nach Belastung. Beim Calpain handelt es sich um eine
kalzium-aktivierte, neutrale Protease des Cysteins, die nach Belastung eine
Aktivitatszunahme zeigt, da sie durch belastungsinduzierte Veranderungen des
intrazellularen Kalziumspiegels aktiviert wird.

Demnach fiihrt Ostrogen zu einer Erhdhung der kardialen MPO-Aktivitat bei ovariektomierten
Ratten mit besonders hohem Ostrogenspiegel, wahrend gleichzeitig die kardiale
Calpainaktivitat unterdriickt wird (Tiidus et al., 2002). Durch eine spezifische Hemmung der
Protease lield sich auch die MPO-Aktivitat und Akkumulation der Granulozyten deutlich
vermindern. Daher schliellen die Autoren, dass es eine ursachliche Verbindung zwischen
Calpainaktivitat und Leukozyten-Aktivierung, sowie MPO-Aktivitat geben kénnte. Sie flhren
dies auf die Entstehung von chemotaktisch aktiven Peptiden durch die neutrale Protease
zurtck, die eine Aktivierung der neutrophilen Granulozyten bedingen kénnte (Raj, Booker &
Belcastro, 1998).

Bei in vitro Versuchen von Nguyen und Kollegen (2005) wurden Monolayer von Muskelzellen
zweier Mausepopulationen (MPO-knockout-Mause und Wildtyp-Mause) Uber einen Zeitraum
von 24 Stunden immer wieder einem mechanischen Stress im physiologischen Bereich
ausgesetzt.

Es zeigte sich, dass die Zytotoxizitat der Leukozyten bei beiden Mausepopulationen ahnlich
hochsignifikant ansteigt, wenn die Leukozyten zu belasteten Muskelzellen gegeben werden.
Nguyen und Kollegen fiuhrten diese Versuche ohne und nach Zugabe von Superoxid-
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Dismutase (SOD) durch. Die SOD ist ein zelleigenes, antioxidatives Enzym. Sie katalysiert
die Reaktion der Superoxidanionradikale zu dem weniger reaktiven H,O,. Fur die MPO st
das Vorhandensein der SOD wesentlich, da sie nur unter H,O, Anwesenheit HOCL
produzieren kann (Klebanoff, 1999). Die Zytotoxizitat der Leukozyten in beiden
Mausepopulationen wies unter Abwesenheit von SOD nach Belastung keinen signifikanten
Unterschied auf. Nach Zugabe von SOD, zeigten die Zellkulturen der Wildtyp-Mause einen
deutlichen Anstieg der Zellyse nach Belastung (Uber 70 %ige Zunahme).

Die Zellen der MPO-null-Mause zeigten unter gleichen Bedingungen keine signifikante
Erhdhung der Zellyse nach Belastung. Diese Resultate belegen deutlich, dass mechanische
Belastung von Muskelzellen unter Anwesenheit von Leukozyten und SOD zu einer MPO-
vermittelten Gewebeschadigung fuhrt (Nguyen, Lusis & Tidball, 2005).

Ob die Belastungsintensitat einen groeren Einfluss auf die MPO hat, als der totale
Energieaufwand, wurde beim Pferd anhand einer langen Belastung (9-11 Stunden) in
moderater Geschwindigkeit, mit den Auswirkungen einer kurzen hohen Belastung (6-
7 Minuten) untersucht. Nach einer hohen Belastungsintensitat kam es zu einem signifikanten
Anstieg der MPO-Menge im Blut, der nicht mit dem Anstieg der anderen gemessenen
Parameter (Laktat, Leukozyten, CK) korrelierte. Die signifikante Erhéhung der MPO erfolgte
ohne eine Leukozytose. Eine positive Korrelation zwischen dem signifikanten Anstieg der
MPO, der CK und der Leukozytose, war im Gegensatz dazu, nach der Ausdauerbelastung
vorhanden (Art et al., 2006 b). Es wurden in dieser Untersuchung beim Pferd keine
Aussagen Uber oxidative Schaden, oder mdgliche Aktivitatsveranderungen der MPO
gemacht.

Die Variabilitdt der bisherigen Ergebnisse lasst den Schluss zu, dass der Grad der
belastungsbedingten Entziindungsantwort durch eine Reihe von Faktoren deutlich
beeinflusst wird. Hier sind Trainingszustand, Belastungsdauer und —intensitat (Quindry et al.,
2003), Art der Belastung (isotonische Muskelarbeit im Vergleich zur isometrischen) (Camus
et al.,, 1993 b), Alter, Ernahrung, immunologischer (Danell Schwindt, Zaldivart & Cooper,
2008) und hormoneller (Tiidus et al., 2002) Status der Individuen zu nennen. Auch
unterschiedliches Probenmaterial kann zu deutlich unterschiedlichen Ergebnissen flihren
(Shih et al., 2008).

2.2.4 Beteiligung am oxidativen Stress

In einer aktuellen Studie von Ceusters und Kollegen (2012) konnten Myoblasten von Pferden
kultiviert, und ihre ROS-Produktion nach Anoxie und Reoxygenierung gemessen werden. Die
Zellen zeigten eine um 71% gesteigerte ROS-Produktion im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen. Die Zugabe von MPO fihrte sogar zu einer Steigerung auf 183%. Unter
Anwesenheit von Meerrettichperoxidase war die Steigerung mit 228% am grofiten (Ceusters
etal., 2012).

Neben dem Einfluss der MPO auf die ROS-Produktion von Zellen kann die MPO auch direkt
Uber ihr Reaktionsprodukt (hypochlorige Saure) zum oxidativen Stress beitragen.
Hypochlorige Saure ist ein starkes Oxidans und wirkt toxisch auf Bakterien, Viren, Pilze,
Protozoen und Helminthen. Aus diesem Grund ist sie Teil der koérpereigenen Immunzellen,
die dem Schutz vor Infektionen dienen (Gaut et al., 2001). lhre Toxizitat wirkt allerdings
unspezifisch und lasst sie zur Gefahr fur kdrpereigene Strukturen werden (Nguyen, Lusis &
Tidball, 2005).

Hypochlorige Saure reagiert mit einer Vielzahl oxidierbarer Biomolekile, die ungesattigte
Doppelbindungen, Thiole oder Stickstoffkomponenten enthalten. Die wesentlichen
Chlorierungsreaktionen finden mit Pyridinnukleotiden (zum Beispiel NAD"), Cholesterol und
ungesattigten Fettsauren unter Bildung von Chlorhydrinen und mit Aminogruppen unter
Bildung von Chloraminen statt. Die schwache Saure (pKa = 7,5) zeigt neben ihrer allgemein
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oxidierenden Wirkung besonders gegeniber aromatischen Seitenkette eine grofRe
Reaktivitat: die Reaktion mit Tyrosin fuhrt zu unterschiedlichen Chloro-Derivaten, vor allem
zu 3-Chlorotyrosin. Durch die Addition an Doppelbindungen in Lipiden kommt es zu Bildung
von Chlorhydrinen, die Reaktion mit primaren Aminen fuhrt zu Chloraminen. In Gegenwart
geeigneter Elektronen-Donatoren wie zum Beispiel Eisen (Fe?*) kommt es zur Bildung von
Hydroxyl-Radikalen (OH') und reduziertem Eisen (Fe**) (Wei, Hong & Kui, 2005).

Darlber hinaus ist HOCL in der Lage, Membranen zu durchqueren (Albrich, McCarthy &
Hurst, 1981).

Die Reaktion der HOCL erfolgt bereitwillig mit den Aminosaureseitenketten von Proteinen
(besonders mit Cystein, Tyrosin, Methionin, Histidin, Lysin und Tryptophan) und flhrt zu
deren Chlorinierung. Das Chlor der HOCI spaltet dabei ein Wasserstoffatom ab, was zur
Bildung eines organischen Chloramins fuhrt. Chlorinierte Aminosauren zerfallen rasch, aber
Proteinchloramine sind stabiler und besitzen selbst oxidative Kapazitat (Winterbourn, 1985).
Thomas et al. stellten fest, dass die meisten organischen Chloramine durch interne
Neuanordnung zerfielen und dass wenig verfigbare NH,-Gruppen den Angriff auf die
Peptidbindung foérdern, die zur Spaltung der Proteine fihrte (Thomas, 1979). McKenna und
Davies ermittelten, dass eine Konzentration von 10 mM, oder mehr HOCI notwendig ist, um
Proteine in vivo zu fragmentieren. Spater wurde die These entwickelt, dass das Chloramin
einer molekularen Neuordnung unterliegt, wodurch HCl und Ammoniak freigesetzt werden,
und ein Amid bilden. Die Amidgruppe kann weiter mit einer anderen Aminogruppe reagieren,
um Schiff-Basen zu bilden, oder strukturelle Anderungen und Aggregation von Proteinen zu
verursachen (McKenna & Davies, 1988; Davis, 1987).

Es ist bekannt, dass HOCI zu posttranslatorischen Veranderungen von Proteinen fuhrt. In
erster Linie kommt es zur Oxidation von Cystein und Methionin. Eine Untersuchung der
bakteriziden Eigenschaften der HOCI zeigt, dass sie ein starker Induktor flr
Proteinaggregation ist. Hsp33, ein Hitzeschockprotein, von dem bekannt ist, dass es durch
oxidativen Hitzestrel} aktiviert wird, schiitzt Bakterien vor der Einwirkung von HOCI, indem es
wirksam die Proteinaggregation verhindert. Mutationen von Escherichia coli und Vibrio
cholerae, denen Hsp33 fehlte, zeigten sich in Bezug auf HOCI besonders empfindlich. Hsp33
schitzte viele essentielle Aminosauren vor Inaktivierung und Proteinaggregation. Die
Inaktivierungs- und Aggregationsinduktion ist ein wahrscheinlicher Vermittler der bakteriziden
Wirkungen von HOCI (Winter et al., 2008).

Die HOCL reagiert auch mit ungesattigten Doppelbindungen in Lipiden. Die Reaktion
geschieht durch Hydrolyse und zum einem durch Bindung des Chlors an ein
Kohlenstoffatom, und zum anderen durch Bindung einer Hydroxylgruppe an ein
Kohlenstoffatom auf. Die entstehende Verbindung ist ein Chlorhydrin. Das polare Chlorin
zerstort Lipiddoppelschichten und steigert die Durchlassigkeit von Lipidmembranen (Carr,
Berg & Winterbourn, 1996). Wenn Chlorhydrin-Produktion in Lipiddoppelschichten der
Erythrozyten auftritt, zeigen die Zellen gesteigerte Membranpermeabilitdt. Eine Zerstérung
kann auftreten, wenn genug Chlorhydrin gebildet wird. Der Zusatz von vorgeformtem
Chlorhydrin zu roten Blutzellen (RBB) beeinflusst auch exvivo deren Durchlassigkeit
(Vissers et al., 1994).

Hypochlorsaure kann durch die Reaktion mit einem Superoxidanion-Radikal (O,") in ein
Hydroxyl-Radikal tGberfihrt werden (siehe Abbildung 7).

[2HOC|+02" — OH+Clr+0, ]

Abbildung 7: Reaktion der Hypochlorsdure mit einem Superoxidanion-Radikal

Durch diese Reaktion kdnnen OH-Radikale durch HOCL uUber weitere Distanzen verbracht
werden, als sie alleine diffundieren konnten.

Abbildung 8 zeigt ein Zusammentreffen von einem Nitrit-Anion mit einem Molekul HOCL,
wobei das sehr reaktive Nitrylchlorid (CI-NO,) entsteht (Eiserich et al., 1998).
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[ HOCI + NO, —» NO, - CI ]

Abbildung 8: Reaktion der Hypochlorsaure mit einem Nitrit-Anion

Auf diese Weise besteht die Mdglichkeit, dass aus HOCL weitere reaktive Oxidantien, wie
Hydroxylradikale, Singulett-Sauerstoff, oder (bei einem Uberschuss an CI") auch molekulares
Chlor hervorgehen.

Die Reaktionsfreudigkeit der HOCL mit Nukleinsauren ist vergleichsweise gering (Dennis,
Olivieri & Krusé, 1979).

2.3 Reaktive Sauerstoffmolekiile unter physischer Belastung

2.3.1 Entstehung von reaktiven Molekiilen unter Belastung

Definitionsgemaly bezeichnet man Molekile, die ein ungepaartes Elektron besitzen und
daher in der Lage sind, andere Molekile zu oxidieren, als freie Radikale. Kennzeichnend fir
die freien Radikale ist ihre hohe Reaktivitat, die im Organismus zu Gewebeschaden fihrt
(Judge & Dott, 2004).

Man unterscheidet biochemisch zwei grole Gruppen von Radikalen. Zum einen die
sogenannten ROS (engl. reactive oxigen species), die sich von molekularem Sauerstoff
ableiten, zum anderen die reaktiven Stickstoffverbindungen (RNS; engl. reactive nitrogen
species), die sich von NO ableiten. Von den RNS ist vor allem das Peroxynitrit (ONOQO~) von
Bedeutung (Davies et al., 1982; Ji, 1999).

Innerhalb der ROS werden die ,echten®, also radikalischen Substanzen, von den reaktiven
Sauerstoffverbindungen ohne ein freies Radikal unterschieden. Auch reaktive
Sauerstoffverbindungen, wie die HOCL, oder H,O, sind oxidativ wirkende Substanzen und
werden zur Gruppe der ROS gezahlt.

Die vermehrte Entstehung von ROS durch physische Belastung ist mittlerweile eine
ausreichend nachgewiesene Tatsache (Brady, Ku & Uilrey, 1978; Avellini, Silvestrelli & Gaiti,
1995; Donovan et al., 2007).

Auf biochemischer Ebene existieren mehrere Ursprungsmdglichkeiten fir freie Radikale
(Soffler, 2007; Ji, 1999; Powers & Jackson, 2008).

Die Mehrzahl der Untersuchungen sieht in der unvollstindigen Reduktion des molekularen
Sauerstoffes wahrend der Atmungskette an der Mitochondrienmembran die Hauptquelle der
ROS (Avellini, Chiardia & Gaiti, 1999; Kinnunen et al., 2005 b; De Moffarts, 2005; Chance,
Sies & Boveris, 1979). In Ruhe werden hier etwa 2 % des Sauerstoffes durch unvollstandige
Elektronenibertragung zu freien Radikalen (Superoxidanion, H,O, oder Hydroxylradikal)
(Chance, Sies & Boveris, 1979).

Unter Belastung erhoht sich der Sauerstoffumsatz der Muskulatur um ein Vielfaches. Je
grolier das Tier ist, desto starker kann es seinen Sauerstoffumsatz bei Bedarf steigern. Das
Pferd liegt hier mit einer 30-fachen Steigerung seines Grundumsatzes zusammen mit dem
Kamel an der Spitze (Engelhardt, 2000). Die Frage, ob ein gesteigerter O,-Umsatz der
arbeitenden Zellen grundsatzlich einer Erhéhung der oxidativen Schaden einhergeht, ist zum
jetzigen Zeitpunkt noch nicht abschlieftend geklart (Di Meo & Venditti, 2001; Shi et al., 2007).
Abbildung 9 zeigt eine Ubersicht tber Bildungswege (durchgezogenen Pfeile) und einige
Eliminationsmechanismen (unterbrochene Pfeile) von ausgewahlten Sauerstoffradikalen.

22



Literatur
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Abbildung 9: Sauerstoff und Bildung von freien Radikalen. Modifiziert nach De Moffarts und
Kollegen, 2005.

Unterstitzt wird die Annahme, dass die Atmungskettenreaktion mit der ROS-Produktion
unter Belastung verbunden ist, durch den Nachweis von deutlichen oxidativen Schaden an
Mitochondrien, sowohl im Skelettmuskel, als auch in Lebergewebe und Herzmuskulatur
(Davies et al., 1982). Wenn Metallionen als Katalysator vorhanden sind, werden durch die
eisen-katalysierte Haber-Weiss-Reaktion (siehe Abbildung 10) hochreaktive Hydroxylradikale
gebildet (Kappus, 1981; Koppenol, 2001).

[ H,0, + O, + H* Metallkatalysator O, + HO- + H,O  Haber-Weiss-Reaktion ]
Abbildung 10: Haber-Weiss-Reaktion

Die Bildung von Hydroxylradikalen kann in Gegenwart von Eisen als Katalysator durch die
Fenton-Reaktion (unter Anwesenheit von Eisen) erfolgen:
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O, + Fe* —> Fe* + O,

20, + 2H* — H,0, + O, Fenton-Reaktion

H,0, + Fe* — OH + OH + Fe*
Abbildung 11: Fenton-Reaktion

Andere Metalle, zum Beispiel Kupfer, sind ebenfalls in der Lage diese Reaktion zu
katalysieren. Hydroxylradikale kdnnen auch entstehen, wenn Semichinonradikale mit
Wasserstoffsuperoxid reagieren. In diesem Fall sind Metallkatalysatoren nicht notwendig.

Dennoch werden freiwerdendem Myoglobin und Hamoglobin schadigende, oxidative
Eigenschaften zugesprochen Besonders wahrend einer akuten Rhabdomyolyse, wie dem
,tying up®, werden grof3e Mengen Myoglobin frei. Der Artikel von Reeder und Wilson befasst
sich ausflhrlich mit dem Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und eisenhaltigen
Molekilen (Reeders & Wilson, 2005).

Als zweite ROS-Quelle ist die zelleigene NADPH-Oxidase der neutrophilen Granulozyten
selbst zu nennen (Klebanoff, 2005). Die Leukozytose stellt eine der frihesten systemischen
Reaktionen des Organismus auf Belastung dar. Obwohl die Frage nach den genauen
Aktivierungsmechanismen der Leukozyten ungewiss ist, tragen die aktivierten neutrophilen
Granulozyten malgeblich zur Generierung von echten freien Radikalen und reaktiven
Sauerstoffverbindungen bei. Die Aktivierung der NADPH-Oxidase flhrt zur Bildung von ROS
und ist Grundbestandteil des ,respiratory burst®. Einer Reihe von Substanzen werden in
diesem Zusammenhang aktivierende Eigenschaften zugeschrieben. Hier sind zum einen
belastungsbedingt freigesetzte Katecholamine zu nennen, zum anderen mechanische
Zellschaden, Endotoxamie als Folge der Belastung (Baker et al., 1988), die ROS, die MPO
selbst (Klinke, 2009), Zytokine oder andere chemotaktische Substanzen (Philippou et al.,
2009).

Auf diese Weise bewirkt enzymatische MPO-Aktivitat, durch Bildung von HOCI, dass
Membranlipide oxidiert werden, Tyrosin-Reste von Proteinen reaktiv. werden und
cholesterinreiche Lipoproteine oxidiert werden (Woods, Linton & Davies, 2003). Andere
Peroxidasen innerhalb der Lysosomen werden gleichzeitig frei und entfalten ebenfalls ihre
oxidative Aktivitat.

