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1 Einleitung

Seit Jahrtausenden werden Maultiere und Pferde als Tragtiere, vor allem in vielen
ariden warmen Léandern, genutzt (Legel, 1993). Maultiere kombinieren die vom
Menschen gewiinschten Eigenschaften von Pferden und Eseln. Bis heute hat die
Aktualitit dieser spezifischen Nutzung angehalten.

Ob zivil, zur Begleitung von Expeditionen oder Bewirtschaftung von ganzen
gebirgigen Regionen oder militdrisch, zur Versorgung und Unterstiitzung von
Kampftruppen in schwer zuginglichem Geldnde. Hiermit ist immer auch ein
Aufenthalt in hohen Gebirgsregionen vergesellschaftet.

Die korperlichen Anstrengungen, die dabei von den Tragtieren erbracht werden
miissen, sind enorm, wenn man bedenkt, dass beispielsweise die Maultiere der
Bundeswehr mit bis zu 160 kg Gewicht belastet werden konnen. Dies entspricht etwa
1/3 der eigenen Korpermasse. Dazu kommen verschiedene Anpassungsmechanismen
des Organismus auf die sich #dndernden physikalischen Gegebenheiten mit
zunehmender Hoéhe. Die Entstehung von den Organismus schidigenden
Sauerstoffradikalen ist zusétzlich zur physischen Belastung (Kirschvink und Lekeux,
2002) durch die Hohenexposition gesteigert (Askew, 2002).

Es gibt zahlreiche Untersuchungen tiber die Wirkung von korperlicher Belastung und
Trainingseffekten unter hypoxischen Bedingungen beim Menschen (Boning, 1997;
Rodriguez et al., 1999; Rodriguez et al., 2000; Ge et al., 2002). Haufig wurde auch die
oxidative Belastung und der antioxidative Status bestimmt (Palazetti et al., 2004).

Maultiere und Haflinger sind im Hinblick auf einen moglichen oxidativen Stress,
sowohl in Meereshohe, als auch im Gebirge, bisher nicht untersucht worden.
Untersuchungen im Zusammenhang von korperlicher Leistungsfiahigkeit und
Entstehung von oxidativem Stress unter hypoxischen Bedingungen bei Maultieren
und Pferden sind nicht existent.

Mit Hilfe der Studie soll untersuchen werden, welche konkreten Auswirkungen ein
Hypoxietraining auf den antioxidativen Status hat, ob und wie hoch der entstehende
oxidative Stress ist und wie sich ein Hohenaufenthalt auf die korperliche
Leistungsfahigkeit von Haflingern auswirkt.



2 Literaturiubersicht

2.1 Sauerstoffbindungskapazitiit im Blut

Der durch die Kapillarwand in die Kapillaren diffundierende Sauerstoff wird
physikalisch gelost und in den Erythrozyten transportiert. Dort wird Sauerstoff an das
zweiwertige Eisen des Haimoglobinmolekiils angelagert und das Himoglobin dadurch
oxygeniert. 1g Himoglobin kann etwa 1,3 ml Sauerstoff binden. Von 100 ml Blut, das
im Mittel 15 g Hédmoglobin enthilt, konnen somit maximal 19,5 ml O, chemisch
gebunden werden. Das Blut weist dann eine 100 % Sattigung mit O, auf. Zusétzlich
werden noch 0,3 ml O,/100 ml Blut physikalisch gelost. Das O,-Bindungsvermogen
hiangt im wesentlichen vom O,-Partialdruck ab. Mit steigendem O,-Partialdruck
enthilt das Blut mehr O,, d. h. einen groBeren Prozentsatz Oxyhdmoglobin (Eckert,
2002).

Die O,-Bindungskurve weist, bedingt durch einen allosterischen Effekt nach
Oxygenierung von nur einer Kette des 4-kettigen Hamoglobins, einen S-formigen
Verlauf auf. Die prozentuale Sauerstoffsittigung betrdgt bei dem normalerweise im
arteriellen Blut vorhandenen O,-Partialdruck von 13 kPa nahezu 100%. Bei diesem
hohen pO, verlduft die O,-Bindungskurve fast horizontal (Schmidt und Thews, 1995).
Folglich fiihren relativ groBe Abnahmen des pO,, beispielsweise auf 6,7 kPa, was
einem Wert in 4200 m Hohe entspricht, zu einer Verringerung der Sauerstoffsittigung
um lediglich 20%.

Durch steigenden CO,-Partialdruck, steigende Wasserstoffionenkonzentration und
hohere Temperaturen kann die Bindungskurve nach rechts verlagert werden, d. h. bei
gleicher O,-Partialdruckdifferenz zwischen arteriellem Teil der Kapillare und dem
Gewebe kann aufgrund erniedrigter Affinitit mehr Sauerstoff an das Gewebe
abgegeben werden. Da bei Muskelarbeit vermehrt CO, anfillt, durch die
Laktatbildung die Wasserstoffionenkonzentration steigt und sich auch die
Bluttemperatur erhoht, kann bei korperlicher Arbeit der Muskulatur eine groflere
Menge O, zur Verfiigung gestellt werden.



2.2 Anpassungsmechanismen des Organismus in der Hohe

In der Hohe ist der Organismus verdnderten physikalischen Gegebenheiten ausgesetzt.
So dndern sich mit zunehmender Hohe Luftdruck, Sauerstoffpartialdruck, Luftdichte,
Wasserdampfdruck der Luft, Strahlungsintensitét und die Umgebungstemperatur. Um
weiterhin, auch bei Erniedrigung des Sauerstoffpartialdruckes der Einatmungsluft, die
ausreichende Versorgung mit geniigend Sauerstoff sicherzustellen und der
Gewebshypoxie infolge sinkenden Sauerstoffdruckes 1im arteriellen Blut
entgegenzuwirken, mufl vermehrt Atemluft zugefiihrt werden, was durch ein erhdhtes
Atemminutenvolumen erzielt wird. Parallel wird das Herzminutenvolumen gesteigert.

Durch den erniedrigten arteriellen Sauerstoffdruck werden Chemorezeptoren im
Bereich der A. Carotis gereizt, die iliber das Atemzentrum eine Zunahme des
Atemminutenvolumens veranlassen. Der sich einstellende Hyperventilationseffekt
verbessert die in der Hohe verschlechterten Aufnahmebedingungen fiir das durch die
Lungenkapillarwinde stromende Blut wieder, ohne jedoch Werte in Meereshohe
erreichen zu konnen. In 4000 m Hohe betrdgt die Sauerstoffséttigung des arteriellen
Blutes nur noch etwa 80% gegeniiber knapp 100% in Meereshdhe.

Die sekundér entstehende, respiratorische Alkalose wird iiber vermehrte renale
Ausscheidung von Bikarbonat kompensiert, wodurch aber auch die Pufferkapazitit
des Blutes vermindert wird (de Marees, 1981).

Schon kurze Aufenthalte unter Hypoxie, wie beispielsweise der Schlaf unter
hypoxischen = Bedingungen, filhren zu einer geringen Zunahme der
Héamoglobinkonzentration (Schmidt, 2002).