Eine dritte Mdglichkeit ROS zu produzieren geht von dem Enzym Xanthindehydrogenase
nach Umwandlung in die XO aus. Die XO gehoért zu den H,O, generierenden Enzymen
(Klebanoff, 2005) und katalysiert den Abbau von Hypoxanthin zu Harnsaure. Dabei
produziert sie das Superoxidanion, das durch die SOD oder spontane Dismutation in H,0O,
Uberfiihrt wird, wodurch bei Reperfusion ROS entstehen. Die XO wird als eine ROS-Quelle
beim Ischamie-Reperfusionsschaden beschrieben (Judge & Dott, 2004). Unter Hypoxie
kommt es zum anaeroben Stoffwechsel innerhalb der Zelle und zu gestérter ATP-Synthese,
was zu einer Zellermidung und einer Akkumulation von Stoffwechselmetaboliten (zum
Beispiel Hypoxanthin) innerhalb der Zelle flhrt. Aufgrund des ATP-Verbrauches, kommt es
zu einer Verringerung der Ca? ATPase-Aktivitdt und durch den daraufhin ansteigenden
Ca®*-Spiegel in der Zelle zur Aktivierung Ca**-abhangiger Proteasen, die die Umwandlung
der Xanthindehydrogenase zu XO verursachen (Zuo, 2005).

Im Verlauf der Reoxygenation erfolgt dann (durch die XO) die Bildung von Harnsaure aus
Hypoxanthin, dabei entstent als Zwischenstufe Xanthin und durch direkte
ElektronenlUbertragung Sauerstoffradikale. Sowohl erhéhte Hypoxanthin-, Xanthin-, als auch
Harnsaurewerte wurden bei Rennpferden nach intensiver Belastung festgestellt (Mills et al.,
1996). Unter maximaler Belastung (bei einer Geschwindigkeit von Uber 10 m/s) konnten
Wagner und Kollegen bei Rennpferden einen Uberproportionalen Anstieg des arteriellen
PCO,-Wertes und einen Abfall des PO,-Wertes nachweisen. Solch ein Zustand begunstigt
das Entstehen einer hypoxischen Situation im Gewebe (Wagner, 1989).
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Die tatsachliche Bedeutung dieses Mechanismus bei der ROS-Produktion unter Belastung
ist jedoch beim Pferd in vivo unklar, da das Pferd in besonderer Weise zur Steigerung der
Sauerstofftransportkapazitat des Blutes unter Belastung fahig ist, und die nachgewiesenen
Veranderungen von den Autoren als nicht gravierend beschrieben werden (Engelhardt,
2000).

Die Entstehung der freien Radikale sollte im Organismus im Gleichgewicht mit ihrer
Elimination stehen. Aus diesem Grund verfugt der Korper Uber ein komplexes antioxidatives
Schutzsystem dessen Aufgabe darin besteht, die Radikalproduktion zu verringern, oder
entstandene Radikale unschadlich zu machen. Zu diesen Mechanismen zahlen
enzymatische (zum Beispiel Glutathion-Peroxidase, Katalase, SOD) oder nicht-enzymatische
(wie zum Beispiel Vitamin C, a-Tocopherol, Glutathion, etc.) Antioxidantien (Abbildung 9,
unterbrochene Pfeile). Das Vorhandensein dieser Stoffe und ihr Einfluss auf die Bildung und
schadigende Wirkung von freien Radikalen nach Belastung ist Gegenstand aktueller
Forschung besonders im Bereich des Pferdeleistungssportes (De Moffarts, 2005; Brincker,
2004; Williams et al., 2004).

Aufgrund ihrer hohen Reaktivitat sind freie Radikale und reaktive Sauerstoffsubstanzen eine
potentielle Gefahr fur alle korpereigenen Molekule, wie Desoxiribonukelinsgure (DNA),
Ribonukleinsdure (RNA), Lipide, Proteine, Kohlenhydrate und Cholesterole. Die Folgen
solcher Radikalangriffe kdnnen vielfaltig sein, je nachdem, welche Molekule primar betroffen
sind, und wie grof die Schadigung ist. Proteine kdnnen ihre biologische Aktivitat verlieren
und zur Formation weiterer reaktiver Substanzen beitragen (Woods, Linton & Davies, 2003).
Lipidoxidation resultiert unter anderem in Membranschaden bis hin zur Zellyse oder zur
Veranderung zirkulierender lipidreicher Molektile (zum Beispiel Lipoproteine). Eine oxidative
Schadigung der DNA kann sich in Strangbriichen und Apoptose der Zellen du3ern (Di Meo &
Venditti, 2001; Bindoli, Rigobello & Deeble, 1992). Faktoren, die das Ausmal’ der
Schadigungen beeinflussen, sind:

- Die Konzentration von Radikalen und Zielmolekilen

- Die Lebensdauer der Radikale

- Die grundsatzliche Reaktionsrate der beiden Stoffe miteinander

- Die Lokalisation von Radikalen und Zielmolekilen (intrazellular, extrazellular oder
organspezifisch)

- Das Vorhandensein von antioxidativen Schutzmechanismen

Obwohl besonders hochreaktive Molekiile deutlich unselektiver reagieren, kdnnen weniger
reaktive Molekiile durch ihre langere Lebensdauer unter Umstanden schadlicher wirken.

2.3.2 Schaden durch freie Radikale

Als oxidativen Stress bezeichnet man definitionsgemall das Auftreten von oxidativen
Schaden aufgrund freier Radikale oder reaktiver Spezies im Organismus. Diese kdnnen
bedingt sein durch eine verstarke Radikalproduktion, und/oder auf einer Abnahme der
antioxidativen Kapazitat beruhen (Kirschvink, de Moffarts & Lekeux, 2008). Durch kérperliche
Belastung entstehen vermehrt ROS, deren Quantitdt von der Dauer und Intensitat der
Belastung abhangt. Bei starker korperlicher Belastung steigen Marker fur oxidative Schaden
signifikant an, so zum Beispiel MDA und reduziertes Glutathion bei Rennpferdehengsten
(Chiardia et al., 1998).

Grundsatzlich konnten in zahlreichen Versuchen bei allen Spezies oxidative Schaden oder
Veranderungen im antioxidativen Status im Zusammenhang mit Belastung belegt werden.
Tabelle 1 gibt eine Ubersicht tiber diesbeziigliche Untersuchungen beim Pferd.

Auch wenn das Vorliegen von belastungsbedingtem oxidativen Stress ausreichend
nachgewiesen wurde, gibt es keine einheitiche Meinung Uber die genauen
Entstehungsmechanismen. Aufgrund der Kurzlebigkeit der ROS selbst und der Fille von

25



Literatur

moglichen Reaktionsmechanismen, konnte bislang die Hauptursache der Schaden noch
nicht identifiziert werden (Deaton & Marlin, 2003).

Tabelle 1: Untersuchungen zu oxidativem Stress unter Belastung beim Pferd

Parameter/

Proben-

Belastung (Probenmaterial) Ergebnisse entnahme Literatur
. 1. Probe: Vor
Trainin Malo(nl\ﬁll)a;lf)ehyd erhoht Beginn (Brady, Ku, &
aining 2. Probe: Uilrey, 1978)
(Erythrozyten) Nach Ende
Lipidperoxide 1. Probe: Vor : .
(LPO) Beide erhoht Beginn (Mills, Smith,
. . Casas, Harris,
Laufband Hypoxanthin 2. Probe: & Marlin
(Plasma) Nach Ende 1996) ’
GSH und MDA
. direkt nachher 1. Probe: Vor
Rennpferde: MDA erhoht, MDA Beginn
Nach 3 Monaten reduziertes auch nach 2 Probe:
Training eine Glutathion (GSH) 18 Stunden (h) Néch End-e (Chiardia, et
kurze Belastung CKund LDH noch 3. Probe: al., 1998)
mit hoh.e.r.er (Serum und Keine signifikante 18 h nach
Intensitat Plasma) Erhéhung der CK Ende
und LDH.
(Avellini,
Thiobarbitursaure Chiardia, &
: reaktive TBARS und die | 1. Probe: Vor | Gaiti, Effect of
11 Vollbliiter Substall”\nlzen antioxidative Beginn exercise
Kapazitat des 2. Probe: training,
Belastungstest (TBARS). (S(_erum) Plasmas 5 min nach selenium and
auf der Bahn Ar;;ox;(;ﬁg}[/e signifikant erhoht Ende vitamin E on
(Plgsma) nach Belastung. some radical
scavengers in
horses, 1999)
Totaler Totaler
S?;ﬂc;x}g?;'\;’;; ) antioxidativer (Frankiewicz-
AKtivitat der Status erniedrigt | 1. Probe: Vor Jozko &
5 Pferde Glutathion- nach 60 km. Beginn Szarska, Anti-
Distan errennen Peroxlijdasel (GPx) Erhohte GPx im 2. Probe: oxidant level
Ulber 1260 Kkm Superoxid- Vollblut zur Nach 60 km | to exercise in
dismu’?ase (SOD) gleichen Zeit. 3. Probe: the blood of
(Vollblut) In Probe 3 Nach Ende endurance
v erhohte SOD und horses, 2000)
TBARS TBARS
(Serum) '
1. Probe: Vor
TBARS nach Beginn
(;z':ﬁg) 24 h unter dem 2. Probe: (Balogh, Gaal
14 Sportpferde GSH Ausgangswert. 5 min nach Ribicge;/ne &’
Springen , GSH nach 24 h Ende . ’
(in den roten o . Petri, 2001)
. noch signifikant 3. Probe:
Blutzellen; RBB) erhoht. 24 h nach
Ende
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Parameter/ . Proben- .
Belastung (Probenmaterial) Ergebnisse entnahme Literatur
An-’:;c?gcﬁ?ive Signifikante 1. Probe: Vor
30 Vollbluter Kapazitit Erhdhung aller Beginn (White, et al
Laufbelastung AntioF;idative drei Werte 5 min 2. Probe: 2061) v
auf der Bahn Reaktivitit nach 5 min nach
(Plasma) Belastungsende. Ende
GSH signif.
Reduziert;
GSH TBARS nacp 1. Probe: Vor
Belastung erhéht. )
TBARS CK u. AST direkt | B€dinn
40 Pferde CK und AST néch dem 2. Probe:
Distanzrennen Vitamin C Rennen erhdht Nach Ende (Marlin, et al.,
Uber 140 km Vitamin E . : 3. Probe: 2002)
Vit. C und nach
(Serum und o 16 h nach
16 h signifikant
Plasma) . Ende
reduziert.
Vit. E
unverandert.
Die
Ascorbinsaure im
Plasma war in der
1.Gruppe um
. 18 % gegenlber
totales Glutathion
46 trainierte (T-GSH) der 2. Gruppe 1. Probe: 1
; o erhoht in Probe 1. | Tag vorher
Distanzpferde, Aktivitat der CK und AST 2 Probe-
die einen 80 km Glutathion- . X ) ) .
Lauf absolviert peroxidase (GPx) stiegen wahrend | Nach 21 km (Wlllla_ms_, et
haben (in Lysaten der der Belastung an. 3. Probe: al., Antioxidant
) roten ﬁnd weilen Beide korrelierten | Nach 37 km | supplementati
, mit dem 4. Probe: on and
1. G\r;JitppEe mit Blutzellen) signifikanten Nach 56 km subsequent
Su Ierﬁentierun LPO Anstieg der LPO 5. Probe: oxidative
PP (Plasma) im Plasma. Nach 72 km stress of
9- CK und AST a-Tocopherol bis 6. Probe: horses during
2 Gruppe mit Albumin zu km 56 erhoht. Nach 80 km an 80-km
Vi’; E ur?(S)Vit C a-Tocopherol T-GSH erhoht in 7. Probe: In endurance
Supplementierun | Ascorbinsaure (total B?etn vI\I/elfSeDn_ Erh lder h race, 2004)
und im Plasma) utzetien. Uie rnolungsp
9 GPx war erhoht ase
in
derErholugsphas
e.T-GSH und
GPx in den RBB
bis km 56
erniedrigt.
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Parameter/ . Proben- .
Belastung (Probenmaterial) Ergebnisse entnahme Literatur
Signifikanter
Carbonylierte Anstieg der
Proteine carbonylierten 1 Probe: Vor
Hitzeschockprotein Proteine im : Be in-n
8 Traber: e (HSP70, HSP90, Plasma nach o P?obe'
Moderate HSP75) Belastung (Uber Néch End-e
Laufbandbelastu 24 h). 3 Probe: 4 h (Kinnunen, et
ng (45 min) (Plasma) Signifikanter ﬁach Er-wde al., 2005 a)
Anstieg auch im 4. Probe:
-Muskelbiopsie der | Muskel nach 4 h. ' '
. . 24 h nach
Glutealmuskulatur | Hitzeschockprotei Ende
vorherund 4 h ne in der
nachher (Gewebe) Muskulatur
unverandert.
ORAC in Probe 2
signifikant erhoéht
Die antioxidative (Uber Zeitraum
Kapazitat: ORAC von 24 h). Auch 1 Probe: Vor
8 Traber: (Oxygen radical die LPO sind in ' Be in-n
Nach absorbance Probe 2 5 Pgr]obe'
regelmaRigem capacity) signifikant erhdht. Néch End-e
Training auf dem Vitamin E Die Basiswerte 3. Probe: 4 h (Kinnunen, et
Laufband eine T-GSH der ORAC ) ) al., 2005 b)
‘ . nach Ende
53 min lange LPO korrelierten 4 Probe:
Einheit -Muskelbiopsie der negativ mit den > 4 h nacI:1
moderates Glutealmuskulatur LPO in Probe 3. Ende
Training vorherund 4 h Das totale
nachher Glutathion und
(Gewebe) Vit. E waren
unverandert.
Aktivitat von CK
und AST wahrend
und nach
Pferden, die _ Bf_ellastun%"h 1. Fgob_e: Vor (Wllllalms, et
einen 80 km Ritt LPO signifikant erhoht eginn al.,
. (bei NF). 2. Probe: Comparison of
nicht beenden a- Tocopherol L
LPO, T-GSH, Nach 27 km oxidative
konnten (NF), CK und AST GP 3. Probe- t d
im Vergleich zu T-GSH X, a- - Irobe: Stress an
. . Tocopherol Nach 48 km antioxidant
den Tieren, die GPx . o ) .
ihn erfolgreich nlcfhtS|gn|f|ka_mt 4. Probe: status in
verandert (bei F). | Nach 80 km endurance
beendet haben (Serum und E de ei 5 Probe: h in th
(F). Plasma) s wurde eine - Probe: orses in three
positiv 170-190 min 80-km races,
signifikante nach Ende 2005)
Korrelation zw. T-
GSH und CK

festgestellt.
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Parameter / . Proben- .
Belastung (Probenmaterial) Ergebnisse entnahme Literatur
Zunahme der
antioxidativen
Plasmakapazitat
Antioxidative B”:I‘::tgr‘fr
Kapazitat der elastung. 1. Probe: Vor
. Signifikant :
wasserldslichen erhéhte Beginn
Substanzen Lipidperoxide 2. Probe: (De Moffarts,
12 Sportpferde (Plasma) 1p5 rrF:in nach 15 min nach Kirschvink,
Laufbelastung LPO (Plasma) Ende der Ende Art, Pincemail,
auf der Bahn GSH (reduziertes Belastun 3. Probe: & Lekeux,
Glutathion) 9. 24 h nach 2006)
Zunahme der
(rote Blutzellen) GSH nach Ende
Oxidierte Proteine
(Plasma) Belastung.
Erhéhte Werte
der oxidierten
Proteine Uber 24
h.

Es liegen eine Reihe von Untersuchungen beim Pferd vor, die den Einfluss von kdrperlicher
Belastung auf den antioxidativen Status untersuchen (Balogh et al., 2001; Kirschvink et al.,
2006). Dabei wurde grundlegend festgestellt, dass es im antioxidativen System durch
Training langfristig eher zu einer Erhdhung wichtiger antioxidativer Substanzen (Vit. C,
Harnsaure, GPx und SOD) kommt (Kirschvink, de Moffarts & Lekeux, 2008). Dagegen kann
eine Ausdauerbelastung in einer verminderten Schutzwirkung resultieren, wodurch oxidativer
Stress entsteht (Frankiewicz-Jozko & Szarska, 2000). Ursache kdnnte eine ,Ermidung“ oder
zunehmende Uberbelastung des antioxidativen Systems sein. Bei Pferden wahrend eines
140 km langen Ausdauerrittes sanken Vitamin-C-Spiegel und Glutathion zwar erst nach der
Belastung ab, erhéhte CK- und AST-Werte wiesen aber bereits wahrend der Belastung auf
eine verstarkte Zellschadigung hin (Marlin et al., 2002).

Andere Untersuchungen zeigen dagegen eine Erhdéhung der antioxidativen Kapazitat nach
akuter, intensiver Belastung (Kinnunen et al., 2005 b; Avellini, Silvestrelli & Gaiti, 1995; White
et al., 2001).

Lipidperoxidation:

Lipide nehmen im Organismus zahlreiche Aufgaben wahr. Membranen dienen der
Abgrenzung von Kompartimenten und dem Schutz des Zellinneren, lassen einen selektiven,
gerichteten Stoffaustausch zu oder bilden eigenstandige Reaktionsrdume (zum Beispiel fir
die Photosynthese oder die Atmungskette). Lipide spielen aber auch als Energie- und
Kohlenstoffspeicher, Isolatoren, Vitamine (A, D, E oder K) und Cofaktoren (Ubichinon),
Signalstoffe und Hormone (Prostaglandine) oder Pigmente (Carotinoide) eine wichtige Rolle.
Bei der Peroxidation von Lipiden wird formal ein Sauerstoff-Molekil zwischen ein
Wasserstoff-Atom und den Molekdlrest eingefiigt. Die Reaktion verlauft Gber Radikale.

Die Produkte dieser radikalischen Oxidation fihren in Zellmembranen zu massiven Schaden
und Funktionseinbufien. Initiiert wird die Lipidperoxidation durch Abspaltung eines He von
einer ungesattigten Fettsaure:

Lipid-H —» Lipids + He ]

Abbildung 12: Initiation der Lipidperoxidation

Mit Sauerstoff kann das Lipidradikal reagieren und eine Kettenreaktion in Gang setzen.
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Die Reaktionsprodukte sind Lipidmonohydroperoxide. Diese kdnnen spontan, durch
Erwarmen oder durch Metallkatalysatoren weitere Radikalkettenreaktionen initiieren
(Kappus, 1981).

Die Radikalkettenreaktion wird gestoppt, wenn zwei Radikale miteinander reagieren.
Unter Anwesenheit von primaren Aminogruppen kénnen Schiffsche Basen und substituierte
Pyridindervate mit MDA entstehen.