Im Bestreben, die verschiedenen Effekte des Hohenaufenthaltes besser zu
charakterisieren, finden seit Beginn der neunziger Jahre Experimente statt, in denen
Teilkomponenten der Hohenantwort des Organismus untersucht werden. Dabei hat
eine wesentliche Erkenntnis aus der Grundlagenforschung der Applikationsforschung
eine klare Richtung gegeben. Die Produktion von Erythropoietin in Nierenzellen
wurde als kausale Antwort dieser Zellen auf Hypoxie, neben der Expression von
Genen des vascular endotelial growth Faktor (VEGF), (Goldberg und Schneider,
1994) glycolytischer Enzyme (Semenza et al., 1994), und erhohter Produktion von
mRNAs Myoglobin codierend (Hoppeler, 2001), charakterisiert. Dabei nimmt ein
zelluldrer Sauerstoffsensor die Hypoxie wahr und induziert die Produktion eines
Transkriptionsfaktors. Dieser Hypoxia Inducible Factor 1 (HIF 1) steuert die erhohte
Synthese des Erythropoietins (Semenza, 2000). Interessanterweise verfiigen alle in
diesem Zusammenhang untersuchten Zellen des Korpers iiber Sauerstoffsensoren und
das HIF 1-System, so auch die Skelettmuskulatur (Wiener et al. 1996). In Anbetracht
der Wichtigkeit des Sauerstoffs fiir den Metabolismus aller Zellen im komplexen
Organismus scheint dies nicht weiter verwunderlich. Vogt et al. (1999) studierten
dieses System in der Muskelzelle und konnten dabei zeigen, dass die Muskelzelle,
unabhingig von der Trainingsintensitét, wahrnimmt, ob ein Training in Hypoxie oder
Normoxie stattfindet. Dies wiirde die Durchfithrung eines Hypoxietrainings zur
Leistungssteigerung unterstreichen. Training unter geringem atmosphérischem Druck
ist zur Leistungssteigerung geeignet, da es einen Hypoxiestatus verursacht, der die O,
Transportkapazitit verstirkt (Kuno et al., 1994) und ein Stimulus fiir die EPO-
Synthese sein mag (Fisher, 1988). Nur bei Training in Hypoxie findet ndmlich eine



erhohte Transkription von mRNA fiir die regulativ aktive Untereinheit von HIF 1 statt
(Vogt, 1999). Die direkten Konsequenzen einer HIF 1-Aufregulierung auf
molekularer Ebene sind derzeit noch nicht detailliert geklart. Hinweise gibt es jedoch
aus Untersuchungen an HIF 1-defizitdren Méusen, bei welchen der Mangel an HIF 1-
Protein zu einer verzogerten Zunahme des Hamatokrits, der Hypertrophie des Herzens
sowie des Korpergewichts in Hypoxie flihrte (Yu et al. 1999). Levine und Stray-
Gundersen (2001) laufen hier konform mit der Aussage, dass die Effekte des
Hypoxietrainings eher durch die Aklimatisationsvorgidnge verursacht sind, als durch
das Training unter hohenklimatischen Bedingungen.

Dauert die Hohenexposition langer an und es entsteht ein ldngerfristiger
Sauerstoffmangel im Gewebe, wird vermehrt, hauptsichlich von der Niere (etwa
90%) aber auch der Leber (etwa 10%), Erythropoetin gebildet und ausgeschiittet
(Ahlers, 1992). Hier gibt es individuell unterschiedliche Hohenschwellen (Witkowski
et al., 2002). In der Unterdruckkammer (540 hPa) werden beim Menschen bereits
nach 90 Min. Erhohungen der Erythropoetin-Konzentration im Plasma gefunden
(Rodriguez et al., 2000). Dies bewirkt im Erfolgsorgan, dem Knochenmark, die
vermehrte Bildung von Erythrozyten nach Stimulation der Vorlduferzellen des
erythroiden Systems. Verschiedene Untersuchungen von De Paoli Vitali et al. (1988)
und Schwandt et al. (1991) am Menschen bestdtigen dies. Hier anschlieBend fanden
auch Schena et al. (2002), Erhohungen der Erythropoetinkonzentration nach einem
Otdgigen Hohentraining in 3100m sowohl bei trainierten - hier signifikant - als auch
bei untrainierten Menschen.  Es entsteht eine Polyglobulie. Dadurch wird,
zeitverzogert, dem Organismus die Moglichkeit gegeben, als Gegenregulation zum
verminderten Sauerstoffpartialdruck, vermehrt Sauerstoff im Blut transportieren zu
konnen und somit den gesteigerten Bedarf zu decken. Pferde, die wéhrend eines
Hohenaufenthaltes von 3800m untersucht wurden, reagierten nach 9 Tagen mit einem
Anstieg der Erythrozytenzahl (Greene et al., 1999; Greene et al., 2000; Wickler und
Anderson, 2000).

Dariliber hinaus gibt es weitere physiologische Anpassungsmechanismen die eine
Steigerung der Leistungsfahigkeit unterstiitzen, wenn wieder Meereshohe erreicht
wird, wie etwa eine Zunahme der Muskelkapillarisierung (Banchero, 1975) und die
Erhohung der metabolischen Kapazitit der Muskulatur (Greene et al., 1992; Bigard et
al. 1991).



2.3 Spezielle negative Auswirkungen der Hohe auf den Organismus

Nicht mehr lediglich nur aus einem elementaren Nutzen heraus, sondern um einem
zunehmenden Bestreben der Bergsportbegeisterten sich  prdventiv  auf
Hohenexpeditionen vorzubereiten und Ursachen und Wirkungen hypoxiespezifischer
pathologischer Verdnderungen des Organismus bei Mensch und Tier zu verstehen,
sind einige Krankheitsbilder charakterisiert worden:

Zur akuten Berg- oder Hohenkrankheit (acute mountain sickness, AMS) kann es
kommen, wenn zu schnell eine zu grofle Hohe erreicht wird. Durch den erniedrigten
O,-Partialdruck in zunehmender Hohe sinken ebenfalls der alveolare und der arterielle
O,-Partialdruck. Daraus resultiert ein O,-Mangel in den Geweben, dessen erste
Symptome sich an besonders empfindlichen Zellen (Nervenzellen, Gehirn) zuerst
manifestieren. Moglicherweise ist dieses Syndrom mit verursacht durch eine hohere
Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke. Fiir diese sind auch Schiden und
Integrationsstérungen der Zellmembranen, unter anderem verursacht durch oxidativen
Stress, mitverantwortlich (Roach et al., 2000; Roach und Hackett, 2001).