Zu den messbaren Endprodukten dieser Kettenreaktion gehort neben Ethan und n-
Pentan auch MDA (Leaf et al., 1997). Damit MDA entstehen kann, mussen mindestens drei
isolierte Doppelbindungen im Lipid vorliegen (Kappus, 1981). Malondialdehyd und andere
Lipidperoxidationsprodukte kénnen in vivo mit DNA reagieren, was zu Quervernetzungen der
DNA-Strange fuhren kann (Gutterigdge & Toeg, 1982). Das MDA neigt zur Polymerisation
wobei ein fluoresziierendes Polymer entsteht.

Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, eignet sich das MDA als Indikator fur oxidative Lipidschaden
durch Radikale. Die Oxidation einer mehrfach ungesattigten Fettsdure zu MDA ist in
Abbildung 13 dargestellt.

RH) /\/\=/\=/\=/\/\ Ungesittigte Fettsdure

(R) /\/\_/\\_/\_/\/\ Alkylradikal

(ROO’) /\/\;/\\_(u\/\ Lipidperoxyl-Radikal
/<;>\ Zyklisches Lipidperoxid
/N AN
L]

H
\ /
C Zyklisches Peroxid
ARNVAYA
"
H H Malondialdehyd (MDA)
N S
c
VN
H—C C—H

| I
o

(0]

Abbildung 13: Entstehung von Malondialdehyd durch Radikalangriff.
Modifziert nach Hall & Bosken, 2009.

Boffi und Kollegen (2002) haben festgestellt, dass es beim Sportpferd durch Belastung zu
einer vermehrten Apoptose der Muskelzellen kommt. Sie fanden gleichzeitig einen
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signifikanten Anstieg des MDA 45 Minuten nach Belastung. Als mdgliche Ursachen fuhren
sie neben ionisiertem Kalzium die ROS an, die zu oxidativen Lipidschaden gefuhrt haben.
Sie gehen davon aus, dass diese Apoptose ein physiologischer Teil der
Superkompensationsreaktion des Korpers nach Belastung ist (Boffi et al., 2002). Zu diesem
Schluss kommen auch Raseraund Kollegen (2008), nachdem sie apoptotische und
nekrotische Vorgange, sowie erhdohte Werte an Leukozyten in gesunden Gelenken von
belasteten Sportpferden fanden und diesen Prozess als physiologisch ansehen (Rasera et
al., 2008). Eine verstarkte Lipidperoxidation nach physischer Belastung korreliert auch beim
Menschen mit einem Anstieg der CK-Konzentrationen im Plasma durch Schaden der
Muskulatur, wie zum Beispiel nach einem 80 km Lauf (Kanter, Lesmes & Kaminsky, 1988).

Oxidative Schaden an Proteinen:

Oxidative Schaden an Proteinen (und Aminosauren) kdnnen sich, wie bereits erwahnt, auf
unterschiedliche Weise manifestieren. Ein radikalischer Angriff auf Proteine resultiert meist in
einer Veranderung der Seitenketten oder des a-Carbon-skeletts. Die haufigsten Endprodukte
einer Seitenkettenoxidation sind Hydroperoxide, Alkohole und Carbonyle (Gaut et al., 2001).
Duberstein und Kollegen befassten sich im Jahr 2009 mit der Frage des Einflusses von
oraler Vitamin E Supplementierung auf die Entstehung von Proteincarbonylen im Muskel
belasteter Pferde. Die Vitamin E supplementierte Gruppe zeigte nach Belastung signifikant
geringere Proteincarbonylierung, als die nicht-supplementierte. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Kinnunen und Kollegen (2005 a), wurde kein Anstieg der Carbonylmenge
nach Belastung verzeichnet. Die Autoren aufdern die Hypothese, dass die hohen Ruhewerte
Zeichen einer chronischen Belastung sind, und es zu einer effektiven Clearance durch die
akute Bewegung kommt (Duberstein et al., 2009).

Die vielfaltigen Mdglichkeiten und Auswirkungen von Radikalangriffen auf Proteine wurden
zum Beispiel von Dean und Kollegen ausfiuhrlich beschrieben (Dean et al., 1997).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Pferdepopulation und Probenentnahmeplan

Im Rahmen dieser Arbeit wurden, nach Genehmigung eines Tierversuchsantrages, von 20
Trabern im Raum Brandenburg Blutproben vor und nach einer intensiven Trainingsbelastung
entnommen. Die Blutentnahme aus der Vena jugularis erfolgte nach Reinigung der
Punktionsstelle mittels eines Alkoholtupfers. Es wurden Ethylendiamin-tetraacetat (EDTA)-
beschichtete Blutentnahmerohrchen der Firma Sarstedt Medizintechnik (NUmbrecht,
Deutschland) verwendet. Fir die Gewinnung von Serum wurden Serumréhrchen ebenfalls
von Sarstedt Medizintechnik (Numbrecht, Deutschland) verwendet. Bei jeder Punktion
wurden 10 ml Blut enthommen.

Tabelle 2 zeigt das Beprobungsschema.

Tabelle 2: Probenentnahmeplan

Probe Entnahmezeitpunkt
1. Blutprobe 20 -30 Minuten vor der Belastung (V)
2. Blutprobe Innerhalb von 5 Minuten nach Ende der Belastung (N 0)
3. Blutprobe 4 Stunden nach Ende der Belastung (N 4)
4. Blutprobe 24 Stunden nach Ende der Belastung (N 24)
5. Blutprobe 48 Stunden nach Ende der Belastung (N 48)

Die Pferde wurden wahrend der Belastung mit einem HF-Messgerat und einem ,Global
Positioning System® (GPS)-Sender ausgestattet, um die HF und die Geschwindigkeit
kontinuierlich aufzeichnen zu kénnen. Das Training erfolgte immer im gleichen Zeitraum
(vormittags), so dass die Probenentnahmen ebenfalls bei allen Pferden zur gleichen
Tageszeit durchgefiihrt wurden.

Im Anschluss an das Training wurden die Tiere ausgeschirrt und abgewaschen. Nachdem
sie 20 Minuten trockengefiihrt wurden, wurden sie mit Abschwitzdecken wieder in die Boxen
gebracht.

Nach 4 Stunden erfolgte dann in der Box die dritte Probenentnahme.

Die vierte Blutentnahme (nach 24 Stunden = N 24) wurde in den Boxen, durchgefiihrt, bevor
die Tiere bei guter Witterung stundenweise auf die Weide oder einem Auslauf gelassen
wurden. Keines der Tiere wurde zwischen den Blutentnahmen (N 0) bis (N 48) korperlich
belastet.

Die fiinfte Blutentnahme (N 48) erfolgte gleichfalls im Stall. Alle Blutentnahmen wurden in
ruhiger Atmosphare durchgeflihrt, ohne die Tiere in Unruhe zu versetzen.

Tabelle 3 gibt die Geschlechtsverteilung der 20 Probanden an.

Tabelle 3: Geschlechtsverteilung_j der 20 Probanden

Anzahl | Prozent

Hengst 3 15
Stute 7 35
Wallach 10 50
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[ Gesamt| 20 | 100 |

Tabelle 4 zeigt die Altersverteilung der Probanden (n = 20).

Tabelle 4: Altersverteilung [Jahre] der 20 Probanden

Alter [Jahre]
Mittleres Alter £ Standardabweichung 48+21
Median 5
Minimum 2
Maximum 9

Tabelle 5 gibt eine Ubersicht tiber die KérpermaRe der Tiere (n = 20).

Tabelle 5: Kérpermalfe der 20 Probanden

GroRe Gewicht
[m] [kd]
Mittelwert £ Standardabweichung 1,63+0,06 | 427,08 +49,17
Median 1,63 435,45
Minimum 1,50 320,00
Maximum 1,70 497,00

Die Auswahl der Probanden erfolgte moéglichst unter gleicher Verteilung von Stuten und
Wallachen, sowie Einbeziehung verschiedener Altersstufen.

Alle Pferde befanden sich zum Zeitpunkt der Untersuchung in Rennkondition (= volles
Training). Die Tiere wurden in Boxenhaltung auf Stroh gehalten und mit Heu oder Silage und
Hafer/Pellets oder Muslifutter gefuttert. Zusatzlich erhielten alle Pferde Mineralfutter der
Firma Salvana (Salvana Tiernahrung GmbH, Klein-Offenseth Sparrieshoop, Deutschland).
Es wurde besonders darauf geachtet, dass die Tiere seit mindestens 12 Monaten ohne
langere Belastungspausen trainiert wurden, um einen mdglichst ahnlichen koérperlichen
Fitnessgrad zu gewahrleisten. Alle untersuchten Pferde befanden sich auf Renn-Niveau.
Pferde, die mehr als drei oder weniger als zwei hohe Belastungen pro Woche absolvierten
wurden ebenfalls nicht in die Untersuchung einbezogen. AuRerdem musste ein ahnlicher
Trainingsablauf gegeben sein. Die Belastung sollte aus mehreren ,Heats” (Trainingsphasen
mit hoher Belastung) und einer Aufwarmphase bestehen. Die Aufwarmphase sollte ungefahr
8-10 Minuten dauern und bei einer HF von 100-160 S/min absolviert werden. Danach
wurden 6 ,Heats* gefahren (jeder ,Heat" dauerte etwa 60-90 Sekunden). Die anschlielienden
5-10 Minuten wurden in langsamerem Trab gefahren.

Insgesamt nahmen flnf verschiedene Trainer an der Studie teil. Alle Tiere wurden zweimal
pro Woche intensiv belastet und erhielten ansonsten langsames Training oder Weidegang.
Die Pferde wurden nach einer Allgemeinuntersuchung vor dem Training als gesund
befunden.

3.2 Herzfrequenzaufzeichnung

Die kontinuierliche Bestimmung der HF, sowie der gelaufenen Distanz und der
Geschwindigkeit, erfolgte mit dem Polar Equine RS800CX™ G3 Modell (Polar Electro GmbH,
Battelborn, Deutschland).
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Diese Ausristung besteht aus einem Elektrodengurt mit Signalverstarker und Transmitter
(Sender), einem GPS-Sensor und einer Empfangeruhr, die alle Daten speichert.

Das HF-Signal wird von einer positiven Elektrode, die eine Handbreite unterhalb des
Widerrists dem Fell dicht anliegt, und einer negativen Elektrode, die auf Hohe des
Ellbogenhdckers positioniert ist, abgeleitet. Im Sender wird dieses Signal transformiert und
verstarkt.

Der Sender sendet die Daten an die Empfangeruhr, die vom Fahrer getragen wird.

Der GPS-Sensor wird ebenfalls vom Fahrer getragen und sendet die Daten an die
Empfangeruhr. Von dieser werden anschlie3end alle Daten an die Polar Pro Trainier Equine
Edition Software (Software Polar ProTrainer 5; Polar Electro GmbH, Buttelborn,
Deutschland) Gbertragen und gespeichert. Als Beispiel sind zwei Belastungsaufzeichnungen
abgebildet.
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Abbildung 14: Herzfrequenz- und Geschwindigkeitsaufzeichnung eines Trainings mit GPS
Sender.
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Abbildung 15: Herzfrequenz- und Geschwindigkeitsaufzeichnung eines Trainings mit GPS Sender (2).
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3.3 Laktatmessung

Die Laktatbestimmung im Blut erfolgte mit dem Dr. Lange Photometer (DR. Lange Kuvetten-
Test, LKM 140, Berlin, Deutschland), nach dem folgenden Reaktionsprinzip:

Laktat + O; (LOX) Laktatoxidase Pyruvat + H,0,
H,0, + 4-Aminophenazon (POD) Peroxidase Chinoniminfarbstoff
4- Chlorphenol
Abbildung 16: Reaktionsprinzip der Laktatbestimmung mit dem Dr. Lange Photometer

vy

Dabei wird Laktat durch Laktatoxidase zu Pyruvat oxidiert, wobei H,O, entsteht, welches
unter dem Einfluss der Peroxidase mit 4- Aminophenazon und 4-Chlorphenol einen
Chinoniminfarbstoff bildet. Dieser wird bei 520 nm photometrisch gemessen.

Unmittelbar nach der vendsen Blutenthahme aus der ungestauten Vene wurden 10 pl
Vollblut in eine Pufferlésung gegeben. Diese enthalt 4-Chlorphenol, Peroxidase, Natriumazid
und ein Detergenz, bei einem pH- Wert von 7,0. Nach Lagerung bei 2 —8° wurde der
Laktatwert noch vor Ort photometrisch bestimmit.

Vor jeder Serienmessung wurde eine Kontrolimessung mittels eines mitgelieferten Standards
durchgefihrt.

Durch einen Glykolysehemmstoff (Fluorid) wird verhindert, dass nach Hamolyse der
Erythrozyten unspezifisch Glukose zu Laktat abgebaut wird.

Da auch der Hamatokritgehalt einer Probe das Ergebnis beeinflussen kann, wird durch die
Software des Miniphotometers LP20 eine Hamatokritkorrektur durchgefihrt. Diese bezieht
sich auf die Anfangsextinktion der Probe vor dem Start der chemischen Reaktion. Es wird
dabei vorausgesetzt, dass der Hamatokrit in erster Naherung dem Hamoglobingehalt der
Probe, und damit der Anfangsextinktion proportional ist.

Zur Prifung, ob die durch das Miniphotometer gemessenen Laktatwerte eine
Hamatokritabhangigkeit aufweisen, wurde vendses Blut zentrifugiert und so konzentriert.
AnschlieRend wurde es mit dem Plasma des gleichen Probanden gemischt. Ein Einfluss des
Hamatokrits auf die gemessenen Laktatwerte war nicht festzustellen.

Der Zusammenhang zwischen gefundenem und erwartetem Wert bei Aufstockversuchen mit
venosem Blut ist linear. Die Linearitat bleibt bei Einsatz von Vollblut bis zu einem Laktatwert
von 30 mmol/l erhalten.

3.4 Serumenzyme und Kreatinin

Die Aktivitatsbestimmung der Enzyme CK, AST und Gamma-Glutamyltransferase (GGT)
sowie des Kreatinins im Serum, erfolgte im Labor der Klinik fir Klauentiere der Freien
Universitat Berlin.

Die CK-Aktivitatsmessung erfolgte photometrisch nach der NAC-(N-Acetylcystein)-Methode
Uber die Zunahme von NADH bestimmt (LT-CK 0064, Labor + Technik (LT-SYS®), Berlin,
Deutschland). Die CK wird durch die Thiol-Komponente N-Acetyl-Cystein (NAC) aktiviert.
Daraufhin katalysiert die CK die Bildung von ATP aus Kreatinphosphat und
Adenosindiphosphat (ADP). Das ATP bildet Glukose-6-Phosphat in einer Hexokinase
katalysierten Reaktion. Das Glucose-6-Phosphat wird zu 6-Phosphoglukonat oxidiert, und
NADP wird in einer durch Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase katalysierten Reaktion zu
NADPH reduziert.
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Die AST-Aktivitdt wurde ebenfalls durch enzymkinetische Messung bestimmt [LT-AST 062,
Labor + Technik (LT-SYS®), Berlin, Deutschland] Kreatinin wurde mit der Jaffé - Methode
durch eine kinetische Messung des Kreatininpinkrat-Komplex (gelb-orange) aus Kreatinin +
Pikrinsdure bestimmt.

Alle verwendeten Chemikalien und Testkits wurden von Labor und Technik GmbH bezogen.
Die LDH wurde mit einem kommerziellen Testkit der Firma Roche Diagnostic photometrisch
bestimmt (Cytotoxity Detection Kit, Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Deutschland). Die
Ergebnisse werden als U/l angegeben.

3.5 Blutbild

Die Analyse des roten und weilden Blutbildes erfolgte mit dem ABACUS Junior vet 5
Coultergerat (Medizintechnik Frank Guder GmbH & Co. KG, Bad Oeynhausen, Deutschland)
im Labor der Pferdeklinik der Freien Universitat Berlin. Das Differentialblutbild wurde
ebenfalls zu allen Blutentnahmezeitpunkten bestimmt. Dazu wurde ein Ausstrich angefertigt
und eine Zellfarbung durchgefuhrt. Die Auszéhlung und Differenzierung der Zellen erfolgte
manuell.

3.6 GesamteiweiBRkonzentration

In dieser Arbeit wurde die Proteinbestimmung nach Bradford durchgefuhrt (Bradford, 1976).
Hierzu wurde in eine Mikrotiterplatte 10 yl Standard (human IgG im Konzentrationsbereich
von 0 - 1 mg/ml in PBS), bzw. 10 ul Probe (Plasma) in Doppelwerten pipettiert. Anschliel’end
wurden 200 upl Bradfordreagenz zugegeben, 5 Minuten schittelnd inkubiert und dann im
Mikrotiterplatten-Spektralphotometer (SpectraMini®, Fa. Tecan Group Ltd., Mannedorf,
Schweiz) bei 620 nm gemessen. Die resultierenden optischen Dichten konnten anhand der
Standardeichkurve computergestlitzt ausgewertet werden. Zusammensetzung des
Bradfordreagenz:

- Coomassie Brill. Blue R-250® 0,1 g (Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland)

- Phosphorsaure (85%) 100,0 ml

- Ethanol (95%) 50,0 ml

- Aqua dest. 1000,0 ml
Die Angaben erfolgen in mg/ml.

3.7 Myeloperoxidase

3.7.1 Aktivititsbestimmung

Die Aktivitatsbestimmung der MPO erfolgte photometrisch mit einem O-Dianisidine Assay.
Die Bestimmung wurde am Institut fir Veterinar-Biochemie der Freien Universitat Berlin
durchgefuhrt und erfolgte nach der Methode von Kumar und Kollegen (Kumar et al., 2002)
unter Berucksichtigung der Anpassungen von Fietz (2008).

Die Aktivitat der MPO wird in Unit angegeben. Dabei entspricht 1 Unit der Menge MPO, die
1 mM O-Dianisidin/min oxidiert.
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Der Probenansatz fir eine Messung setzte sich zusammen aus:
» 270 pl 0,1 Mol (M) Natrium Citratpuffer, pH 5,5 (mit NaOH eingestellt)
» 0,32 pl Triton-X-100 (Triton® X-100, Ferak Berlin GmbH, Berlin, Deutschland)
» 2,5 ul 82,4 mM O-Dianisidin/Dimethylsulfoxid (DMSO)
(O-Dianisidin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland)
(Dimethylsulfoxid, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
Von diesem Substratmix wurden bei der MPO-Aktivitdtsbestimmung aus dem Serum 250 pl
eingesetzt. Einem Doppelansatz ohne MPO-Inhibitor wurden jeweils 10 pl Citratpuffer
zugegeben. Gleichzeitig wurden 10 pyl eines MPO-spezifischen Inhibitors (ABAH
Myeloperoxidase Inhibitor 1, Calbiochem, Bad Soden, Deutschland) einem weiteren Ansatz
zugegeben. Allen drei Ansatzen werden 30 uyl Serum zugegeben (Probenvolumen).