Das Krankheitsbild des Dysbarismus entsteht, wenn plotzlich Gase in Blaschenform
im Blut und Gewebe frei werden oder sich in den Korperhdhlen und im Blut, bedingt
durch Luftdruckabnahme in groen Hohen (Boyle-Mariotte-Gesetz), ausdehnen. Die
Folge konnen kolikartige Dehnungsschmerzen der Hohlorgane sein. Weitere
Komplikationen, wie Blutdruckabfall durch Stimulation des Parasympathicus, mit
Schocksymptomatik kénnen den Zustand verschlimmern (Bailey und Davies, 1997).
Blaschenbildungen im Blut und den Gelenken konnen zu GefdBverstopfung und
Gelenkschmerzen fiithren. Die Problematik wird durch die zunehmende Konzentration
an Sickstoff, das im Gegensatz zu Sauerstoff nahezu nicht an Stoffwechselvorgéngen
teilnimmt, verschlimmert. Dieses kann sich zu immer grof8eren Blasen sammeln und
endlich kleine Gefidlle verstopfen, bis hin zur Luftembolie (Aeroembolismus). Auch
der Flexibilititsverlust der Erythrozyten (Simon-Schnass und Pabst, 1988) fiihrt zu
einer Verdanderung der Fleieigenschaften des Blutes (Maeda und Takeshi, 1994),
wodurch der Gesamtzustand nochmals verschlimmert werden kann.

Das hohenbedingte Lungenddem (high altitude pulmonary edema, HAPE), verursacht
durch eine Vasokonstriktion im Lungengewebe, welche den arteriellen Druck in der
Lunge steigert und so das HAPE verursacht (Wickler und Greene, 2003).
Beispielsweise ist der Druck in der Lunge bei akuter Hohenexposition um 60%
erhoht. Nach 7 Tagen immerhin noch 34% (Greene et al., 1999). In diesen
Symptomkomplex ist auch das hohenbedingte Cerebralodem (high altitude cerebral
edema, HACE) einzuordnen.

Mit der Hohenexposition findet ein gesteigerter oxidativer Stress statt (Jefferson et al.,
2004), der wihrend der Zeit des Aufenthaltes zunimmt und noch einige Zeit nach
Riickkehr zu Meereshohe anhélt (Hornbein, 2001; Joanny et al., 2001; Neubauer,
2001; Askew, 2002). Dieser hat einige negative Auswirkungen auf komplexe
Systeme.



Es kommt zu vermehrten DNA-Strang Unterbrechungen (Moller er al., 2001). Bereits
nach 60 Minuten kommt es zu einem Anstieg von Serum Lipidperoxiden (Wing et al.,
2001).

In der Hohe besitzt das Sonnenlicht eine wesentlich hohere Strahlungsintensitét.
Dadurch bedingt kann es zu Hautschiddigungen durch UV-Strahlung kommen. UVA
und UVB Strahlung penetriert die Epidermis und verursacht dort Gewebsschiden
(Fuchs und Packer, 1991). Schon in 1500 m Hoéhe hat sich die UV-Strahlung, bedingt
durch geringeren Staubgehalt der Luft, verringerte Absorption des Lichtes und die
durch Eis und Schnee bedingte Reflexionswirkung, verdoppelt. Im Gegensatz hierzu
werden in Meereshohe bis zu 30% der UV-Strahlung durch die Atmosphére
absorbiert. Die Symptome entsprechen denen des Sonnenbrandes mit Verbrennungen
bis hin zu drittgradigen Gewebsnekrosen einschlieBlich Schocksymptomatik. UV-
Strahlung kann die Bildung von ROS fordern (Erlenfeld, 2005). Hingewiesen sei hier
auch auf die potentiell kanzerogene und mutagene Wirkung der UV-Strahlung.

Kommt dazu noch ein Kaéltestress, wie er durch die klimatischen Gegebenheiten in
Gebirgsregionen einerseits entsteht und durch Wind in Verbindung mit der
entstehenden Verdunstungskilte durch Transpiration durch korperliche Anstrengung
potenziert wird, manifestiert sich dies in Verschlimmerung durch oftmals nicht
bemerkte Dehydratation und entstehende freie Radikale in der CIVD (cold induced
vasodilation, Purkayastha et al., 1999). Dadurch wird in Summe die physiologische
Leistungsfahigkeit herabgesetzt (Askew, 1995, 1997; Cymerman, 1996; Huey und
Eguskitza, 2001). Weiteres Resultat ist eine reduzierte Muskelfunktion (Brooks et al.,
1999; Hoppeler und Vogt, 2001; Schoene, 2001).

10



2.4 Training und Leistungsfiahigkeit in der Hohe

Seit etwa der zweiten Hilfte des vergangenen Jahrhunderts wird die Auswirkung des
Hypoxietrainings auf die Leistungsfahigkeit des Organismus genauer erforscht.
Untersuchungen an Menschen liefern regelméBig erhohte Erythrozytenzahlen nach
einem Hohentrainingsaufenthalt ab Hohen von etwa 2000 m. So sind die Werte
durchschnittlich zwischen 5-12 % gegeniiber den Ausgangswerten erhoht (Boning,
1997).

Um gute physiologische Leistungen in der Hohe zu erbringen, ist ein vorbereitendes
Training unter entsprechenden hypoxischen Bedingungen unumstrittene
Voraussetzung. Uber die Effizienz dariiber, ob ein solches Hohentraining die
Leistungsfahigkeit in Meeresh6he mehr steigern kann, als ein vergleichbares Training
dort, gibt es kontroverse Diskussionen (Jackson und Sharkey, 1988). Aufgrund der
Bedeutung von Sauerstofftransport und Sauerstoffverwertung im Muskel fiir
Ausdauerleistungen hat sich das Hypoxietraining als VorbereitungsmaBBnahme fiir
Wettkdmpfe im Flachland verbreitet. In der Hohe sinkt die maximale O,-Aufnahme.
Deshalb ist fiir gleiche Leistung das Training in der Hohe belastender fiir den
Organismus. Um die besondere Qualitdt des Hohentrainings nachzuweisen, wurde
von verschiedenen Autoren die Leistung untersucht.

Tabelle 1: Leistung nach Hohen- oder Hypoxietraining mit relativ gleicher Intensitat
wie in Normoxie

Autor Hohe (m) Dauer Max VO; max Ausdauer
(Jahr) (Tage) Leistung

Roskamm 2250 - 28 i |

(1969) 3450

Mellerowi | 1800 - 28 ! )

cz (1970) 2500

Liesen 1959 - 14 !

(1972) 2800

Meller 2050 28 ! )

(1976)

Mizuno 2100 - 14 0 0 !
(1990) 2700

Svedenha 2000 14 0 i
g (1991)

Hoppeler | 3600 - 60 ! !

(2001) 4000

11



Die Uberpriifungsmethoden von Ausdauer und Leistung waren dabei unterschiedlich,
jedoch sind durchweg Verbesserungen gefunden worden.

Bemerkenswert ist, dass das Maultier gegeniiber dem Haflinger hohere
Hamoglobinkonzentrationen (Hurson et al., 2002), hohere Myoglobinkonzentrationen
(Kolb, 1963) und eine hohere aerobe Kapazitidt der Muskulatur (Greene et al., 1995)
besitzt, was es dem Haflinger schon unter normalen und normoxischen Bedingungen
iiberlegen erscheinen ldsst. Untersuchungen von Wickler et al. (2003) stiitzen diese
Uberlegung und fanden, dass Maultiere sich besser als Pferde an die hypoxischen
Verhiéltnisse in Hohe anpassen, sowohl in Ruhe, als auch unter Belastung.