AnschlieRend wurde die Reaktion mit 1,31 ul verdinntem H,O, (10 ul 30% H,O, + 990 pl
aqua dest.) gestartet (H,O,, 30%; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen). Unmittelbar
nach Zugabe des H,O, wurde die Absorption in einer Mikrotiterplatte bei einer Wellenlange
von 450 nm in einem Photometer (Model 550 Microplate Reader, Fa. Bio-RAD Laboratories,
Inc., Munchen, Deutschland) gemessen. Die Absorptionsmessung erfolgte im Abstand von 5
Minuten Uber einen Zeitraum von 30 Minuten.

0,16 -
0,15 -
0,14 -
0,13 -
0,12 -
0,11 -
0,1 -
0,09 -
0,08 -
0,07 -
0,06 -
0,05 . . . . : . .

Absorption bei 450 nm

= Messzeitpunkt

-=-¢=-=NMPO —a— MPO (Kontrolle) - ® = MPO + Inhibitor

Abbildung 17: Beispielhafte Myeloperoxidase-Aktivitidtsbestimmung im Pferdeserum.

Die Linearitdt wurde mit der Software ® 4.01 (Microplate Manager, Bio-Rad Laboratories,
Inc., Minchen, Deutschland) uberprift. Die Aktivitat der MPO lasst sich mit folgender
Gleichung zur Bestimmung der Volumenaktivitat eines Enzyms berechnen:

(Uml)= AE x V
txexdxv

A E Differenz aus Extinktion des Endwertes und Extinktion des Anfangswertes
Zeit (30 Minuten)

—

€ spezifischer millimolarer Extinktionskoeffizient fir MPO bei 450 Nanometer und 25°C
= 11,48 x Millimol-1 x cm-1

\Y Volumen der Messlésung

v Probenvolumen

d Schichtdicke der Kuvette
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Bei der Berechnung wurde die MPO-Volumenaktivitat der Probe mit Inhibitor von dem Wert
der Probe ohne Inhibitor abgezogen.
Reine MPO (Fa. Calbiochem®, Bad Soden, Deutschland) wurde als Referenz eingesetzt.
Die Interassayvarianz betrug 0,0031.

Abbildung 18 zeigt beispielhaft die Hemmung von reiner MPO (5 yM) ohne und mit ABAH-
Inhibitor (30 pM).
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Abbildung 18: Beispiel der Hemmung reiner Myeloperoxidase in U/ml.

3.7.2 Peroxidaseaktivitat im Serum

Da die MPO durch Zugabe eines spezifischen Inhibitors gehemmt werden kann, entspricht
die Absorptionszunahme ohne Subtraktion des |Inhibitors der Gesamtserum-
peroxidaseaktivitat (bezogen auf eine Oxidation von O-Dianisidin). Auf diese Weise lasst sich
der Anteil der MPO-Aktivitat an der Gesamtperoxidaseaktivitat im Serum bestimmen.

3.8 Malondialdehydkonzentration

Das MDA im Pferdeserum wurde mit dem OxiSelect™ TBARS Assay Kit (MDA-Quantitation)
der Firma Cell Biolabs, INC. (San Diego, USA) bestimmt.

Das Serum wurde bei — 80 °C tiefgefroren und die Messung erfolgte innerhalb eines Monats.
Die MDA Messung ist eine haufig benutzte Methode zum Nachweis der Lipidperoxidation.
Malondialdehyd reagiert mit zwei Molekilen Thiobarbitursdure (TBA) zu einem roten
Farbstoff (Schiffsche Base), dessen Konzentration fluoreszenzphotometrisch bestimmt
werden kann.

Die Testdurchfihrung erfolgte nach dem vom Hersteller beschriebenen Verfahren. Zur
Minimierung spaterer Oxidation, die das Ergebnis verfalschen kénnte, wurde jeder Probe
Butylhydroxytoluol hinzugefugt.

Nach Zugabe der Lysis Losung wurden die Proben 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Daraufhin wurde TBA Reagent hinzugeflgt. Hierzu wurde eine Losung aus TBA
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(Thiobarbitursaure) in einer Konzentration von 5,2 mg/ml in einer sauren Losung hergestellt.
Mit Hilfe von Natrium Hydroxide Losung wurde dann ein pH-Wert von 3,5 eingestellt und
250 pl zu jedem Ansatz pipettiert.

AnschlieRend folgte eine 45-60 minutige Inkubation der Proben bei 95 °C. Im Anschluss
daran wurden die Proben im Eisbad finf Minuten auf Raumtemperatur herunter gekuhlt,
bevor sie 15 Minuten bei 3000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert wurden.

Jede Probe wurde als Doppelansatz gemessen und bei jeder Messung eine Standardkurve
(ebenfalls als Doppelansatz) anhand von MDA-Standards hergestellt.

150 pl der Proben wurden jeweils in eine schwarze 96 Well Mikrotiterplatte pipettiert.

Die Messung erfolgte fluorimetrisch bei einer Wellenlange von 540 nm und einer Emission
von 590 nm.

Da der Test auch eine spektrophotometrische Messung erlaubt, wurde zu
Vergleichszwecken bei vier Pferden auch eine spektrophotometrische Messung
durchgefliihrt. Dabei zeigte sich eine gute Korrelation der Ergebnisse. Aufgrund der héheren
Genauigkeit der fluorimetrischen Messung wurde diese jedoch als Standardmessmethode
fur diese Studie festgelegt.
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3.9 Konzentration der proteingebundenen Carbonyle

Die Bestimmung der proteingebundenen Carbonyle erfolgte durch die Firma
Immundiagnostik AG, Bensheim. Es wurde hierzu der Carbonyl Protein ELISA Kit (K 7822)
eingesetzt. Die Bestimmung erfolgte in EDTA-Plasma, das zuvor bei — 40 °C gelagert wurde.
Da der Proteincarbonylgehalt auf die Gesamtproteinmenge bezogen wird, wurde parallel
eine Proteinbestimmung durchgeflhrt. Es ist notwendig den Carbonylproteingehalt auf den
Gesamtproteingehalt  zu beziehen, da der Proteingehalt  aufgrund des
Ultrafiltrationsvorganges schwanken kann.

Die Proteine in der Probe wurden mit Dinitrophenylhydrazin (DNPH) 45 Minuten bei
Raumtemperatur derivatisiert. Anschlielend erfolgte eine Zentrifugation fur 15 Minuten bei
11000 x g. Um dberschissiges DNPH aus den Proben zu entfernen folgten mehrere
Ultrafiltrationsschritte. Diese Zentrifugenfiltrationseinheiten haben eine AusschlussgrofRe von
10kDa. Hiermit werden alle Proteine >10kDa zuriickgehalten, aber das deutlich kleinere
DNPH tritt durch den Filter. Weitere Zentrifugationsschritte mit wiederholter Zugabe von
Assaypuffer fuhrt dazu, dass eventuell doch zurlckgebliebenes DNPH herausgewaschen
wird. Die so erhaltenen derivatisierten und von freiem DNPH befreiten Proteine wurden an
die Mikrotiterplatte gebunden und mit einem anti-DNPH Antikdrper detektiert. Die Extinktion
wurde mit einem Mikrotiterplattenphotometer bei 450 nm gegen die Referenzwellenlange
620 nm gemessen, und die Carbonyl-Konzentration mittels einer Standardkurve bestimmt.
Die Erstellung der Standardkurve erfolgte mit Hilfe von oxidiertem Serumalbumin.

Zur Ermittlung des Carbonylproteingehaltes wurde die ermittelte Carbonylkonzentration auf
den Gesamtproteingehalt der Probe bezogen. Zur Berechnung wurden die Proteinwerte
nach Bradford herangezogen.

Die Durchfiihrung erfolgte nach den angegebenen Vorgaben. Es wurde Doppelansatze jeder
Probe bestimmt. Die Konzentrationen der Proben kdnnen direkt anhand der Standardkurve
ausgewertet werden. Der Carbonylgehalt wird mit Hilfe folgender Formel berechnet:

CP Probe (pmol/mg) X Proteine Standard (mg/ml)

CP probe (Pmol/mg) normiert =
Proteine probe (Mg/ml)

CP probe: Carbonylproteingehalt der Probe in pmol/mg, ermittelt anhand der
Standardkurve im Assay

Proteine stangard: Proteingehalt des héchsten Standards (bekannter Standardwert), ermittelt
mit dem BCA-Test in mg/ml

Proteine prope : Proteingehalt der Probe, ermittelt mit dem BCA-Test in mg/ml

Der vom Hersteller angegebene Normbereich liegt flir EDTA-Plasma beim Menschen bei 75
— 200 pmol.
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3.10 Statistische Auswertung

Die statischen Auswertungen wurden mit Hilfe von SPSS fur Windows, Version 17.0 (SPSS
Inc., Chicago, USA) durchgeflhrt.

Alle Parameter wurden mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung gepruft.
Wahrend fur einige der getesteten Variablen die Nullhypothese ,Normalverteilung® zu
mindestens einem Beprobungszeitpunkt abgelehnt wurde (Shapiro-Wilk-Test: p < 0,05),
konnte die Hypothese flr andere Variablen zu allen Beprobungszeitpunkten nicht verworfen
werden (Shapiro-Wilk-Test: p = 0,05). Dabei handelte es sich um die Parameter Leukozyten,
MDA, LDH und neutrophile Granulozyten. Fir diese Parameter wurden Methoden der
parametrischen Statistik zur Auswertung herangezogen. Beim Vergleich von mehr als 2
verbundenen Stichproben wurde das allgemeine lineare Modell mit Messwiederholungen
verwendet (a = 0,05). Im Falle der Ablehnung der globalen Nullhypothese wurden paarweise
Vergleiche mit Bonferroni Korrektur mit Hilfe des t-Tests fir abhangige Beobachtungen
durchgefihrt (a=0,005). Die Parameter, fur die die Annahme ,Normalverteilung® zu
mindestens einem Beobachtungszeitpunkt abgelehnt wurde, wurden mit Methoden der
nichtparametrischen Statistik ausgewertet. Beim Vergleich von mehr als 2 verbundenen
Stichproben fand der Friedman-Test Anwendung (a = 0,05). Paarweise Vergleiche im Falle
der Ablehnung der globalen Hypothese wurden mit dem Wilcoxon-Test und Bonferroni
Korrektur durchgefthrt (a = 0,005).

Im Text werden arithmetisches Mittel und Standardabweichung angegeben, bei den
Parametern, fir die keine Normalverteilung unterstellt werden der Median und das erstes
und dritte Quartil.

Die Korrelation zwischen zwei normalverteilten Parametern wurde durch den
Korrelationskoeffizienten nach Pearson und zwischen nicht normalverteilten der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman- Rho berechnet. Im Falle einer signifikanten
Korrelation (a = 0,05) wurde nach folgender Einteilung bewertet:

r=0,5-0,7 2> mittlere Korrelation
r=0,7 — 0,9 > hohe Korrelation
r=>0,9 - sehr hohe Korrelation

In den grafischen Darstellungen, wurden die Parameter fir die getesteten Pferde Uber den

Beprobungszeitraum dargestellt. Relevante signifikante Unterschiede zwischen den
Beprobungszeitpunkten wurden mit einem Sternchen verdeutlicht.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Belastung und Intensitat

4.1.1 Trainingsdaten und Herzfrequenz

Die Einschatzung der Belastungsintensitat erfolgte anhand von Eckdaten der Belastung
(Dauer, Distanz und Geschwindigkeit), sowie durch physiologische Variablen (HF, Laktat,
CK, AST, LDH). Tabelle 6 enthalt die Daten der Trainingsbelastung.

Tabelle 6: Eckdaten der Belastungsstatistik zur Trainingsbelastung

(n = 20).
. HF Tempo
Distanz | Dauer EF N | maximal HF durch- durch- lempo
: uhe schnittlich s max
[km] [min] [S/min] (max) [S/min] schnittlich [km/h]
[S/min] [km/h]
Mittelwert 12,67 45,05 37,5 208,9 134,75 19,53 44 88
Median 13 45 34 210,5 133,5 19,6 45,95
Standardabweichung 1,66 5,05 8,26 6,16 8,12 2,06 4.4
Minimum 10,1 35 30 194 122 16,4 37,8
Maximum 17,6 55 59 216 154 24.9 52,2
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4.1.2 Laktat

Die Erhéhung des Medianwertes von 0,93 mmol/l (1. Quartil (Q) = 0,90 / 3. Quartil (Q3) = 0,97)
in Ruhe auf 6,94 mmol/l (Q,=4,8/Q3=13,88) zum Zeitpunkt N 0 lag bei 646 %. Der Median
lag infolge der Belastung (zum Zeitpunkt N 0) statistisch signifikant hoher, als in Ruhe (p <
0,05).

Bereits nach 4 Stunden zeigten sich die Werte mit 1,47 mmol/l (Q4 =1,26 / Q3 = 1,66) wieder
deutlich niedriger, als nach der Belastung (p < 0,05).
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Abbildung 19: Der Blutlaktatgehalt [nmol/l] zu verschiedenen Beprobungszeitpunkten (n= 20). Ein *
bezeichnet einen signifikanten (p < 0,05) Unterschied zwischen den Beprobungszeitpunkten.

Nach 24 und 48 Stunden lag der Median der Blutlaktatwerte wieder annahernd auf

Ruheniveau (0,95 mmol/l bzw. 0,91 mmol/l).
Die Veranderungen der Blutlaktatwerte sind in Tabelle 7 dargestellt.
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41.3 Serumenzyme

Laktat-Dehydrogenase:

Die LDH zeigte einen mittleren Ruhewert von 432,76 £+109,6 U/l (Mittelwert =+
Standardabweichung) vor Belastung. Nach Belastung lag der Mittelwert mit 491,3 £ 112,3 U/l
statistisch signifikant héher (p < 0,05).
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Abbildung 20: Die Laktat-Dehydrogenase im Serum zu verschiedenen Beprobungszeitpunkten (n=20)
[U/1]. Ein * bezeichnet einen signifikanten (p < 0,05) Unterschied zwischen den Beprobungszeitpunkten.

Abbildung 20 zeigt die LDH-Aktivitat im Serum zu den Beprobungszeitpunkten.
Die Enzymwerte sind in Tabelle 9 im Anhang angegeben.
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Kreatin-Kinase:
Vor der Trainingseinheit lag der Median der CK bei 249 U/l (Q, =225,25/Q;3=291,75) (im
Mittel 257,7 + 52,51 U/I).
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Abbildung 21: Die Kreatin-Kinase im Serum zu verschiedenen Beprobungszeitpunkten [U/I] (n=20). Ein *
bezeichnet einen signifikanten (p < 0,05) Unterschied zwischen den Beprobungszeitpunkten.

Nach 24 Stunden lag der Medianwert mit 250 U/l (Q=220,75/ Q3 = 308) wieder im Bereich
der Ausgangswerte (im Mittel 260,8 + 50,28 U/l). Die Unterschiede zwischen den
Beprobungen nach Belastung (N 0) sowie nach vier Stunden (N 4) wiesen signifikante
Unterschiede zum Ruhewert auf (p < 0,05). Abbildung 21 zeigt die CK zu den
Beprobungszeitpunkten.

Die Werte sind als Einheiten (U)/l in Tabelle 9 im Anhang aufgefuhrt.
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Aspartat-Amino-Transferase:

Der Median der AST-Aktivitat zeigte zwischen den Untersuchungszeitpunkten vor und nach
Belastung einen Anstieg von 325U/l (Q,=305/Q;=367,5) (V) auf 361U/
(Q1=324/Q3=397) (N 0) (p = 0,05). Die Werte gibt Tabelle 9 im Anhang wieder.

Abbildung 22 zeigt die AST zu den Beprobungszeitpunkten.
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Abbildung 22: Die Aspartat-Amino-Transferase im Serum zu verschiedenen Beprobungszeitpunkten [U/I]
(n=20). Ein * bezeichnet einen signifikanten (p < 0,05) Unterschied zwischen den Beprobungszeitpunkten.
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4.2 Veranderungen ausgewahlter hamatologischer Parameter

4.2.1 Leukozyten

In Ruhe lagen die mittleren Werte bei 6,96 + 0,97 Giga (G)/l. Nach der Belastung war eine
Zunahme sichtbar (8,06 £ 1,21 G/l), die innerhalb der nachsten 4 Stunden auf einen
Mittelwert von 9,46 £ 1,37 G/l anstieg. Die Erhdhung zeigte sich signifikant zum
Ausgangswert (p < 0,05).
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Abbildung 23: Die Leukozytenkonzentration im Blut zu verschiedenen Beprobungszeitpunkten [G/I]
(n=20). Ein * bezeichnet einen signifikanten (p < 0,05) Unterschied zwischen den Beprobungszeitpunkten.

Im Verlauf der nachsten 48 Stunden sanken die Werte, annahernd wieder auf Ruheniveau.
Die Ergebnisse sind in G/l = x10%/ angegeben. Tabelle 11 im Anhang enthalt die Werte der
Leukozyten.

Nach der Belastung erreichen oder Uberschreiten einige Tiere den Wert von 10 G/I und
liegen daher im fiur Pferde als nicht physiologisch angesehenen Bereich (Deutsche
Veterinarmedizinische Gesellschaft, 1982).

Tabelle 12 im Anhang zeigt weitere zellulare Parameter (Monozyten, Leukozyten,
eosinophile und basophile Granulozyten) im Blut von 20 Trabern nach Trainingsbelastung
Uber den Beprobungszeitraum von 48 Stunden.

4.2.2 Neutrophile Granulozyten

Die Ruhewerte der neutrophilen Granulozyten lagen im Mittel bei 3,57 + 0,68 G/I. Direkt nach
dem Training lag der Mittelwert bei 3,92 + 0,95 G/I. Maximalwerte wurden nach 4 Stunden
erreicht (5,75 £ 1,07 G/I) und zeigten sich signifikant erhdht im Vergleich zum Ruhewert (p <
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0,05). Nach 48 Stunden betrugen die Werte 3,83 £0,67 G/l. Die Konzentration der
neutrophilen Granulozyten zeigen Abbildung 24 und Tabelle 11 im Anhang.
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Abbildung 24: Die Konzentration der neutrophilen Granulozyten zu verschiedenen Beprobungszeiten [G/I]
(n=20). Ein * bezeichnet einen signifikanten (p < 0,05) Unterschied zwischen den Beprobungszeitpunkten.