Der Erfolg des Hohentrainings kann hauptsichlich auf den héheninduzierten Anstieg
des Erythropoietins zurlickgefiihrt werden. Training in Kombination mit einem
Hohenaufenthalt verstirkt die produktionssteigernde Wirkung durch vermehrte
Erythropoetinausschiittung (Ferretti et al., 1992). Der dadurch erreichte Anstieg der
Erythrozytenzahlen und der Hamoglobinkonzentration ermdglicht bei gleichem
Herzminutenvolumen einen groBBeren Sauerstofftransport in die Peripherie (Ferretti et
al., 1992). Etwa die Hilfte dieses peripheren Mehrangebotes an Sauerstoff kann von
den Mitochondrien der arbeitenden Skelettmuskeln genutzt werden. Daraus resultiert
eine verbesserte acrobe Leistungsfahigkeit (Vogt et al., 1999).

12



2.5 Beurteilung der korperlichen Leistungsfihigkeit

In einem Zeitraum von mehr als 50 Millionen Jahren haben sich bei den Wildpferden
die Bewegungsorgane auf eine hohe Laufgeschwindigkeit (Zehenspitzenginger) iiber
lange Strecken spezialisiert, wobei eine natiirliche Selektion der Tiere mit besonders
hoher Leistungsfahigkeit stattfand. Nach der Domestikation wurde eine Selektion von
Pferderassen flir den schnellen Transport, fiir die Jagd und fiir militdrische Zwecke
durch den Menschen nach den Gesichtspunkten hoher Leistungsfédhigkeit der
Bewegungsorgane vorgenommen (Legel, 1993). Beziiglich der Geschwindigkeit und
Ausdauer bei der Bewegung stehen auf Rennleistung geziichtete Pferde unter den
verschiedenen Arten mit an der Spitze. Auf kurzen Strecken sind sie allerdings
weniger leistungsfihig als einige andere Tierarten (Tab. 2).

Tabelle 2: Hochstgeschwindigkeiten bei verschiedenen Arten beim Lauf auf
kurzer Strecke in km/h

Rennpferd 70 Zebra 40
Elefant 25 Mensch 36
Hirsch 40 Antilope 80
Giraffe 45 Windhund 90
Wolf 60 Gepard 120

Das Pferd besitzt einen hohen Anteil an ST- (slow twitch) oder Typ I-Fasern, auch als
rote Muskelfasern bezeichnet. Diese weisen eine hohe Leistungsfahigkeit bei geringer
Ermiidbarkeit auf (Kolb, 1989), da sie diinner sind, als die Typ II b- und Typ II a-
Fasern, relativ wenig Myofibrillen enthalten, jedoch mehr Mitochondrien, was sie zu
einer hohen Oxidationskapazitit befdhigt.  Training bewirkt eine verbesserte
Kapillarisiernung des Muskels, Vermehrung und VergroBerung der Mitochondrien,
wodurch die Leistungsfiahigkeit der Muskulatur zunimmt (de Marees, 1981). Bei
intensiver korperlicher Leistung reicht die Sauerstoffversorgung der Muskulatur nicht
mehr aus, um Glucose als Oxydationssubstrat vollstindig zu verbrennen. Es kommt
zur erhohten Bildung von Laktat.

Laktat entsteht bei intensiver Muskelarbeit durch den anaeroben Abbau von Glucose
im Muskelgewebe und den Erythrozyten durch die Reduzierung von Pyruvat mittels
Nicotinamiddinucleotid. Die Synthese zu Glucose und Glykogen iiber Pyruvat erfolgt
in der Leber (Cori-Zyklus). Die Bildung von Laktat und die Konzentration im Plasma
ist ein MaB fiir die physische Leistungsfiahigkeit und von der Dauer und Intensitit der
Belastung abhingig (Hodgson und Rose, 1994). Wird mehr Laktat produziert als
verstoffwechselt, kommt es zum Anstieg. Der Anstieg ist umso geringer, je besser das
Pferd trainiert ist. Jedoch auch die Abnahme der Laktatkonzentration in der
Zeiteinheit kann zur Einschitzung des Trainingszustandes verwendet werden (von
Engelhardt et al., 1973).

Ebenfalls bei korperlicher Anstrengung wird durch Sympathicus-Aktivierung die
Herzschlagfrequenz gesteigert. Maximal moglich sind beim Pferd 4 Schlige je
Sekunde, was einer Herzschlagfrequenz von 240/min entspricht und womit die
physiologische Grenze von Herzschldgen erreicht ist (von Engelhardt, 1979). Nach

13



Beendigung der Belastung féllt die Herzschlagfrequenz im Verlaufe von 2 bis 20
Minuten auf den Ruhewert ab. Die Abnahme erfolgt umso schneller, je besser der
Trainingszustand ist. Herzfrequenzen ab etwa 160 Schlidgen/min werden bei einem
Galopp erreicht.

Adenosintriphosphat (ATP) ist die Energiequelle fiir den Muskel. Zur
Energiegewinnung wird es hydrolytisch gespalten. ATP des Muskels wird innerhalb
weniger Sekunden nach beginnender Muskelbelastung verbraucht. Aus
Kreatinphosphat kann anschlieBend noch fiir einige Sekunden ATP resynthetisiert
werden. Dauert die Muskelarbeit an, wird ATP vorwiegend durch die anaerobe
Glykolyse bereitgestellt. Dabei wird Laktat gebildet. Der Laktatspiegel steigt an und
kann erst nach Beendigung der Arbeit oxidativ abgebaut werden. Die
Laktatkonzentration kann bei physischer Belastung von Ruhewerten unter 0,9 mmol/l
auf um bis zu 60-fach erh6hte Konzentrationen ansteigen (von Engelhardt, 1992).

Es sind unterschiedliche Konzepte zur genauen Uberpriifung der korperlichen
Leistungsfahigkeit auf Basis der Laktatkonzentration entwickelt worden. Dabei steht
jedoch die erwiinschte Art der Nutzung vor der reinen physischen Ausdauer im
Vordergrund. Speziell gibt es zweierlei Ansétze. Erstens wird der Anstieg des
Laktatwertes im Blut bis zum Erreichen eines bestimmten Schwellenwertes
(Vereinbarungsgemill bei 4.0 mmol/l) bei definierter Belastung (Trilk et al., 2002)
gemessen. Je schneller dieser Erreicht wird, desto schlechter der Leistungsstand.
Zweitens kann nach Ende einer Belastung die Laktatkonzentration gemessen werden
(Kolb, 1989). Je rascher diese sinkt, desto besser ist der Stand der korperlichen
Leistungsfahigkeit. Es ist immer angezeigt, die Herzschlagfrequenz parallel
aufzuzeichnen und im engen Zusammenhang stehend auszuwerten (Munoz et al.,
1997). Auch hier gilt, je schneller die Abnahme nach Belastung, desto besser der
Trainingszustand. Ein Problem stellt dabei das Mal3 der Belastung dar. Nur mit dem
Laufband sind immer gleiche Belastungen zu erreichen. Feldversuche, die ohne dieses
Hilfsmittel auskommen miissen, sollen annidhernd die gleiche Belastung liefern, sind
aber nicht standardisiert. Hier hat sich das Festlegen eines, der jeweiligen
topographischen Gegebenheiten angepassten, so genannten standardisierten
Belastungstests (engl.: standardized exercise test, SET), bewdhrt. Dabei ist
regelméBig darauf zu achten, dass jede einzelne Untersuchungseinheit unter moglichst
kongruenten Bedingungen durchgefiihrt wird. Beschriebenen Untersuchungen unter
Feldbedingungen ist nach einer unterschiedlich langen Aufwidrmphase -eine
ansteigende Belastung gemeinsam. Diese wird auf unterschiedliche Weise erreicht.
Davie et al. (2002) belasten Rennpferde mit 2 Laufstrecken von jeweils 1600 m
unterbrochen von 5 Minuten Schritt. Bei Forschungen von White et al. (2001) wurde
eine Wegstrecke von max. 1200 m, die in maximaler Geschwindigkeit zuriickgelegt
werden sollte, als SET definiert. Skarda et al. (1976) belastete mit einer Strecke von
1800 m. In den Untersuchungen von Mills et al. (1996) wurden die Belastungen in
Intervallen von 2-20 Minuten mit jeweils Schritt, Trab und Galopp gesteigert. Es gibt
keinen eindeutig definierten, allein giiltigen SET.
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2.6 Bildung von Sauerstoffradikalen und oxidativer Stress

Freie Radikale sind Molekiile, die ein oder mehrere ungepaarte Elektronen besitzen.
Ihre hohe Reaktivitit resultiert aus dem Bestreben, ein Elektron mit
entgegengesetztem Spin zu erreichen (Asmus und Bonifacic, 2000). Hierzu gehoren
einerseits die reaktiven Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS): Das
Superoxid-Radikal O, und Hydrogenoxid-Radikal OH". Andererseits nicht-
radikalische Sauerstoff-Derivate wie Wasserstoffperoxid H,O,, Ozon Os; und
hypochlorige Sdure HOCI (Halliwell, 1994).

Bereits wihrend physiologischen Stoffwechselbedingungen in Ruhe und ebenso bei
pathologischen Zustinden entstehen bei der mitochondrialen Zellatmung permanent
freie Sauerstoffradikale (Halliwell, 1994; Halliwell und Gutteridge, 1985). Fiir etwa
25 verbrauchte O, Molekiile in den Mitochondrien rechnet man mit der Bildung von
einem O, Radikal (Kanter, 1998).

Im Verlauf der Atmungsketten-Phosphorylierung entsteht durch Reduktion von
molekularem Sauerstoff das Superoxid-Radikal O,  (Fridovich, 1986; Halliwell,
1997). Reagieren zwei dieser Radikale entsteht, katalysiert von der Superoxid-
Dismutase (SOD) und unter Anwesenheit von H', Wasserstoffperoxid H,O,, Diese
Reaktion kann auch spontan stattfinden, jedoch ist die Reaktionsrate unter
Enzymkatalysierung bedeutend hoher (Butler und Halliwell, 1982; Forman und
Fridovich, 1973; McCord und Fridovich, 1969).

Weiterhin entstehen Sauerstoffradikale beim Purinabbau iiber die Xanthinoxidase
(McCord, 1985). Im Verlauf der Arachidonsdurekaskade, iiber die Cyclooxigenase
und Lipooxygenase, bei Detoxifikationsprozessen mittels dem Zytochrom P-450
System.

Ebenso im Anschluss an die Phagozytose (besonders Neutrophile und Makrophagen).
In den neutrophilen Granulozyten bildet sich an der Stelle der Aufnahme eines
Bakteriums ein Phagosom aus. In diese Vakuole werden dann Hydrolasen aus den
neutrophilen Granula und Peroxidase und D-Aminosdureoxidase aus den
Peroxisomen abgegeben. Unter dem Einfluss der Proteasen und anderer Enzyme wird
die Membran der Bakterien aufgeldst, und diese werden abgebaut. Bei der Zerlegung
der Bestandteile der Mikroorganismen spielt die ortliche Bildung folgender
Verbindungen eine Rolle:

Superoxid-Anionen: Molekularer Sauerstoff hat im nicht angeregten Zustand 2
ungepaarte Elektronenpaare, deren Spin in gleicher Richtung liegt. Wird ein Elektron
eingefangen, entsteht das Superoxid-Radikal O,., welches bakterizide Wirkung besitzt
und als Oxidationsmittel wirkt.

Hydroxylradikale: Wirken stark oxidierend und entstehen beispielsweise bei der
Reaktion von Supeorxid-Anionen mit H,O,

0O, + H,0O,— OH + OH + O,
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Die Bildung von Anionen, Hydroxylradikalen und angeregten O," Molekiilen spielt
auch beim Abbau von Parasiten durch eosinophile Granulozyten sowie bei der
Zerstorung von Tumorzellen durch Makrophagen und Granulozyten eine Rolle.

Die so entstehenden Radikale werden unter physiologischen Bedingungen durch ein
komplexes antioxidatives Schutzsystem abgefangen. Oxidativer Stress entsteht, wenn
zu viele und, oder zu lange freie Radikale gebildet werden (Sies, 1991; Viguie et al.,
1993; Halliwell, 1997; Ohlenschléager, 2000).

Nitritoxid (NO) kann ebenfalls mit Superoxid reagieren und Peroxinitrit (ONOO")

bilden (Pryor und Squadrito, 1995). Peroxinitrit hat eine lange Halbwertszeit und
kann Membranen passieren (Suzuki, 1990).
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2.7 Bildung und Bedeutung von Sauerstoffradikalen bei korperlicher Belastung

Freie Radikale und aktivierte Sauerstoffmolekiile werden kontinuierlich als
Nebenprodukte des physiologischen und pathologischen Stoffwechsels gebildet.
Korperliche Belastung verstirkt deren Bildung (Jackson, 1994). Hauptséchlich dafiir
verantwortlich ist die Bildung von O, aus O, im Prozess der oxidativen
Phosphorylierung (Jenkins, 1988; Sjodin et al., 1990). Erreicht die Muskelarbeit ein
Maximum, nimmt der Sauerstoffverbrauch in den Mitochondrien bis auf das 100fache
des Ruhewertes zu. Die so ebenfalls vermehrte Freisetzung von Sauerstoffradikalen in
das Zytosol fiihrt durch Ubersteigerung der Kapazitit der antioxidativen
Schutzmechansimen zum oxidativen Stress (Chandan, 1995).