Das N/L-Verhaltnis zeigte nach 4 Stunden einen signifikanten (p < 0,05) Anstieg im Vergleich
zu den Ruhewerten und zu NO. Der Medianwert lag vor der Belastung bei 1,12
(Q1=0,97/Q3=1,47) (im Mittel 1,23 £ 0,5). Dagegen betrug er 4 Stunden nach dem Training
2,32 (Q1=1,69/Q3=2,91) (im Mittel 2,3 £ 0,8) (vergleiche Tabelle 13 im Anhang).
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4.2.3 Verhaltnis stabkernige/segmentkernige neutrophile Granulozyten

Der Median des Anteils der juvenilen (stabkernigen) Granulozyten zu den reifen
(segmentkernigen) lag vor Belastung bei 0,16 (Q; =0,11/Q3=0,21) (im Mittel 0,171 + 0,09).
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Abbildung 25: Das Verhiltnis der stabkernigen/segmentkernigen neutrophilen Granulozyten im Blut zu
verschiedenen Beprobungszeitpunkten (n=20). Ein * bezeichnet einen signifikanten (p < 0,05) Unterschied
zwischen den Beprobungszeitpunkten.

Nach 48 Stunden erreichten die Werte mit einem Median von 0,32 (Q4=0,27 / Q;=0,40) (im
Mittel 0,34 +0,32) 103,60 % des Ruheniveaus und waren damit signifikant (p < 0,05)
verandert, im Vergleich zu den Ausgangswerten.

Das Verhaltnis der stabkernigen/segmentkermnigen neutrophilen Granulozyten ist in Tabelle
14 im Anhang angegeben und in Abbildung 25 dargestellt.
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4.2.4 Hamatokrit und Gesamteiweif®

Der Median des Hamatokritwertes zeigt einen signifikanten (p < 0,05) Anstieg von 36,5 %
(Q1=34/Q3 =38) vor, auf 45 % (Q1 =39,25/ Q3 =47) nach der Belastung. Abbildung 26
zeigt den Hamatokritwert zu den Beprobungszeitpunkten.
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Abbildung 26: Der Hamatokritwert zu verschiedenen Beprobungszeitpunkten [%] (n=20). Ein * bezeichnet
einen signifikanten (p < 0,05) Unterschied zwischen den Beprobungszeitpunkten.

Die TP-Konzentration stieg nach der Belastung von einem Medianwert von 49,94 mg/ml
(Q1=46,27 / Q3=53,70) vor dem Training auf 52,39 mg/ml (Q; =48,04 / Q;=54,98) an, und
erreichte einen Wert von 52,80 mg/ml (Q4 =49,48/ Q3 =55,77) nach 4 Stunden. Der Anstieg
der TP im Vergleich zu den Ausgangswerten betrdgt maximal 6 % (N 4). Tabelle 15 im
Anhang gibt die Werte der TP-Konzentration und des Hamatokrits Uber den
Versuchszeitraum an.
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4.2.5 Erythrozyten

Der Gehalt an RBB lag vor der Belastung bei 8,69 Tera (T)/l (Q;=8,00/Q3=9,77). Es zeigte
sich ein signifikanter (p < 0,05) Anstieg durch das Training. Zum Zeitpunkt N 0, nach der
Belastung, lagen die Medianwerte bei 10,80 T/l (Q;=10,16/Q3=11,54). Die Konzentration
der Erythrozyten ist in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27: Der Erythrozytengehalt zu verschiedenen Beprobungszeitpunkten [T/I] (n= 20). Ein *
bezeichnet einen signifikanten (p < 0,05) Unterschied zwischen den Beprobungszeitpunkten.

Nach 48 Stunden lag der Medianwert mit 8,10 T/I (Q, =7,98 / Q3 = 8,92) am niedrigsten.
Tabelle 16 im Anhang gibt den Erythrozytengehalt und den Hamoglobingehalt zu den
verschiedenen Messzeitpunkten wieder.
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4.3 Myeloperoxidase im Serum

4.3.1 Myeloperoxidase-Aktivitat

Der Anstieg der MPO-AKktivitat betrug zum Zeitpunkt N 0, direkt nach Belastung 357 % des
Ausgangsmedianwertes von 0,48 U/ml (Q =0,24 / Q3 =0,82) (im Mittel 0,56 + 0,41 U/ml).
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Abbildung 28: Die Myeloperoxidase-Aktivitidt im Serum zu verschiedenen Beprobungszeitpunkten [U/ml]
(n=20). Ein * bezeichnet einen signifikanten (p < 0,05) Unterschied zwischen den Beprobungszeitpunkten.

Der Medianwert betrug zum Zeitpunkt NO 2,17 U/ml (Q;=1,37/Q;=3,01) (im Mittel
2,42 + 1,22 U/ml). Die Zunahme der Aktivitat nach Belastung (N 0) erwies sich als statistisch
signifikant, verglichen mit allen anderen Beprobungszeitpunkten (p < 0,05).

Der Median lag nach 24 Stunden bei 0,34 U/ml (Q; =0,21/Q;=0,41) (im Mittel 0,39 + 0,26
U/ml).

Abbildung 28 gibt die MPO-Aktivitat im Serum wieder.

In Tabelle 8 im Anhang sind die Werte der MPO-Aktivitit zu den verschiedenen
Beprobungszeitpunkten angegeben.
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4.3.2 Peroxidaseaktivitat im Serum

Die eingesetzte Messmethode erlaubt neben der spezifischen Bestimmung der MPO-
Aktivitdt auch eine Berechnung der gesamten, im Serum vorhandenen, Peroxidaseaktivitat.
Durch Subtraktion der MPO-AKktivitat von der gesamten Peroxidaseaktivitat, erhalt man die
Peroxidaseaktivitat im Serum ohne MPO-Aktivitat. Die Absorptionswerte sind in Tabelle 10
im Anhang angegeben.

Der Median der Gesamtserumperoxidaseaktivitdt im Serum liegt in Ruhe bei 1,78 U/ml
(Q1=0,75/Q3=4,48) und erreicht den hochsten Wert nach der Belastung mit 4,23 U/mli
(Q1 = 2,56/Q3 = 5,19).

Nach 4 und 24 Stunden liegen die Ergebnisse bei 1,25 U/ml (Q,=0,95/Q3=1,90) bzw.
0,67 U/ml(Q1=0,44/Q3=2,56). Nach 48 Stunden erreicht der Medianwert wieder
Ausgangsniveau (1,87 U/ml; Q1 =1,65/Q;=2,11).
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Abbildung 29: Myeloperoxidase-Aktivitit und gesamte Peroxidaseaktivitat im Serum
zu den verschiedenen Beprobungszeitpunkten (n = 20).

Abbildung 29 zeigt die MPO-Aktivitat und die Peroxidaseaktivitat im Serum ohne MPO.
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4.4 Malondialdehyd

Der Gehalt an MDA im Serum stieg nach der Belastung auf im Mittel 52166 + 6796
fluorimetrische Absorptionseinheiten (RFU). Im Vergleich zu den Ruhewerten (45380 + 5098
RFU) war dieser Anstieg signifikant (p < 0,05).
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Abbildung 30: Der Gehalt an Malondialdehyd im Serum zu verschiedenen Beprobungszeitpunkten [RFU]
(n=20). Ein * bezeichnet einen signifikanten (p < 0,05) Unterschied zwischen den Beprobungszeitpunkten.

Abbildung 30 zeigt die Werte der MDA-Konzentration im Serum zu den verschiedenen
Messzeitpunkten. In Tabelle 17 im Anhang sind die Werte des MDA angegeben.
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Zwischen dem Serumgehalt an MDA und der Konzentration der Erythrozyten im Blut konnte
ein positiver Zusammenhang zu den Zeitpunkten V (r=0,56) und N 48 (r=0,56) festgestellt
werden. Die Korrelation erwies sich als statistisch signifikant (p < 0,05).
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Abbildung 31: Zusammenhang zwischen Malondialdehyd und Erythrozytenzahlen im Serum von 20
Pferden vor der Belastung.

Direkt nach Belastung, sowie vier Stunden nach Belastungsende, konnte kein statistisch

abzusichernder Zusammenhang zwischen den beiden Parametern festgestellt werden.
Abbildung 31 zeigt die Korrelation der Erythrozyten mit MDA vor der Belastung (V).
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4.5 Proteingebundene Carbonyle

Der Gehalt der proteingebundenen Carbonyle im Plasma zeigte keine signifikanten
Veranderungen. Vor Belastung lag der Median bei 40550 pmol/mg
(Q1=344,22/Q3=450,31). Nach Belastung wurde ein Median von 418,16 pmol/mg
(Qq =355,24 / Q; = 498,45) gemessen. Vier Stunden nach Ende der Belastung lag der Median
mit 390,22 pmol/mg (Q=337,62/Q;=458,87) wieder leicht unter dem Ausganswert. In
Abbildung 32 sind die proteingebundenen Carbonyle graphisch dargestellt.
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Abbildung 32: Der Gehalt der proteingebundenen Carbonyle zu verschiedenen Beprobungszeitpunkten
im Plasma [pmol/mg] (n=20).

Tabelle 18 im Anhang gibt die Werte tber den Versuchszeitraum in pmol/mg wieder.
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5 DISKUSSION

5.1 Belastungsintensitat

Es wurden verschiedene allgemeine Ansatze entwickelt, um die Ausdauerleistungsfahigkeit
bei Sportpferden einschatzen zu kénnen (Couroucé et al.,, 1999). Diese bedienen sich
beispielsweise der HF, der Belastungsdauer, des Laktatwertes und der gelaufenen
Geschwindigkeit. Ein standardisierter Belastungstest wurde in dieser Arbeit nicht
durchgeflihrt, da Trainer und Besitzer dem nicht zustimmten. Daher differieren die Eckdaten
der einzelnen Tiere. Es wurde mit den jeweiligen Trainern vereinbart, bei hoher Intensitat zu
trainieren. Die Trainingsintensitat sollte die normalen Belastungen der Tiere unter regularen
Bedingungen widerspiegeln. Da die Tiere vor dem Training nicht verbracht wurden, kénnen
stressbedingte Einfllisse, die zu einer Veranderung des Blutbildes fihren kénnen (McGowan,
2008) weitgehend ausgeschlossen werden.

Eine Einschatzung der individuellen Belastungsintensitat ist grundsatzlich schwierig und nur
mit mehreren Parametern sinnvoll. In dieser Studie wurden HF, Laktatwert, sowie
Muskelenzymveranderungen und zelluldre Veranderungen im Blutbild ausgewahlt, um eine
generelle grobe Einschatzung der systemischen Belastung des Organismus geben zu
kénnen (Tyler-McGowan et al., 1999; Couroucé, Chatard & Auvinet, 1997; Erck et al., 2007).
Die groRRen individuellen Unterschiede einiger Parameter (zum Beispiel die Aktivitat der
MPO) beruhen moglicherweise auf dem uneinheitlichen Pool an Pferden (beziglich Alter,
Geschlecht und Leistungsfahigkeit).

5.1.1 Herzfrequenz

Beim Pferd wird die maximal erreichbare HF unter Belastung mit 210-240 S/min
angegeben, und ist durch Training nicht beeinflussbar (Evans, 1985). Die maximale HF der
Traber lag im Mittel bei 208,9 £ 6,2 S/min, der Median betrug 210 S/min. Da es sich jedoch
um ein Intervalltraining handelt, wurden diese Hochstwerte nicht wahrend des gesamten
Trainings erreicht, sondern lber Zeitrdume von 60-90 Sekunden (Abbildung 14 und
Abbildung 15). Die HF eines trainierten Pferdes ist bei submaximaler Belastung signifikant
geringer, als bei untrainierten Tieren. Die in dieser Studie gemessenen HF-Werte lagen
demnach im submaximalen Bereich, erreichten jedoch wahrend der schnellen
Trainingsphasen hohe Werte (Rose & Hodgson, 1994).

Fast alle an der Untersuchung teilnehmenden Pferde zeigten im Verlauf des Trainings HF-
Werte von uber 200 S/min. Eine Belastungsintensitat die in einer HF von 200 S/min
resultiert, liegt im Bereich der Laktatakkumulation beim Traber (Wilson, Isler & Thornton,
1983), was sich mit den Laktatergebnissen deckt, die eine stattgefundene
Laktatakkumulation zeigen.
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5.1.2 Laktat

Die Laktatproduktion ist ein energieliefernder Prozess des anaeroben Muskelstoffwechsels.
Das Ausmal der Laktatbildung ist abhangig von Dauer und Intensitat der Belastung, weist
aber individuell und fithessbedingt sehr hohe Unterschiede auf (Krzywanek, Wittke & Schulz,
1972 b; Krzywanek, 1999; Krzywanek, Schulze & Wittke, 1973).

Es zeigte sich bei allen Probanden ein signifikanter Anstieg des Blutlaktatwertes nach
Belastung (p < 0,05). Die Ruhelaktatwerte (Median 0,93 mmol/l) entsprachen den in der
Literatur angegeben Referenz von <1 mmol/l beim Pferd (Gill et al., 1987). Direkt nach der
Belastung lag der Median bei 6,94 mmol/l und der mittlere Laktatwert bei 9,60 £ 6,44 mmol/I.
Die hohe Standardabweichung zeigt eine grof3e individuelle Varianz, die zum einen durch die
unvermeidbaren Fitnessunterschiede zu erklaren ist, da die Tiere nicht alle die gleiche
Leistungsklasse hatten. Aulerdem war das Training als Intervalltraining durchgefihrt, wobei
zwischen anaerober Belastungs- und aeroben Entspannungsphasen gewechselt wurde.
Zwar waren alle Pferde Uber Monate im Training und auf Renn-Niveau, jedoch von
unterschiedlicher physischer Leistungsfahigkeit, was die Laktatproduktion beeinflusst
(Krzywanek, Schulze & Wittke, 1974). Auch die Anforderungen an die einzelnen Tiere sind
im Laufe einer Rennsaison unterschiedlich. Demnach wurden einige Tiere 6fter zu Rennen
geschickt, sowie in den Rennen unterschiedlich stark belastet. Zudem nahmen flunf
verschiedene Trainer an der Untersuchung teil, was Unterschiede in der allgemeinen
Trainingsintensitat bedeutet. Das drickt sich darin aus, dass Pferde gleichen Alters bei
identischen Anforderungen (gleiche Laufdistanz und Laufgeschwindigkeiten) zum Tell
erhebliche Unterschiede im Laktatwert aufwiesen (bis 5 mmol/l). Ein Zusammenhang
zwischen Alter und Laktatwert konnte nicht festgestellt werden.

Die Trainingsbelastung lag erwartungsgemaf im anaeroben Bereich. Definitionsgemaf wird
das Uberschreiten eines Laktatwertes von 4 mmol/l als aerob/anaerobe Schwelle angesehen
(Couroucé, Chatard & Auvinet, 1997; Ferraz et al., 2008).

Da die Tiere jedoch im Mittel keine Werte aufwiesen, die in der Literatur als Maximalwerte
(nach Rennen) beschrieben wurden, lag die Belastung unterhalb einer Belastung zur
vollstandigen Erschépfung. Fir verschiedene Sportarten konnten Maximalwerte von 30 - 40
mmol/l fir das Pferd gemessen werden (Marlin et al., 1995). Die héchsten Werte wurden
nach Military-Prifungen festgestellt (Bayly, Grant & Pearsson, 1987).

5.1.3 Serumenzyme

Das zellulare Enzym CK kommt normalerweise nur in geringen Mengen extrazellular vor.
Seine Blutkonzentration erhoht sich jedoch nach zellularen Schaden (Nekrosen) am Muskel,
oder bei erhohter Durchlassigkeit der Zellmembranen, wie sie infolge starker physischer
Belastungen entsteht (Snow, Ricketts & Mason, 1983; Valberg et al., 1989).

Obwohl die untersuchten Traber mindestens zwei Tage vor Untersuchungsbeginn kein
intensives Training absolvierten, liegen die Ruhewerte der CK mit einem Medianwert von
249 U/l deutlich Gber den in der Literatur angegebenen Werten von <90 U/l (Deutsche
Veterinarmedizinische Gesellschaft, 1982). Da es sich jedoch um Tiere handelt, die
regelmaflig hoch belastet werden, ist dieser Wert wahrscheinlich bedingt durch die
regelmafigen Trainingseinheiten beziehungsweise Rennen (Flaschini & Trombetta, 2001).

Nach Belastung steigen die CK-Werte der Traber auf einen Median von 319,5 U/l (im Mittel
323,36 + 73,58 U/l), und zeigen, dass es durch die Belastung zu Zellschdden gekommen ist.
Keines der Tiere zeigte CK-Erhdhungen in Bereichen von tber 10.000 U/I, die auf eine akute
Myopathie schlieRen lassen (siehe Tabelle 19 und Tabelle 20 im Anhang fir Referenzwerte
der CK und AST). Die starkste Erhdhung zeigte sich 4 Stunden nach Belastung, mit einem
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Median von 320 U/l (im Mittel 330,86 + 71,94 U/l). Dies deckt sich mit den Ergebnissen
anderer Studien, die die hochsten Werte ebenfalls mit einigen Stunden Verzogerung
nachweisen konnten (Valberg et al., 1989; Frankiewicz-Jozko, Faff & Sieradzan-Gabelska,
1996). Nach 24 Stunden erreichten die Werte wieder Ruheniveau.

Die AST, die eine grundsatzlich langere Halbwertzeit hat, als die CK (Glitz, 1997), zeigt bei
einem Probanden schon in Ruhe einen deutlich erhéhten Wert (688 U/l). Da die CK jedoch
gleichzeitig keine Erh6hung aufwies, ist davon auszugehen, dass der hohe AST-Wert auf
einen langer zurlckliegenden Zellschaden hindeutet. Eine Leberproblematik als Ursache
wurde durch Bestimmung der GGT ausgeschlossen, da dieser Wert mit 20,6 U/l im
Referenzbereich lag. Nach Belastung zeigte die AST dieses Pferdes keine starkere
Erhéhung, als die der anderen Tiere.

Der Median der AST der Probanden in Ruhe betrug 325 U/l (im Mittel 352 + 83 U/I) und liegt
damit, wie der CK-Wert Uber den in der Literatur angegebenen Ruhewerten von 90 bis
240 U/l (Deutsche Veterinarmedizinische Gesellschaft, 1982; Schéafer, 1999). Die AST zeigt
hdchste Werte in der ersten Probe nach Belastungsende mit einem Medianwert von 361 U/I.
Der Medianwert betrug 48 Stunden nach Belastung noch 344 U/l (im Mittel 370,7 £ 114 U/).
Sommer und Kollegen (1982) fanden eine Normalisierung der AST-Aktivitdt ebenfalls erst
nach dem dritten Tag nach Belastung (Sommer, Szemes & Felbinger, 1982). Dies belegt den
dauerhaften Einfluss eines intensiven Trainings auf diesen Blutparameter.