Weiterhin entstehen wihrend des Abbaues von Purinen, mittels der Xanthinoxidase,
insbesondere nach korperlicher Anstrengung, Sauerstoffradikale (Hellsten, 1994).
Durch die gestorte Synthese von ATP aufgrund des ischdmiebedingten
Energiemangels bei maximaler korperlicher Leistung, werden AMP, Adenosin, Inosin
und Hypoxanthin gebildet (Jackson, 1994; Hellsten, 1994). Die Xanthinoxidase,
induziert durch Ischdmie aus der Xanthindehydrogenase, welche Elektronen auf
NAD" iibertrigt, katalysiert die Entstehung von Xanthin aus Hypoxanthin und
weiterhin Harnsdure, wobei es Elektronen direkt auf molekularen Sauerstoff {ibertrigt
und Sauerstoffradikale gebildet werden (Kelly, 1993; Girke et al., 1995).
Hypoxanthin, Xanthin und Harnsdure sind erhdht im Blut von Rennpferden nach
korperlichen Anstrengungen gemessen worden (Mills et al., 1996).

Uberdies fiihrt die unzureichende Versorgung und Bildung von ATP zu einer
verminderten Funktion der ATP-abhingigen Kalziumpumpe der Muskelzelle. Die
folgende Anhdufung von Kalzium in den Mitochondrien, dem Ort der oxidativen
Phosphorylierung, verstirkt die Aktivitit einer Kalzium-aktivierten Protease, welche
die vermehrte Reaktion von Xanthindehydrogenase zu Xanthinoxidase katalysiert,
welche dann wiederum vermehrt Harnsdure und O, aus Hypoxanthin bildet
(Hoshikawa et al., 2001).

In Addition zur Xanthinoxidase Aktivierung durch Protease fiihren ansteigende
Kalziumkonzentrationen zur Aktivierung der Phospholipase A2, die Arachidonséure
von Membranlipiden freisetzt (Mobanraj et al., 1998). Cyclooxygenase kann dann mit
der Arachidonséure reagieren und zugleich Singulett-Sauerstoff und Hydroxyl-
Radikale bilden.

Ein weiterer Faktor, der korperliche Belastung in Beziehung mit der Bildung freier
Radikale setzt, ist die Autoxidation von Catecholaminen (Evans und Halliwell, 2001).
Die Blutspiegel an Catecholaminen steigen durch physische Belastung und Hypoxie
an (Sandoval und Matt, 2002). Die Autoxidation von Monoaminen, wie
beispielsweise Dopamin, produziert beides: O,” und H,O, (Bindoli et al., 1992).

Ist die korperliche Anstrengung zu stark, und entstehen dadurch Schiden in den
Muskelzellen, kommt es unter anderem zu einer Infiltration mit neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen (Belcastro et al., 1996). Es resultiert eine akute
Entziindungsreaktion (Evans und Cannon, 1991; Smith, 1991). Durch Aktivierung der
Phagozyten =~ werden unter hohem  Sauerstoffverbrauch OH™  Radikale,
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Wasserstoffperoxid H,O, und Superoxid O, erzeugt. Dieser “respiratory burst” wird
katalysiert durch die NADPH-Oxidase der Membranen. H,O, wird weiterhin in
Anwesenheit von Chloridionen durch die Myelooxidase zu hypochloriger Sdure
HOCI. Aber nicht nur Bakterien werden so neutralisiert, sondern auch, durch
Reaktion dieser Radikale mit Zellstrukturen (McCord, 1993), ein Integritdtsverlust der
Muskelzellmembran festgestellt (Ebbeling et al., 1989).

Wie schon erwihnt, besitzen freie Radikale ein ungepaartes Elektronenpaar und
weisen eine hohe Reaktivitit auf. Die relevantesten Sauerstoffradikale sind das
Superoxidanion O,’, Wasserstoffperoxid H,O,, das Hydroxylradikal OH™ und der
Singulett-Sauerstoff 10,. Diese sind potentiell fdhig, unmittelbar mit
Membranlipiden, Proteinen und Nukleinséduren zu reagieren und somit die Integritét
zu schiadigen. So entstehen beispielsweise die, in dieser Studie als Radikalmarker
gemessenen 4-Hydroxy-Nonenal modifizierten Proteine (HNE mod. Prot.). Das
Reaktionsprodukt hat durch akut zytotoxische Wirkung viele negative Konsequenzen
fiir den Stoffwechsel:

- Hemmung der DNA-, RNA- und Proteinsynthese
- Lipidperoxidation

- Verbrauch von antioxidativen Schutzsystemen

- Storung der Ca-Homdostase.

Konzentrationen von <0,1 pmol/l kommen unter physiologischen Bedingungen im
Plasma und Geweben vor. Sie wirken auf neutrophile Granulozyten chemotaktisch
(Esterbauer et al., 1991) und sind damit potentiell befdhigt, Entziindungsreaktionen
auszulosen. Weiterhin soll insbesondere auf die tumordse Entartung des Gewebes
durch oxidative Verdnderungen und Schiden an DNA und RNA Strukturen
hingewiesen werden, mit der Konsequenz der Ausloschung biologischer Information
und genetischer Regulationen (Ohlenschliger, 2000).
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2.8 Antioxidantien im Organismus

Antioxidantien sind Verbindungen, die selbst oxidiert werden und damit andere
Substanzen vor der Oxidation bewahren kdnnen (Sen, 1995).

Der Organismus muss moglichst effizient vor Oxidation geschiitzt werden, um das
komplizierte Zusammenspiel des Stoffwechsels zu gewihrleisten und die
Zellbestandteile, wie Proteine, Lipide, Kohlenhydrate und Nukleinsduren,
abzusichern.

Es werden enzymatisch wirksame und nicht enzymatische Antioxidantien
unterschieden (Halliwell und Gutteridge, 1990; Chow, 1991; Michiels et al., 1994).
Zu den Ersten gehdren die Superoxiddismutase, die Katalase und die
Glutathionperoxidase. Diese sind gleichsam die wichtigsten antioxidativen Enzyme
(Fridovich, 1995). Zu den Letzteren Vitamin C und Vitamin E, Flavonoide und
Tannine, B-Carotin, sowie Harnsdure, Coenzym Q;o, L-Cystein, L-Methionin,
Liponsdure und das reduzierte Glutathion. Viele antioxidativ wirksame Substanzen
werden vom Organismus selbst synthetisiert oder exogen {liber die Nahrung zugefiihrt
(Sen et al., 1994).

Von diesen sind folgende antioxidativ wirksamen Enzyme und Antioxidanzien fiir
diese Studie von besonderem Interesse:

Die Superoxiddismutase (SOD) katalysiert die Reaktion von Superoxid-Radikalen zu
Wasserstoffperoxid:

20, + 2H — O, + H,O, .

Das Enzym bendtigt Mangan (Mn-SOD) und ist in den Mitochondrien zu finden. Die
Kupfer- und Zink-SOD (CuZn-SOD) arbeitet im Zytosol.

AnschlieBend katalysiert die Katalase Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff:

2 H202—> Hzo + 02~

Die Glutathionperoxidase ist Selenhaltig und wandelt Glutathionsulthydryl (GSH) in
Anwesenheit von H,O; zu Glutathiondisulfid (GSSG) und Wasser um:

H,O,+ 2GSH — H,0 + GSSG.

Ebenso kann, gleichsam katalysiert von der GSHPx, GSH unmittelbar mit
Hydroperoxiden, beispielsweise Lipidperoxiden, reagieren:

2 GSH + LOOH — GSSG + LOH + H,0.
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Vitamin C leitet sich von einem Aldehydzucker, der 1-Glucose, ab. Der Bedarf wird
bei den Equiden, wie bei fast allen Haus- und Nutztieren, durch Eigensynthese in der
Leber gedeckt (Kolb, 1989). Sie stellt das Gamma-Lacton der Ketogluonséure dar.
Die Enolform der Ascorbinsdure kann leicht unter Wasserstoffabspaltung in die
Dehydroascorbinsdure iibergefiihrt werden. Diese Reaktion ist reversibel (Wegger et
al., 1984). Das hydrophile Vitamin C besitzt geringe Speicherungsfihigkeit im
Organismus. Es kommt grofBtenteils im Cytosol und den Mitochondrien vor. Hochste
Konzentrationen finden sich in der Hypophyse, Corpus luteum und der Nebenniere.
Vitamin C schiitzt durch ein hohes Potential an Radikalfangaktivitét vor ROS.

Die wirksamste Verbindung des Vitamin E ist das vom Tocol und Tocotrienol
abgeleitete a-Tocopherol, welches in griinen Pflanzen vorkommt und dessen Gehalt
mit zunehmendem Alter der Pflanzen abnimmt. Bei lidngerer Lagerung und
Trocknung reduziert sich der Gehalt stark. So ist er nach 4 Monaten auf 10 % der
urspriinglichen Menge abgesunken. Der Gehalt im Blut ist von der Versorgungslage
abhingig. Es wird in der Leber und im Fettgewebe, ausreichend fiir mehrere Monate,
gespeichert. Hochste Konzentrationen finden sich in Mitochondrienmembranen und
Mikrosomen (Kolb, 1989). Vitamin E ist wichtigster fettldslicher Radikalfanger. Es
schiitzt Membranlipide vor der Oxidation. Dazu reagiert es mit Peroxyl-Radikalen.
Dadurch wird es zwar selbst zum Radikal (Halliwell, 1994), ist aber weniger reaktiv.
Durch Reaktion mit Vitamin C und Ubichinon wird es wieder zu a-Tocopherol.
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3 Zielsetzung

Ziel der Studie war es, die Hypothese zu priifen, dass durch das routineméiBige
Hypoxietraining der Bundeswehr die physische Leistungsfiahigkeit der Tragtiere
erhoht, sowie der korpereigene Schutz gegen Sauerstoffradikale verstarkt wird. Dabei
sollte insbesondere untersucht werden, ob die Radikalbildung und der oxidative Stress
oder die Verbesserung des antioxidativen Schutzes durch Induktion antioxidativer
Enzyme oder andere Mechanismen iiberwiegt.

Zur Beantwortung dieser Frage wurden jeweils vor und nach dem Hypoxietraining als
Nachweis fiir auftretenden oxidativen Stress Radikalmarker (HNE-mod. Proteine und
MDA) gemessen. Der antioxidative Status wurde mittels Aktivititen antioxidativer
Enzyme (GSHPx, SOD, CAT) und der gesamten antioxidativen Kapazitit (TEAC),
einschlieBlich der Vitamine C und E, bestimmt. Zur Einschitzung von
Organschidigungen dienten die Aktivititsmessungen von CK, AST, ALT und LDH.
Ein Einfluss der Hypoxie auf die Sauerstofftransportkapazitit wurde durch Messung
von Héamatokrit, Erythrozytenzahl und Héamoglobinkonzentration erfasst.
Feststellungen von Laktatkonzentrationen und Herzfrequenzabnahmen nach
definierten Belastungen dienten zur Beurteilung der physischen Leistungsfihigkeit.
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4 Material und Methoden

4.1 Versuchstiere

Als Tragtiere dienen der Bundeswehr Maultiere (Rieseneselhengst x Pferdestute) und
Haflinger, deren Einsatz nach folgenden speziellen Richtlinien erfolgt: Die Tiere
werden zur militdrischen und ggf. zivilen Unterstiitzung (Almbewirtschaftung,
Baumaterialtransport) in gebirgigen Regionen genutzt, die fiir Kraftfahrzeuge nicht
zuginglich oder nicht befahrbar sind, oder wenn taktische Anforderungen deren
Einsatz notwendig machen, da sie gegeniiber Luftfahrzeugen gerduschirmer sind. Die
Tiere tragen Lasten von maximal 120 Kilogramm. Dariliber hinaus werden die
Haflinger als Reittiere fiir Patrouillen genutzt.

Bei den untersuchten Tieren handelt es sich um den gesamten Tragtierbestand der
Bundeswehr , Einsatz- und Ausbildungszentrum fiir Gebirgstragtierwesen 230, in Bad
Reichenhall (437 m {iber Meereshohe).

Der Hohenaufenthalt erfolgte jeweils im Rahmen einer militirischen
UnterstlitzungsmafBnahme auf dem Gebirgstruppeniibungsplatz Wattener Lizum,
Wattens, Tirol (1700 - 2300 m iiber Meereshohe).

Hier wurden im Winteraufenthalt fiir 10 Tage 15 Maultiere (12 weibl., 3 ménnl.
kastriert; Alter: 15,5 + 4,8 Jahre) eingesetzt.

Im Sommeraufenthalt waren 10 Maultiere (alle Stuten; Alter: 15,0 = 4,9 Jahre) und 5
Haflinger (alle Wallache; Alter: 11,8 = 5,1 Jahre) iiber 7 Tage in der Hohe. Davon
musste ein Maultier wegen einer Leukozytose, ohne klinische Symptomatik,
nachtriglich aus der Studie genommen werden.

Das Vorhaben dauerte von Februar bis Oktober 2004.

22



4.2 Haltung, Fiitterung und Training

Alle Tragtiere werden in Paddockhaltung mit Mdglichkeit zur Einstallung auf einem
separaten Geldnde der Artilleriekaserne, Bad Reichenhall, gehalten.

An Futter wird den Tieren Heu ad libitum angeboten. Dazu kommen, morgens und
mittags insgesamt 3 kg Hafer und, je nach Leistungsbedarf, Kraftfutter. Die erste
Ration wird morgens, abhingig von den Abmarschzeiten so rechtzeitig gefiittert, dass
eine ungestorte Futteraufnahme gewéhrleistet ist.

Wiéhrend der Wintermonate werden die Tiere nur moderat, in Tagesmérschen im
ebenen Gelidnde mit einer Traglast von 100 kg, etwa einmal pro Woche, bewegt. Zur
angegebenen Nettolast addiert sich das Gewicht des speziellen Tragsattels von 46 kg.
Jedes Tier wird von einem Soldaten gefiihrt. In Ausnahmefillen konnen zwei Tiere
hintereinander gekoppelt werden. Je nach Last, Geldndebeschaffenheit und Weg
konnen die Tiere bis zu 20 km und mehr pro Tag absolvieren. Die Haflinger werden
zusitzlich, zweimal wochentlich, in der Reithalle longiert.