Die LDH als nicht muskelspezifisches Enzym zeigt einen signifikanten Anstieg nach
Belastung. Auch in diesem Fall liegen die Ruhewerte leicht Uber den in der Literatur
angegebenen Referenzwerten von <400 U/l (Deutsche Veterinarmedizinische Gesellschaft,
1982). Der Mittelwert liegt in Ruhe bei 433 £ 110 U/l und erreicht nach der Belastung
491 + 112 U/l. Nach 48 Stunden sind die Ruhewerte geringgradig unterschritten (394 + 95
U/l). Dies kann als Anhaltspunkt gesehen werden, dass nicht nur Zellen der Muskulatur
geschadigt wurden, sondern auch andere Zellen durch die physische Belastung Schaden
nehmen (Belcastro et al., 1996).

Da keines der gemessenen Enzyme pathologische Veranderungen (im Sinne eines massiv
Uberschrittenen Referenzwertes (Tabelle 19 und Tabelle 20 im Anhang) nach Belastung
zeigte, kann davon ausgegangen werden, dass es nicht zu Ubermaligen Muskelschaden
durch das Training gekommen ist.

5.2 Blutbildveranderungen

In dieser Untersuchung wurden die Veranderungen der weiflden Blutzellen durch Bestimmung
der Gesammtleukozytenzahl, des Anteils neutrophiler Granulozyten, sowie durch
Veranderungen im N/L-Verhaltnis und in der Zunahme der juvenilen Granulozyten
beschrieben. Durch die Speicherung in den Granula der Neutrophilen, ist die MPO eng mit
der Kinetik dieser Zellen verbunden, konnte aber in friheren Untersuchungen nicht
grundsatzlich mit ihrer Anzahl korreliert werden (Art et al.,, 2006 b). Nach einer kurzen,
intensiven Belastung fanden Art und Kollegen keine Korrelation, die jedoch nach einer
Ausdauerbelastung sichtbar war. Art und Kollegen beziehen sich auf die
Plasmakonzentration der MPO.

Trabbelastung fur 15 Minuten auf einem schragen Laufband wurde in einer Untersuchung
von Rose und Kollegen mit erhdhten totalen Werten an Leukozyten und neutrophilen
Granulozyten assoziiert, und mit einer Abnahme der Lymphozytenzahl. Die Werte waren
schon eine Stunde nach Belastung wieder auf Ruheniveau (Rose et al., 1983).

Die vorliegende Belastung flhrte zu deutlich langer andauernden Veranderungen der
Leukozytenzahlen, die nach 48 Stunden im Mittel noch leicht oberhalb der Ausgangswerte
lagen. Es wurden bei einigen Pferde Erhéhungen oberhalb der physiologischen Grenze von
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> 10 G/I gefunden. Dies ist auf die kortisolbedingte Rekrutierung von Leukozyten bei
Belastung zurtickzufiihren und nicht als pathologischer Wert zu interpretieren (Snow, 1983).
Die neutrophilen Granulozyten wiesen nach 4 Stunden mit einem Anstieg von 32 % die
hochsten Werte und einen signifikanten Anstieg im Vergleich zum Ruhewert auf.

Das N/L-Verhaltnis zeigt vom Beprobungszeitpunkt vor Trainingsbeginn bis 4 Stunden nach
Trainingsende einen Anstieg von 1,12 auf 2,32 (im Mittel 0,23 £ 0,5 auf 2,3 £ 0,8), was einer
Erhdhung des Median um 100 % entspricht. Ex vivo lie3 sich nicht nachweisen, dass
degranulierte Leukozyten zugrunde gehen (Prasad, Chaudhary & Kalra, 1991). Die Zunahme
an stabkernigen Neutrophilen, die auf eine verstarkte Produktion bzw. Freisetzung juveniler
Zellen hindeutet, ist demzufolge eine Konsequenz aus der Migration der adulten Zellen aus
dem Blutstrom ins Gewebe und spricht flir eine zelluldre Aktivierung im Rahmen einer
Immunreaktion.

Die Aktivierung neutrophiler Granulozyten geht mit einem Anstieg ihres Sauerstoffverbrauchs
einher. Dieser Umstand hat die Produktion von ROS und die Freisetzung proteolytischer
Enzyme sowie der MPO zur Folge. Neben Veranderungen der Konzentration werden die
Leukozyten durch Belastung demnach auch in ihrem Aktivitdtszustand beeinflusst. Einige
Studien sehen nach Belastung eine erhéhte Aktivitat der Leukozyten bezogen auf die ROS-
Bildungskapazitat (Jensen-Waern et al., 1999; Donovan et al., 2007), wahrend ihre maximale
Aktivierbarkeit durch chemische Stimulation [zum Beispiel mit Phorbol Myristat Acetat
(PMA)] oft Uber einen gewissen Zeitraum (bis 72 Stunden) herabgesetzt ist (Donovan et al.,
2007; Prasad, Chaudhary & Kalra, 1991). Moderate Belastung scheint die Funktion der
Leukozyten nicht zu beeinflussen (Escribano et al., 2005).

Trainierte Pferde haben einen basal erhdhten Sauerstoffmetabolismus der sich in Folge von
akuter Belastung weiter verstarkt und zu oxidativem Stress fihren kann (Krumrych, 2009;
Escribano et al, 2005). Das antioxidative System unterliegt jedoch ebenfalls
trainingsbedingten Veranderungen (Smith & Pyne, 1997) und trainierte Individuen sind
nachweislich weniger anfallig flir oxidativen Stress (Frankiewicz-Jozko, Faff & Sieradzan-
Gabelska, 1996).

Veranderungen des N/L-Verhaltnisses sind ein weiterer Beleg flr die deutlichen Reaktionen
des weillen Blutbildes. Das N/L-Verhaltnis zeigt nach 4 Stunden eine Erhéhung des
Medianwertes um 100 %, was durch die Neutrophilie und die Abnahme der Leukozytenzahl
bedingt ist. Die deutliche Neutrophilie ist als Hauptursache zu sehen, was mit den
Ergebnissen von Wong et al. Gbereinstimmt. Sie fanden nach 6 Stunden eine Zunahme des
N/L-Verhaltnisses (von 1,8 auf 2,6) (Wong, Smith & Thong, 1992).

Eine frihere Studie von Duarte und Kollegen zeigte 1993, dass durch ein Fehlen der
Leukozyten im Gewebe langfristig (nach einer Zeitspanne von 48 Stunden) ein erhdhter
ROS-Gehalt entsteht, was die Bedeutsamkeit der aktivierten Leukozyten nach Belastung im
oxidativen Gleichgewicht belegt. Durch Hemmung der Leukozyten kam es zwar zu
geringeren Zellschaden im Gewebe, gleichzeitig wurde keinerlei Regenerationstendenz
beobachtet (Duarte et al., 1993).

Die Veranderungen im leukozytaren Blutbild der Traber deuten auf eine Aktivierung des
zellularen immunologischen Systems durch Belastung hin. Ob dies langfristig zu einer
verbesserten Infektabwehr fuhrt, oder ob primar pathologische Konsequenzen Uberwiegen
ist noch nicht abschlieliend untersucht (Nieman, 2000; Robson, Alston & Myburgh, 2003;
Chouker et al., 2005).
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5.3 Myeloperoxidase

Bezuglich der zugrunde liegenden Fragestellung dieser Studie, zeigt die MPO-Aktivitat direkt
nach Belastung die grofte Steigerung. Eine schnelle Reaktion der MPO-Aktivitat durch
Aktivierung fanden auch Franck und Kollegen (2009) in einer ex vivo Studie. Sie stellten
aufderdem einen Unterschied zwischen der MPO-Konzentration und der MPO-Aktivitat fest.
Nach Stimulation isolierter Pferdeleukozyten mit PMA wurde eine grol3e Menge MPO frei, die
jedoch zu 95 % inaktiv war. Dagegen fuhrte die Stimulation mit N-Formylmethionyl-Lencyl-
Phenylalanin (fMLP) zu einer deutlich geringeren MPO-Freisetzung, wahrend aber ein
hoherer Anteil der MPO aktiv war (Franck et al., 2009). Demnach kdénnen MPO-
Konzentrationsveranderungen und Aktivititsmessungen zu unterschiedlichen Ergebnissen
kommen.

Signifikante ~ Erhdhungen  der  MPO-Konzentration  konnten mit dem  von
Franck et al. entwickelten ELISA-Test (Franck et al., 2005) sowohl bei strangulierenden,
ischamischen Obstruktionen des Dinndarms (Grulke et al., 2008), als auch in verschiedenen
Geweben bei experimentell induzierter akuter Hufrehe festgestellt werden (Riggs et al.,
2007). Diese Resultate belegen die Aussagekraft der MPO als Marker einer Aktivierung der
Leukozyten im Rahmen einer Entzindungsreaktion. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
zeigen, dass Belastung bereits sehr schnell zu einer Aktivierung der MPO fiihren kann, was
wahrscheinlich mit der Aktivierung der Leukozyten in Verbindung steht.

Erste Untersuchungen zur MPO-Konzentration nach Belastung im Plasma beim Pferd (Art et
al., 2006 b) zeigten eine deutliche Steigerung der MPO-Konzentration im Plasma 30 min
nach Belastung. Die Studie von Art und Kollegen (2006) wurde nach Leistungswettbewerben
auf internationalem Niveau (Ausdauerritt Uber 160 km und Gelandespringpferdeprifung)
durchgefiihrt. Auch spatere Untersuchungen zeigten signifikant erhdhte MPO-Konzentration
im Plasma nach ahnlich hohen Belastungen (Lejeune et al.,, 2010; Serteyn et al., 2010).
Dabei lag die Belastung der Tiere sowohl physisch, als auch psychisch deutlich oberhalb der
dieser Studien zugrunde liegenden Trainingsbelastung auf der heimatlichen Trainingsbahn.

Die vorliegende Untersuchung sieht die MPO bei 16 der 20 Pferde vier Stunden nach
Belastung noch zum Teil deutlich erhéht (siehe Tabelle 8), verglichen mit den Ruhewerten
vor dem Training. Aufgrund der hohen individuellen Varianz ist die Erhéhung jedoch nicht
statistisch signifikant. Untersuchungen zur MPO-Konzentration im Plasma nach Belastung
beim Pferd zeigten zwei Stunden nach Belastungsende noch signifikant erhéhte Werte
(Lejeune et al., 2010; Serteyn et al., 2010). Eine Probenentnahme in kirzeren Zeitintervallen
ware hier fir zuklnftige Studien von Interesse.

Edwards und Kollegen (1987) zeigten anhand von Untersuchungen an isolierten humanen
Leukozyten, dass die Aktivitat der MPO bereits eine Minute nach Aktivierung der Zellen ihren
Maximalwert erreichte, danach aber innerhalb von wenigen Minuten rapide absank, so dass
nach 10 Minuten nur noch 5 % der gesamten Aktivitdt messbar war (Edwards, Nurcombe &
Hart, 1987).

Da es durch die korperliche Anstrengung zu einer signifikanten Zunahme der neutrophilen
Granulozyten, kommt und diese als vermehrt aktiviert angenommen werden koénnen,
kénnten zum Beispiel die Produkte des ,respiratory burst® zur Inaktivierung der MPO
beitragen (Edwards, Nurcombe & Hart, 1987). Ein anderer Mechanismus der Inaktivierung ist
der Ubergang des Enzyms in den Zustand Il (Abbildung 6), der dauerhaft zu einer
Inaktivierung flhrt und durch Reaktion mit H,O, oder Singulettsauerstoff entsteht (Edwards,
Nurcombe & Hart, 1987). Beides sind ROS, die im Rahmen des belastungsinduzierten
oxidativen Stresses entstehen. Sie konnten daher an der Inaktivierung beteiligt sein.

Klinke (2009) beschreibt in ihrer Untersuchung auRerdem eine Akkumulation der MPO im
Gefalkendothel und im subendothelialen Raum. Es ist mdglich, dass ein gewisser Teil an
MPO aus dem Blutstrom an der Gefalwand adhérent ist, oder ins Gewebe gelangt und
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somit nicht mehr im Blut messbar ist. Franck und Kollegen (2010) fanden in Muskelproben
von sieben belasteten Pferden (nach 120 km Ausdauerrennen) jedoch nur bei drei der
untersuchten Tiere deutliche MPO-Anstiege in der Muskulatur. Die anderen vier Pferde
wiesen keine erhdhten Werte auf. Die erhdhten MPO-Werte gingen mit deutlich erhdhten
CK-Gehalten im Plasma einher, was auf eine pathologische Zellschadigung schlielen Iasst.
Frihere Studien wiesen dagegen auch generell deutliche Veranderungen der MPO in
verschiedenen Geweben nach (Belcastro et al.,, 1996; Morozov et al., 2006). Da in der
vorliegenden Studie keine Gewebeproben entnommen wurden, kdnnen Uber die
Konzentration oder den Aktivierungsgrad der MPO im Gewebe keine Aussagen gemacht
werden.

Die MPO-Aktivitat zeigt (besonders direkt nach Belastung) eine relativ groRe individuelle
Varianz zwischen den Probanden. Diese Beobachtung machten auch Lejeune und Kollegen
(2010) und Serteyn und Kollegen (2010) bei MPO-Konzentrationsmessungen im Plasma. Es
ist davon auszugehen, dass sich die individuell unterschiedlich starke Entziindungsantwort
nach Belastung durch hohe Varianzen der MPO zeigt. Auch ein standardisiertes
Belastungsprotokoll wirde in diesem Fall die Varianz der Ergebnisse nicht verringern.

Die Werte der MPO-Aktivitat in dieser Untersuchung lagen zu den Zeitpunkten 24 und 48
Stunden nach der Trainingseinheit leicht (nicht signifikant) unterhalb der Ausgangswerte, die
vor der Belastung ermittelt wurden. Eine Erklarung konnte eine verminderte Aktivierbarkeit
der Leukozyten sein. Untersuchungen zur Veranderung der Leukozyten-Aktivitat beim Pferd
zeigen, dass es durchaus Uber einen Zeitraum von 24 - 48 Stunden nach einer intensiven
Belastung zu einer Beeintrachtigung der Leukozyten-Aktivitat kommt (Donovan et al., 2007).
Ein anderer Erklarungsansatz ware ein leicht erhéhter Ausgangswert durch
Aufregung/Nervositat vor der Trainingseinheit. Bei ihren Untersuchungen fanden Deby-
Dupont und Kollegen (1998) jedoch keine Veranderungen des MPO-Gehaltes im Plasma
durch Aufregung (Transport) der Tiere. Daher ist der Einfluss solcher aufteren Faktoren
fraglich. Bei der vorliegenden Untersuchung wurde zudem darauf geachtet, die
Probenentnahme vor dem Training bereits in der Box durchzufihren und den Stress fiir die
Tiere gering zu halten.

Weitere Studien zum Verhalten der MPO-Aktivitat Gber einen Zeitraum von 48 Stunden oder
langer kénnten Einblicke in das langfristige Verhalten der MPO nach Belastung geben.

Das dauerhafte Training der untersuchten Traber, spielt ebenfalls eine Rolle wenn man das
Ausmal} der Veranderung der MPO untersucht. Durch Training kommt es bekanntermalen
zu einer Verminderung der immunologischen Antwort auf einen Belastungsreiz (Krumrych,
2009). Diese Tatsache zeigte sich auch anhand von vergleichenden MPO-Messungen
trainierter und untrainierter Ratten (Morozov et al., 2006).

Bei untrainierten Pferden flhrt eine moderate und eine hohe Belastung zu einer erhéhten
Aktivitat der Phagozytose und des ,respiratory burst®, nach Stimulation der Leukozyten
ex vivo. Ein Training Uber 17 Wochen fihrte zu basal herabgesetzten Zellfunktionen und
einer geringeren Beeintrachtigung durch Belastung. Je intensiver das Trainingsregime in
dieser Zeit gewahlt wurde, desto starker sank die Aktivitat der Zellen. Als Messmethode
wurde Durchflusszytometrie und als Stimulans PMA benutzt (Raidal et al., 2000).

Eine weitere Zielsetzung dieser Studie war die Klarung der Fragestellung, ob es eine
Verbindung zwischen der MPO-Aktivitdt und Endprodukten oxidativer Schaden an Lipiden
und Proteinen gibt, die sich im Blut feststellen Iasst. Eine messbare Beteiligung der aktiven
MPQO (Uber gebildetes HOCI) an der Entstehung von oxidativen Schaden an Lipiden und
Proteinen konnte jedoch in dieser Feldstudie nicht nachgewiesen werden. Naheliegend ist
die Vermutung, dass die rasche Inaktivierung der MPO zu keiner deutlichen Produktion von
ROS geflhrt hat.
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In der vorliegenden Studie zeigt die MPO keine signifikante Korrelation mit den Parametern
fur Zellschaden (CK, AST, LDH), Laktat, oder den neutrophilen Granulozyten. Eine
Korrelation der MPO-Konzentration mit der CK wurde beim Pferd zwar nach
Ausdauerbelastung (120-160 km), nicht aber nach einer kirzeren Belastung beobachtet
(Lejeune et al., 2010; Serteyn et al., 2010).

Die Dauer der Belastung hatte auch bei den Untersuchungen von Artund Kollegen
(2006) maRgeblichen Einfluss auf den Plasmagehalt an MPO nach einem 160 km langen
Ausdauerritt. Die Konzentration von aktivierten neutrophilen Granulozyten korrelierte nur
nach dem Distanzritt mit der MPO. Nach einer kirzeren, intensiven Belastung, wie auch in
dieser Studie, konnte kein Zusammenhang zwischen MPO und dem Anstieg der
neutrophilen Granulozytenzahl festgestellt werden (Art et al., 2006 b). Es ist denkbar, dass
sich ein Zusammenhang zwischen MPO und anderen Parametern (zum Beispiel CK, MDA
oder oxidierten Proteinen) erst nach langanhaltenden Belastungen zeigt.

Nach Belastung nimmt die Peroxidaseaktivitat im Serum gegeniber den Ausgangswerten
zu. Diese Zunahme beruht hauptsachlich auf der Erhéhung der MPO. Aufderdem oxidiert
unter anderem auch H,O, O-Dianisidine und wird bekanntermalen durch Belastung
vermehrt gebildet. Verstarkend kann freiwerdendes Hamoglobin oder Myoglobin aus
Erythrozyten oder Muskelzellen wirken, da es zusammen mit H,O, zur Oxidierung von O-
Dianisidin fihren und somit die Peroxidaseaktivitat im Serum steigern kann (Wei, Hong &
Kui, 2005). Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dass Hamoglobin direkt nach
Belastung die hochsten Werte erreicht (Median 17,9 g/dl). Durch die Fahigkeit von
eisenhaltigen Proteinen wie Hamoglobin und Myoglobin oxidativen Stress zu verstarken
(Kapitel 2.3.1), liegt ein Zusammenhang zwischen H&amoglobinkonzentration und
Gesamtperoxidaseaktivitait nach Belastung nahe. Auch andere Peroxidasen (wie die
eosinophile Peroxidase) kénnten zur Veranderung der Serumperoxidaseaktivitat beitragen.

In einer aktuellen Studie gelang es Ceusters und Kollegen (2012) equine Myoblasten zu
kultivieren. Die Messung der ROS-Produktion dieser Zellen nach Anoxie und
Reoxygenierung konnte durch MPO deutlich verstarkt werden. Ein solcher Versuchsaufbau
kénnte neue Mdoglichkeiten zur Untersuchung der Auswirkungen von Belastung auf
Muskelzellen beim Pferd eréffnen.

5.4 Malondialdehyd

Die Bestimmung der Thiobarbitursaure-reaktiven-Substanzen (TBARS) gilt als einer der am
haufigsten eingesetzten Indikatoren fiir oxidative Schaden (Kanter, Lesmes & Kaminsky,
1988; Salminen & Vihko, 1983). Unter den TBARS stellt MDA den Hauptreaktionspartner der
Thiobarbitursaure dar. Malondialdehyd ist ein Endprodukt der Lipidperoxidation, das
ausschliel3lich aus mehrfach ungesattigten FS entsteht (Abbildung 13).

Die Konzentration von MDA wird als Mal} fiir die stattgefundene Lipidperoxidation eingesetzt.
Die Begriffe TBARS und MDA werden haufig synonym benutzt, obwohl die nachgewiesenen
TBARS nicht grundsatzlich mit MDA gleichzusetzen sind, da MDA nur ein moglicher
Reaktionspartner ist. Ein Radikalangriff auf Fette resultiert auRerdem nicht zwangslaufig in
der Bildung von MDA. Zudem kénnen auch andere Reaktionen aufier einem Radikalangriff
zur Bildung solcher TBARS flhren. Aufgrund des in dieser Studie vorliegenden
Studiendesigns, bei dem eine intensive korperliche Belastung zwischen zwei relativ nah
hintereinander durchgefiihrten Beprobungen stattfand, kann jedoch davon ausgegangen
werden, dass der Anstieg des MDA ein direktes Resultat der Belastung ist.
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Der signifikante Anstieg des MDA nach der Belastung (P < 0,05) weist auf das
Vorhandensein freier Radikale hin, die zu oxidativen Schaden gefuhrt haben. Durch
Untersuchungen an Ratten konnte in Gewebeproben eine Abhangigkeit der MDA-
Entstehung von der Belastungsintensitat nachgewiesen werden (Alessio, Goldfarb & Cultter,
1988). Ferner wird durch regelmaRiges Training eine Reduktion der MDA-Entstehung
erreicht (Alessio & Goldfarb, 1988). Obwohl sich die Traber alle in regelmafligem Training
befunden haben, zeigt sich eine deutliche MDA-Zunahme, die vermuten lasst, dass die akute
Belastung durch das Training zu oxidativem Stress geflihrt hat.

Auch 48 Stunden nach Ende der Belastung liegen Median und Mittelwert noch Uber dem
Ausgangsniveau, sind jedoch nicht signifikant erh6ht. Nach moderater Belastung wiesen
frihere Untersuchungen an Trabrennpferden, nach 24 Stunden ebenfalls noch einen
erhdhten Gehalt an oxidierten Lipiden nach (Kinnunen et al., 2005 b).

Ein Zusammenhang zwischen aktiver MPO und MDA konnte anhand von Einzelkorrelationen
nicht festgestellt werden. Sowohl MPO, als auch MDA zeigten jedoch nach Belastung den
héchsten Median und Mittelwert.

Die signifikante Korrelation der Erythrozyten mit den MDA Werten vor und nach der
Belastung weist dagegen auf einen Zusammenhang zwischen diesen Parametern hin, und
unterstreicht die Empfanglichkeit der Membranlipide gegeniber ROS (Koster & Slee, 1983).
Die RBB (beziehungsweise das darin enthaltene Hamoglobin) transportieren den Sauerstoff
zu den Zellen und sind daher besonders zum erbringen korperlicher Leistungen
unverzichtbar. Beim Menschen konnten kinstlich erzeugte Erhéhungen der
Hamoglobinkonzentration und Korrelationen zu Ausdauer, Geschwindigkeit und
Kraftentwicklung festgestellt werden (Calbet, Lundby & Koskolou, 2006).

Die Sensibilitdt der Erythrozyten auf belastungsinduzierte Radikale duf3ert sich in Schaden
der Plasmamembran, die zur Veranderung von Membranfluiditat und -permeabilitat fihren
(Michelson & Durosay, 1977). Durch Belastung kommt es auf’erdem zu einer erhdhten
Koérpertemperatur und einem erniedrigten Blut-pH-Wert, was die Fragilitdt der RBB erhéht
(Hanzawa et al.,, 1999). Freiwerdendes Hamoglobin aus solchermalien geschadigten
Erythrozyten, kann (genauso wie Myoglobin) aufgrund seiner Sauerstoffbindungskapazitat
selbst zur Verstarkung des oxidativen Stresses beitragen (Reeder et al., 2002).

Durch Training lassen sich beim Pferd Veranderungen der RBB feststellen, die mit der
Leistungsfahigkeit korrelieren (Persson, 1968). In Ruhe findet man jedoch eine hohe
individuelle Streuung, da die RBB grundsatzlich im Zirkulationssystem ungleich verteilt sind
und der Grad der Speicherung in der Milz variiert. Diese Speicherung kann beim Pferd bis zu
50 % des roten Blutzellvolumens betragen (Snow, 1983). Wahrend der Belastung werden
diese RBB durch Milzkontraktion frei und kénnen das Blutvolumen stark beeinflussen (Wood
& Fedde, 1997).

Die signifikante Zunahme des Medians der Erythrozytenzahlen direkt nach der Belastung
zeigt (wie auch der Anstieg des Hamatokritwertes), dass es durch die Trainingsbelastung zu
einer Milzkontraktion gekommen ist, was die Intensitat der Belastung unterstreicht. Die
Ruhewerte liegen mit einem Mittel von 9,06 £ 1,6 T/l im Referenzbereich (Deutsche
Veterinarmedizinische Gesellschaft, 1982).

5.5 Proteingebundene Carbonyle

Der Nachweis von Carbonylgruppen in oxidierten Proteinen ist eine haufig eingesetzte
Technik um oxidative Proteinschaden zu untersuchen (Davis, 1999; Davis, 1987). Dennoch
spiegelt das Auftreten dieser Gruppen eher eine globale Anderung im Protein wieder. Daher
eignet sich die Bestimmung des Carbonylierungsgrades zwar gut fur einen Vergleich von zu
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verschiedenen Zeitpunkten entnommenen Proben untereinander, Iasst sich jedoch durch die
verschiedenen Entstehungsmoglichkeiten nicht einer speziellen ROS zuordnen.

Die Entstehung von Carbonylkomponenten beruht auf einer Veranderung der
Aminosaureseitenketten und stellt daher wieder nur einen Anteil aller oxidativen Schaden
dar. Dennoch kann sie zur Einschatzung der Starke der Schadigung sinnvoll sein. Durch die
Bestimmung von 3-Chlorotyrosin lassen sich zwar die Wirkungen der MPO-generierten HOCI
spezifisch nachweisen, hatten aber keinen Uberblick (ber die Gesamtproteinschaden
gegeben. Die vielfaltigen Reaktionsmoglichkeiten von Radikalen mit verschiedenen
Proteinen, lassen eine genaue Einschatzung anhand von einem einzigen Test nicht zu
(Dean et al., 1997). Die Bildung von Carbonylen erlaubt aber einen ausreichenden Einblick,
um radikalinduzierte Schaden feststellen zu kénnen.

Obwohl diese Nachweismethode eine der am haufigsten eingesetzte Techniken ist, erfolgte
die erste Bestimmung der belastungsinduzierten Proteincarbonyle als Parameter fir
oxidative Schaden beim Pferd erst im Jahre 2005 (Kinnunen et al., 2005). Die geforderte
Belastungsintensitat sollte hierbei einer eher moderaten Belastung entsprechen und wurde
auf einem Laufband absolviert. Die Bestimmung der Proteincarbonyle erfolgte sowohl im
Plasma, als auch in Muskelproben, wobei sich zeigte, dass sowohl der Ruhegehalt, als auch
der Anstieg nach Belastung im Plasma deutlicher war, als im Gewebe. Der hdchste Wert
wurde 4 Stunden nach Ende der Belastung erreicht und war auch nach 24 Stunden noch
nicht wieder im Ruhebereich (Kinnunen et al., 2005 a).

De Moffarts et al. stellten 2006 nach einer intensiven Belastung ebenfalls Gber 24 Stunden
oxidative Schaden an Proteinen beim Pferd nach. Sie benutzten als Parameter die Bildung
von Proteinthiolen (De Moffarts et al., 2006).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen nur einen geringen Anstieg der proteingebundenen
Carbonyle durch die Belastung. Bereits nach 4 Stunden liegt der Medianwert wieder auf
Ruheniveau.

Dies kann auf einer schnellen Entfernung aus dem Blutstrom beruhen, oder an einer
geringen Bildung liegen. Auch der Trainingszustand hat Auswirkungen auf die Hohe
oxidativer Schaden. Duberstein et al. fanden nach Belastung keinen Anstieg des
Carbonylierungsgrades beim Pferd. Sie stellten jedoch fest, dass sich die Zusammensetzung
der Carbonyle durch die Belastung veranderte. Nach Belastung war kein a-Aktinin mehr
messbar (Duberstein et al., 2009).

Jenkins geht 2000 auf generelle Probleme in Bezug auf eine Messung von oxidativem Stress
ein. Das Hauptproblem ist die Instabilitdit der ROS, die in Bruchteilen von Sekunden
reagieren und nur unter Laborbedingungen verlasslich messbar sind. Zum anderen findet im
Korper eine schnelle Neutralisierung der ROS und sekundarer reaktiver Substanzen durch
ein potentes Schutzsystem statt. Dieses Schutzsystem besteht aus enzymatischen und nicht
enzymatischen sogenannten Radikalfangern und ist aufgrund seiner Vielfaltigkeit und der
schnellen Rickreaktion der Substrate nur schwer einzuschatzen. Jenkins sieht es daher als
verlasslicher an, die Endprodukte des Radikalangriffs zu bestimmen. Diese sind beweisend
fur den stattgefunden oxidativen Schaden, der allein durch eine Bestimmung von ROS nicht
belegt ware (Jenkins, 2000).
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Veranderungen der Myeloperoxidase und weiterer biochemischer und hadmatologischer
Parameter beim Traber nach Trainingsbelastung im Serum

Die vorliegende Untersuchung sollte dazu dienen einen ersten Einblick in die Veranderungen
der Myeloperoxidase (MPO)-Aktivitdt im Serum von belasteten Trabrennpferden unter
Feldbedingungen zu erhalten. Gleichzeitig wurden die Veranderungen mit dem Entstehen
von oxidativen Protein- und Lipidschaden, sowie mit dem Auftreten von zelluldaren Enzymen
im Blut, als allgemeine Zellschaden verglichen.

Hierzu wurden 5 Blutproben von 20 gesunden Trabrennpferden vor und nach einer regularen
Trainingsbelastung (5 Minuten, 4, 24 und 48 Stunden) genommen. Solche
Trainingseinheiten absolvieren die Pferde in der Regel zwei bis dreimal pro Woche. Anhand
der Blutproben wurden die Enzyme Kreatin-Kinase, Aspartat-Amino-Transferase und Laktat-
Dehydrogenase, sowie Laktat bestimmt. Aulderdem wurde jeweils ein Blutbild inklusive eines
Zellausstriches angefertigt, um Veranderungen der neutrophilen Granulozyten zu betrachten.
Als Parameter fur oxidative Zellschaden wurden Malondialdehyd (MDA) und die Zunahme an
Proteincarbonylen gemessen.

Zur Einschatzung der physischen Belastung wurde bei den 20 Pferden wahrend des
Trainings kontinuierlich Herzfrequenz und Geschwindigkeit, sowie die Tainingsdauer und die
gelaufene Distanz protokolliert.

Durch das Training kam es zu einer signifikanten Zunahme der MPO-Aktivitat von 0,48 U/
(im Mittel 0,56 + 0,41 U/ml) auf einen Medianwert von 2,17 U/l (im Mittel 2,42 + 1,22 U/ml).
Vier Stunden nach Ende des Trainings lagen die MPO-Aktivitatswerte nur noch etwa 50 %
Uber den Ruhewerten. Nach 24 und 48 Stunden lagen die Aktivitatswerte unterhalb der
Ruhewerte. Der Anstieg der Carbonyle durch das Training erwies sich nicht als statistisch
signifikant.

Die MDA-Konzentration im Serum zeigte sich im Mittel signifikant erhéht nach Belastung und
belegt das Vorhandensein oxidativer Lipidschaden. Es wurde eine positive Korrelation
zwischen dem Gehalt an MDA und Erythrozyten im Ruhezustand und nach 48 Stunden
festgestellt.

Die Veranderungen der Leukozyten und Erythrozyten nach Belastung waren genauso
signifikant, wie der Anstieg des Laktatwertes und der Serumenzyme, die belastungsbedingte
Gewebeschaden anzeigen. Es liel3 sich jedoch keine Korrelation mit der MPO-Aktivitat
feststellen. Der groRte Anstieg des MDA war zum Zeitpunkt der grofiten MPO-Aktivitat
sichtbar.

Die Zunahme der Zahl stabkerniger neutrophiler Granulozyten gegenlber den
segmentkernigen erwies sich nach 48 Stunden ebenfalls als signifikant. Dies deutet auf eine
Reaktion des zellularen Immunsystems hin.

Die Ergebnisse zeigen, dass regulares Training zu deutlichen Veranderungen der MPO im
Serum von gesunden Trabrennpferden fihrt, was ein Zeichen flr die Aktivierung des
zellularen Immunsystems ist. Gleichzeitig ist es durch die Belastung zu oxidativen Schaden
an Lipiden gekommen.

Bei dieser Untersuchung wurde eine deutliche Reaktion des zellularen Immunsystems durch
Veranderungen der MPO, sowie Erhéhung der totalen Leukozytenzahl und anschlieRender
Erhéhung der stabkernigen neutrophilen Granulozyten sichtbar.

In zuklnftigen Studien ware eine Messung in kiirzeren Zeitintervallen nach Belastung, sowie
Vergleiche zwischen Aktivitat und Konzentration der MPO von Interesse.
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7 SUMMARY

Serum alterations of Myeloperoxidase and other biochemical and hematological parameter of
standardbred trotters after training exercise

The present study was performed to observe alterations in myeloperoxidase (MPO)-activity
in serum samples obtained from exercised Standardbred trotters under field conditions.
Results were compared with parameters for oxidative damages to proteins and lipids as well
as with the increase in cellular enzymes as marker of general tissue damage.

For this reason, 5 blood samples from 20 healthy Standardbred trotters were taken prior and
following (5 minutes, 4 hours, 24 hours and 48 hours) a regular training exercise, normally
performed twice a week.

The alterations in serum enzymes creatine kinase, aspartate aminotransferase, lactate
dehydrogenase and lactate were measured. In addition, red and white blood cell counts and
differentials were determined to observe changes in the subpopulations of neutrophil
granulocytes. As parameter for oxidative damage, malondialdehyde (MDA) and carbonylated
proteins were determined.

To assess exercise intensity, we recorded continuously heart rate, speed, as well as duration
and covered distance for each of the 20 horses.

Exercise resulted in a significant increase in MPO-activity from a median value of 0.48 U/
(mean of 0.56 + 0.41 U/ml) to 2.17 U/l (mean 2.42 £ 1.22 U/ml). Four hours after termination
of training, MPO-activity was only about 50 % above resting values. After 24 and 48 hours
MPO-activity was under pre-exercise level. The exercise induced increase of carbonylated
proteins was slight and not significant.

Mean MDA-concentration in serum was significantly increased after exercise, showing
oxidative damage in lipids. A positive correlation was seen between erythrocyte count and
MDA at rest and after 48 hours.

Alterations in leukocyte and erythrocyte numbers were significant after exercise, as were
those of lactate and serum enzymes, indicating tissue damage, but no correlation with MPO-
activity. However, MDA showed highest values at the same time as MPO-activity.

Increase of juvenile neutrophils was also significant after 48 hours, indicating an activated
cellular immune system.

Results demonstrate that regular training exercise leads to considerable alterations in MPO
activity in serum of healthy trotters as a result for cellular immunologic reactions as well.
Simultaneously, exercise induced oxidative stress occurred in lipids.

We found a considerable reaction of the cellular immune system by changes of MPO,
increase in total neutrophils and subsequent rise of juvenile neutrophils.

For further studies it would be of special interest, to observe alterations in MPO-activity in

smaller time intervals after exercise as well as comparisons between MPO-activity and
concentration.
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9 ANHANG

Tabelle 7: Werte der Laktatkonzentration

im Blut Giber einen Zeitraum von 48 Stunden nach Trainingsbelastung beim Traber (n=20) in

[mmol/l].

Pferd (Nr.) \ NO N4 N 24 N 48
1 0,94 2,89 1,45 0,70 0,78
2 1,02 3,10 0,99 0,74 0,76
3 0,90 5,66 1,55 0,99 0,80
4 0,94 5,32 2,00 1,03 0,98
5 1,01 4,85 1,68 1,00 1,01
6 0,90 5,52 1,50 1,01 0,92
7 0,81 4,78 0,93 0,90 0,90
8 0,92 15,90 2,71 0,89 0,88
9 0,97 20,60 1,59 0,87 0,98
10 0,96 5,68 1,01 0,98 0,99
11 0,80 12,60 1,59 0,96 1,02
12 0,78 12,20 1,14 0,95 0,90
13 0,94 8,20 1,45 0,96 0,93
14 0,95 17,40 2,28 0,89 0,90
15 0,92 8,89 1,49 0,95 0,78
16 0,93 4,73 1,27 0,79 0,81
17 0,98 25,90 1,43 0,94 0,92
18 1,04 9,45 1,26 0,99 1,02
19 0,70 14,30 2,01 0,80 0,90
20 0,91 3,38 1,29 0,77 0,96
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Tabelle 8: Werte der Myeloperoxidase-Aktivitat

im Serum uber einen Zeitraum von 48 Stunden (n=20) in [U/ml].

Pferd (Nr.) Vv N 0 N 4 N 24 N 48
1 0,16 1,40 1,02 0,31 0,31
2 0,15 1,36 0,73 0,09 0,67
3 0,55 2,96 1,00 0,42 1,03
4 0,71 1,23 0,82 0,15 0,36
5 0,65 1,89 1,20 0,33 0,65
6 0,25 4,83 0,40 0,31 0,22
7 0,40 2,36 0,56 0,18 0,82
8 0,85 2,20 1,29 0,16 0,27
9 0,39 2,31 1,31 0,38 0,20
10 0,42 1,79 0,62 1,34 0,13
11 0,87 1,22 0,51 0,31 0,13
12 0,41 1,89 0,78 0,33 0,31
13 0,53 3,03 0,24 0,58 0,13
14 0,62 5,68 0,83 0,38 0,36
15 0,09 1,36 0,73 0,38 0,27
16 0,24 3,52 0,53 0,34 0,76
17 0,13 1,18 0,62 0,38 0,13
18 1,67 2,14 0,31 0,83 0,47
19 1,27 2,65 2,09 0,82 0,31
20 0,93 3,41 0,49 0,18 0,25
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v NO N4 N 24 N 48
Pferd Nr.| i (u1)| ASAT (/1) LDH (/i) CK u/t) | ASAT [u/1) LDH {u/1)] ci (u/) | ASAT (U/1)| LDH (u/Df ek (u/1) {ASAT (u/f{ LDH (U €K (U1 |ASAT (u/h| LDH (/)
1 | 182 2 | 3931|197 30 | 474 86| 335 | 453 190 | 326 | 304 18| 300 | 3007
2 | 67| 30 | 25| w7 320 |88 25| 3 | 473|219 3@ | 4511 183 | 33 | 3007
3 | 66| 33 | o | 4| 8 |ewe| 37| 3 |2 3| 7 | %8s | 35| | | 4ml
4 | 23| 293 | a4 | Wo| 0 |41 27| 23 | #E7| 27| 86 | 3193 | 209 | 280 | 3093
5 | 24| 318 | S8L7| 49| 30 | 5956 | 25| 36 | 555 [ 234 | 319 | 425 | 235 | 38 | 4207
6 | 03| 37 |67 | 44| 3 |69 480 | 33 | 622|387 | 37 | %813 | 34| 30 | 5684
7 | msa | o3 | a2 oza | e | ama| ase | 3 | A2 278 | 39 | 4683 | 240 | 7 | 3373
8 | 26| 30 |34 45| w0 |4s7| 6| 3 |42 3| 3 | BLE| 25| I | 309
9 | 2| 3 |60 | M6 | 30 | 7083 414 | 3|0 | 708 | 32| M3 | 6865 | 280 | UL | 5825
10 | 202 20 | 4036 389 | 459 | 544 | 06 | w9 | 437 29| @ | 4ns| 28| 27 | 4009
1 |27 1 | 3| 83| 33 | @61 08| 35 | 406 [ 51| 34 | 04| 235 | 0 | 3095
2 | 24| 27 |34 B4 33 | 5o us| 3 | 47| 27| 0 | 405 218 0 | 4208
B | 193] 302 | 39| 26| 36 | M4| 26| 3/ | w04 25| 3 | W5 00| B’ | B
1 |29 25 | 401|283 M9 | 42| | o} | a4 3| 3 | 485 3L 3w | 4314
5 22| 3 | 221305 % | 6| w6 | W o|3ea| 0| w | w3 0| W0 | 28
6 | 29| a8 | 5179 27| 437 | 6054 | 25| w3 | st [ 20| 30 | 06| 23| 47 | 4874
7 | 04| 0 | 503 | 03| 38 | ST3E| 461 | 37 | sMp| 38| 3w [ ss7| 3| 30 | s1e
18 | 260 | 383 | M8 | 4| 403 |43 28| 3w |42 6| 3 | 32| 20| 43 | s
9 | 327 670 | 5090 384 | 754 | 547 | 35| 6036 | 4816 | 265 | 682 | 403 | 248 | 806 | 4823
0 | 2| 30 | /01| w7 . | w5 w0 W | W2 23| }7 | WIE| | W | /U0

Tabelle 9: Werte der Serumenzyme

Kreatin-Kinase, Aspartat-Amino-Transferase und Laktat-Dehydrogenase
iber einen Zeitraum von 48 Stunden Trainingsbelastung beim Traber (n=20).
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Tabelle 10: Werte der Aktivitiat der Peroxidasen im Serum
Mittelwerte * Standardabweichung, und Median. Ergebnisse stellen die Absorptionswerte bei 405
nm dar. (n = 20).

PeroxidaseaKtivitét Peroxi(j::;rlltt?vitét in
(ohne MPOQO) in U/l U/l
Vv Mittelwert + Standardabweichung 2,64 £ 3,31 3,33+ 3,77
Median 1,45 1,78
N O Mittelwert + Standardabweichung 2,54 + 2,87 4,73 + 3,70
Median 2,27 4,23
N 4 Mittelwert + Standardabweichung 0,74 £ 0,63 1,54 + 0,87
Median 0,53 1,25
N 24 Mittelwert + Standardabweichung 1,53 + 2,45 1,94 + 2,54
Median 0,33 0,67
N 48 Mittelwert + Standardabweichung 1,65+ 0,42 2,04 £ 0,63
Median 1,56 1,87
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Tabelle 11: Werte der Leukozytenzahl und der neutrophilen Granulozyten

im Serum uber einen Zeitraum von 48 Stunden (n=20) in [G/I].

Leukozyten

Pferd Nr. ' NO N 4 N 24 N 48
1 5,86 6,07 9,54 6,30 6,84
2 6,34 8,17 9,48 7,93 6,35
3 9,03 10,40 10,30 8,10 6,40
4 713 7,96 8,36 7,49 8,19
5 6,08 7,15 8,11 8,07 7,14
6 6,65 8,30 9,86 7,97 6,97
7 7,22 8,01 10,94 8,52 8,51
8 6,24 6,26 8,55 4,89 5,74
9 7,60 8,87 11,10 7,70 7,30
10 6,55 7,98 13,41 10,01 8,80
11 7,60 10,32 8,50 7,94 7,59
12 6,55 7,82 10,20 7,97 6,30
13 7,57 9,19 9,45 7,80 7,70
14 7,93 8,70 10,64 8,34 8,43
15 5,85 6,47 8,83 6,62 6,48
16 7,51 7,33 8,82 8,77 8,89
17 8,55 8,91 7,70 6,43 6,84
18 7,15 8,98 8,99 8,82 6,89
19 4,96 6,64 8,57 6,20 5,08
20 6,86 7,56 7,85 10,87 7,38
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Fortsetzung Tabelle 11: Werte der Leukozytenzahl und der neutrophilen Granulozyten

Neutrophile Granulozyten

Pferd Nr. v N O N 4 N 24 N 48
1 3,48 3,90 7,22 4,06 4,12
2 3,03 3,19 4,99 4,19 3,25
3 3,99 4,53 6,80 3,47 3,82
4 3,54 3,36 5,66 3,97 3,80
5 3,21 3,55 5,52 4,68 3,82
6 3,07 3,24 6,45 4,22 3,39
7 3,34 3,68 7,39 4,76 4,03
8 3,15 3,90 4,20 1,90 2,84
9 3,88 4,40 5,40 3,50 3,39
10 3,06 4,98 5,99 4,34 3,82
11 3,52 3,34 4,95 4,01 4,65
12 2,95 3,76 6,23 4,16 4,03
13 3,80 3,53 4,40 3,16 4,50
14 4,49 5,60 7,47 4,81 4,65
15 3,44 3,47 6,30 3,67 3,82
16 4,45 4,72 3,64 5,09 5,22
17 5,51 6,50 5,35 3,75 3,62
18 3,65 3,22 6,42 4,79 3,83
19 2,31 3,11 5,92 3,23 2,11

20 3,48 2,50 4,66 7,98 3,92
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Pferd Nr. 1 2 3 4

L5 1]
o
-
]
-
]
TEF
—
¥
—
sy

12 1 1 15 16 m

Lymphoz yten 88 2| 448 [ 30 22 | 29 °ld 440 | 32 P4 D o3| 2% (20| 248 | 282 2.0

v Monozyen 3 2 02 0, 0¥ oL 4 (020 023 | 02 25 B 02 2|03 03 | 00 0,34
Eosinophile Grnulozyten | 016 | 015 | 025 | 0, 0,15 5 4 5024 [ 013 ] 0.3 o 02 0,14 0.13
Basomile Granukeyten | 001 | 002 | 003 | 00% 0,03 | 0 2 2] 0 00| 0 0,02 0,01

Fferd Nr. 1 2 3 4 5 6 T B 9 nm 1 172 1 1 15 16 m

Lymphoz yten 161 | 437 | B 43 3B 4M | 4e |18 g 344 epd [ 3EZ | 412 ) 3T (241 IM | 242
MO Monozyen 00 | 009 | 006 [ 00 0.5 : 14 5013 (03| 020 | 028 02 A R 0.3
Eosinophile Genulozyten| 022 | 015 | 02 0 0.1 4 12 41 035 (015 012 4 ¥ | 02 0,06

Basomhile Granukeyten | 004 | 002 | 003 | 004 [ 000 | 002 | 000 001 ) 002

Fferd Nr. 1 2 3

[ )
:_:l:-lh-.
o
poc
b |
axE
[FEN BTN - )
-
(=]
= e =1
o = =] =
.
-t
(=]
-
oy
-t
sy
-
&
-
o
| =5 | ==

Lymphoz yten 2T | BE 21 | Zed | 204 |2 4 3 I e B T R IR R Bl | 18

N4 Monozyen DA 0| 04D 20| 04T | D48 | 039 SN IR 5 (040 04 4
Eosinophile Grnulozyten| 012 | 010 | 022 | 015 4 e o a 0 0,14 i 2| 008 0 0,05
Basophile Granukeyten | 001 | 001 | O | O 00 0 003 [0 002 0,0 01 | 0 0,0
Fferd Nr. 1 2 3 4 5 6 T B 9 nm 1 172 1 1 15 16 m

Lymphoz yten B | 3% | 474 [ 307 | 2% | 306 | 34 O B I S S L L . 24

N24 Monozyen 0,23 : 02 0,35 FEN (02| 02 (03| 027 (07| 08 d 1022 0F 0,21
Eosinophile Grnulozyten | 0,14 | 010 | 02 0,00 015 5 2 012 | 01 1023 0 z 02 0,05
Basophile Granukeyten | 001 | 001 | 00 | OO 0,02 | Q2 2|00 0 01| 002 | 00
Pferd Nr. 1 2 ] 4 5 6 T B 9 nm 1 17 1 1 15 16 m

Lymphoz yten 220 | 282 BA | 3R IE | I 4 [2ee | 270 |3 PRSIV DA e (N I 250

NS Monozyen 027 [ O | 047 [ 029 | 02 AT 5 020 1 0 LN IR IR P R 0,54
Eosinophile Genulozyten | 014 | 013 | 012 | O, i i 12 21 021 |02 2 1 0.13 02 0,08
Basophile Granukeyten | 001 | 002 | 002 | OO I 02 001 |0 I A 01| 02 | 00

Tabelle 12: Werte der Lymphozyten, Monozyten, eosinophilen und basophilen Granulozyten
im Serum Uiber einen Zeitraum von 48 Stunden (n=20) in [G/I].

95



Anhang

Tabelle 13: Verhaltnis neutrophiler Granulozyten zu Lymphozyten
liber einen Zeitraum von 48 Stunden (n=20).

Pferd NI Vv NO N 4 N 24 N 48
1 1,85 2,42 4,15 2,18 1,80
2 0,97 0,73 2,20 1,25 1,11
3 0,89 0,53 1,24 0,73 1,16
4 1,11 0,78 2,54 1,29 0,96
5 1,34 1,15 2,60 1,58 1,32
6 1,05 0,75 2,44 1,38 1,15
7 0,99 0,91 2,51 1,39 1,05
8 1,15 1,32 2,07 1,03 1,07
9 0,86 0,66 1,28 0,98 1,26
10 0,95 1,45 1,88 1,36 1,27
11 0,97 0,50 1,62 1,15 1,56
12 0,89 1,04 1,95 1,21 1,36
13 1,21 0,86 1,27 0,95 1,41
14 1,52 1,50 2,98 1,57 1,44
15 1,69 1,44 3,42 1,40 1,65
16 1,79 1,62 2,18 1,77 1,93
17 1,95 2,69 2,94 1,56 1,40
18 1,12 1,17 2,94 1,44 1,42
19 1,00 0,98 2,82 1,18 0,75

20 1,22 1,15 1,63 3,93 1,26
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Tabelle 14: Verhaltnis stabkerniger zu segmentkernigen Granulozyten

im Serum liber einen Zeitraum von 48 Stunden (n=20).

Pferd Nr. V N O N 4 N 24 N 48
1 0,22 0,09 0,22 0,25 0,40
2 0,35 0,16 0,14 0,17 0,39
& 0,25 0,10 0,38 0,52 0,29
4 0,17 0,13 0,25 0,22 0,31
5 0,09 0,11 0,19 0,13 0,16
6 0,24 0,17 0,31 0,26 0,61
7 0,10 0,21 0,20 0,23 0,20
8 0,00 0,36 0,50 0,27 0,44
g 0,13 0,21 0,26 0,21 0,26
10 0,20 0,15 0,26 0,33 0,50
11 0,10 0,20 0,30 0,40 0,30
12 0,20 0,11 0,19 0,30 0,25
13 0,38 0,20 0,41 0,44 0,29
14 0,12 0,11 0,16 0,25 0,33
15 0,10 0,13 0,12 0,29 0,32
16 0,16 0,24 0,14 0,07 0,32
17 0,15 0,13 0,36 0,23 0,74
18 0,16 0,14 0,09 0,34 0,34
19 0,19 0,11 0,29 0,38 0,32

20 0,14 0,09 0,14 0,27 0,15

Tabelle 15: Werte von Gesamteiweill und Hamatokrit
liber einen Zeitraum von 48 Stunden nach Trainingsbelastung beim Traber (n=20) in [%].

Pferd Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 1516 17 18 19 20

v Gesamteiweil [mag/ml] |50|53[47|54[46(53|42(47|50| 56|77 |52[50|45| 45|50 |57 |43 |45| 55
Hamatok it [%6] 3738354538334 |37 (36(34) 31(32(35|34|35| 33358 | 33138(39) 45
Pferd Nr. 1 2 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20

NO Gesamteiweil [mg/ml] |53 |46[53|69[52(44 |58(48]|55|48(46)|48[53|54| 49|60 |59|51|51| 55
Hamatokrit [%6] 431453549147 (47 |45(45]35) 35(39(309/41 45/ 47 (40 [45149/451 49
Pferd Nr. 1 2 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

N4 Gesamteiweil [mg/ml] |[50|54[58|55[51(55|56(49|53| 52|56 |47 (52|51| 53|60 |64|44|43| 43
Hamatokrit [%a] 411353440 37|35 42|34 |37 33|33 35|37 36| 30|30 | 35)142|42) 35
Pferd Nr. 1 2 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

N 24 Gesamteiweil [ma/ml] [45142(59]51[46(41|43(48|60| 4656 |46(46|45| 475551454348
Hamatokrit [%a] 34133|34|35| 38|35 35|35|35) 34|34 |31 |34| 36| 32|35 |35|45(341 43
Pferd Nr. 2 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20

N 48 Gesamteiweil [ma/ml] |52 |55(52]41[47(45149(48]145| 48[54 148(49]45|51(45|79(41(45]49
Hamatokrit [%6] 35]35|33|35|38(35(36(33 (34| 38[33 34 (35[ 37| 35[37|35)40[35| 41
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Tabelle 16: Werte von Erythrozyten und Hamoglobin
liber einen Zeitraum von 48 Stunden nach Trainingsbelastung beim Traber (n=20).
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Tabelle 17: Werte der Malondialdehyd-Konzentration
im Serum uber einen Zeitraum von 48 Stunden nach Trainingsbelastung beim Traber
(n=20) in [RFU].

Prerd Nr. Vv NO N 4 N 24 N 48
1 45822,50 57958,00 46239,50 32453,50 32481,00
2 44610,50 43564,50 38443,50 41062,00 37459,50
3 52621,50 63531,50 58901,00 59201,00 64242,00
4 48530,00 54831,00 53144,00 47674,50 45084,00
5 44970,50 51151,50 47325,00 48635,00 50065,50
6 44839,50 57428,00 55486,50 61521,00 58990,50
7 46911,50 58466,00 45462,50 52524,50 51525,00
8 39547,50 39206,50 42453,00 46333,50 31484,50
9 46163,50 49253,50 45522,50 51593,00 51976,00
10 48200,00 51021,00 47398,00 38982,50 43187,00
11 38749,50 56112,50 52607,50 48029,00 43892,50
12 40337,50 45289,50 50934,00 52873,50 46063,50
13 48698,50 54095,00 49893,50 50487,00 50279,50
14 43078,00 44040,00 44802,50 46757,00 41951,50
15 36101,00 44354,00 44834,50 40731,00 38029,50
16 52656,50 59204,00 55121,50 63330,50 60041,00
17 51604,00 58749,50 49805,00 49662,00 44422,50
18 46911,50 58496,00 54462,50 52524,50 51525,00
19 36101,00 44354,00 44834,50 49731,00 45060,50

20 51151,50 52217,00 48635,50 53565,50 52420,00
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im Plasma liber einen Zeitraum von 48 Stunden nach Trainingsbelastung beim Traber

Tabelle 18: Werte der proteingebundenen Carbonyle

(n=20) in [pmol/mg].

Pferd Nr. Y NO N 4 N 24 N 48
1 475,46 498,89 459,60 519,14 490,55
2 423,37 516,04 464,62 486,70 497,95
3 299,59 351,65 322,00 293,87 305,84
4 456,44 426,20 456,67 439,28 422,28
5 431,92 420,72 393,23 422,92 415,63
6 479,42 497,14 473,18 410,04 506,48
7 369,20 415,59 379,69 399,20 404,93
8 345,12 364,58 404,87 407,45 393,49
9 343,92 352,13 337,48 290,85 296,03
10 326,35 284,09 370,24 315,50 344,59
11 311,94 420,93 347,88 351,73 385,21
12 377,00 340,20 337,34 318,04 306,61
13 335,61 341,53 336,63 400,99 327,28
14 350,49 381,56 270,54 331,34 343,33
15 550,59 428,05 427,32 476,76 469,06
16 400,76 386,07 387,21 389,81 464,43
17 410,25 378,04 338,04 374,33 399,99
18 417,90 499,54 447,23 389,69 307,20
19 422,43 518,27 602,24 560,55 454,25

20 523,90 581,47 492,79 464,49 461,62

Tabelle 20: Referenzbereiche der Aspartat-Amino-Transferase beim Pferd

Tabelle 19: Referenzbereiche der Kreatin-Kinase beim Pferd

Literaturquelle

Referenzbereich CK (U/l)

Deutsche

Veterinarmedizinische <90
Gesellschaft (1982)
(Valberg, et al., 1994) 10-350
(Schéafer, 1999) <220
(Sloet & Goering, 2000) 75-160

Literaturquelle

Referenzbereich AST (U/l)

Deutsche Veterindrmedizinische

Gesellschaft (1982) <30

(Valberg, Jonsson, Lindholm, & <552
Holmgren, 1993)

(Schafer, 1999) <220
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