Wihrend der iibrigen Zeit besteht das Training der Tragtiere in Ubungsmirschen im
gebirgigen Geldnde, wieder mit einer Traglast von 100 kg. Die Anzahl dieser Mérsche
ist wochentlich unterschiedlich und schwankt zwischen 1 und 3 Mal, abhéngig vom
jeweiligen Dienstauftrag. Haflinger werden iiberdies longiert.

In der Zeit von etwa November bis Mirz sind witterungsbedingt die Aktivititen der

Tiere eingeschrinkt. Dies bedingt ein jahrlich wiederkehrendes Trainingsdefizit im
Friihjahr.
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4.3 Versuchsanordnung

Von den Tragtieren wurden jeweils 4 Tage vor (VHO) und 4 Tage nach (nHO) einem
Hohenaufenthalt vendse Blutproben genommen.

Der Hohenaufenthalt im Winter dauerte 10 Tage und fand im Zeitraum vom 02.-11.
Marz 2004 statt.

Im Sommer dauerte die Hohenexposition 7 Tage und erfolgte im Zeitraum 12.-18. Juli
2004.

Zusitzlich sind die Haflinger , vor und nach dem Sommerhéhentraining, mit
zunehmender Belastung longiert worden (Standardized Exercise Test, SET). Die
Herzfrequenz wurde dabei aufgezeichnet und zu definierten Zeiten der Laktatwert im
vendsen Blut bestimmt, um dadurch Aussagen {iber die korperliche Leistungsféahigkeit
machen zu konnen. Hierzu wurde die Herzfrequenzabnahme wund die
Laktatkonzentration bestimmt. Zusétzlich wurde eine Vergleichsgruppe von 5
Haflingern (alle Wallach, Alter: 13,6 =+ 6,2 Jahre) untersucht, die kein
Hypoxietraining absolvierte.

Zum Abschluss der Untersuchung wurden, 2 Monate nach Beendigung des 2.
Hohenaufenthaltes, vendse Blutproben aller an der Studie teilnehmenden Tragtiere
entnommen und ausgewdhlte Parameter (Hadmatokrit, Hémoglobingehalt,
Erythrozytenzahl) bestimmt. Zusdtzlich wurde bei den Haflingern die
Herzfrequenzabnahme und Laktatkonzentration nach einem SET gemessen, um
langerfristige Effekte erfassen zu konnen.
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4.4 Probennahmezeitpunkte

Vor der Probennahme erfolgte eine eingehende klinische Untersuchung. Kranke Tiere
wurden von der Studie ausgeschlossen

Um moglichst standardisierte Versuchsbedingungen einzuhalten, wurde das Blut
jeweils unmittelbar vor der Morgenfiitterung entnommen und die Tiere moglichst
nicht beunruhigt.

Uberdies wurde den zu untersuchenden Haflingern im Rahmen der Uberpriifung der
physischen Leistungsfiahigkeit unmittelbar nach Beendigung eines SET (Zeitpunkt
TO, siehe Tab. 4) eine vendse Blutprobe entnommen und sofort der Laktatwert
bestimmt.

Die Belastungstests (SET) der Haflinger erfolgten zu folgenden Zeitpunkten (Tab. 3):

Tab. 3: Datum der SET

Hohengruppe: |

Winter 04. Mérz 2004
Sommer vHo 08. Juli 2004
Sommer nH6 15. Juli 2004
Herbst 09. September 2004
Vergleichsgruppe: |

Winter 04. Mérz 2004
Sommer 15. Juli 2004
Herbst 09. September 2004

25



4.5 Entnahme und Konservierung der Blutproben

Die Blutprobenentnahme erfolgte aus der Vena jugularis externa nach Desinfektion
der Einstichstelle (2-Propanol 70 % , Heiland). Dazu wurde die Vene gestaut, somit
sichtbar gemacht und mit einer sterilen Einmalinjektionskaniile (S-Monovette-Kaniile
21Gx1,5, Sarstedt AG & Co, Niimbrecht) punktiert. Die Entnahme des Blutes erfolgte
jeweils in eine Serummonovette (S-Monovette 9,0 ml, Fa. Sarstedt, Niimbrecht), eine
EDTA-Monovette (Kalium-EDTA 9,0 ml, Fa. Sarstedt, Niimbrecht) und eine Litium-
Heparin-Monovette (Plasma Lithium-Heparin 9,0 ml, Fa. Sarstedt, Niimbrecht), worin
es sofort jeweils schonend durchmischt wurde.

Das gewonnene Blut in den Serumréhrchen stand eine Stunde bei Raumtemperatur
und wurde danach 5 Minuten bei 2600 g zentrifugiert (Heraeus Sepatech Zentrifuge).
Abschliefend wurde das so als Uberstand gewonnene Serum abpipettiert, auf 4
vorbereitete Eppendorf-Reaktionsgefdlle verteilt und nach sicherem Verschluss in
fliissigen Stickstoff eingebracht.

Die EDTA-Monovette wurde kiihl (6°C) und schonend gelagert und innerhalb einer
Stunde zur Analyse der verschiedenen Erythrozytenparameter (Hkt, Hb,
Erythrozytenzahl) in das etwa einen Kilometer entfernte Labor Dr. Blendinger, Dr.
Ende, Bad Reichenhall, Riedelstr. 16, zur dortigen Analyse verbracht.

Die gefiillte Litium-Heparin-Monovette wurde sofort 3 Minuten bei 2600 g
zentrifugiert und das so als Uberstand gewonnene Plasma auf 2 vorbereitete
Eppendorf-Cups befiillt, pipettiert und nach sicherem Verschluss ebenfalls in
fliissigem Stickstoff gelagert. Der in den Rohrchen verbliebene Erythrozytensatz
wurden 3 mal mit NaCl, 0,9 % (Fa. Braun, Melsungen, Ch.-B.: 3233A 141A)
gewaschen, dann 1:4 mit destilliertem Wasser (Fa. Braun, Melsungen, Ch.-B.: 9008D
320D) verdiinnt und das so entstandenen Stammhémolysat auf 4 vorbereitete
Eppendorf-Reaktionsgefille pipettiert und danach in Stickstoff gelagert.
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4.6 Bestimmungsmethoden

4.6.1 Erythrozytenparameter

Die EDTA-Blutproben wurden durch ein Gen-S Messgerit (Fa. Beckmann-Coulter)
mittels Widerstandsdnderungsmessung im Labor Dr. Blendinger, Dr. Ende, Bad
Reichenhall analysiert.

Hamatokrit, Erythrozytezahlen und Hamoglobin wurden bestimmt.

4.6.2 Ausgewdhlte Parameter flir Organschadigungen

In den Serumproben wurden die Enzymaktivitdten von Aspartat-Amino-Transferase
(AST), Alanin-Amino-Transferase (ALT), Kreatinkinase (CK) und Laktat-
Dehydrogenase (LDH) gemessen.

Die Analysen fanden im Labor der ersten Medizinischen Tierklinik der LMU
Miinchen mit einem Hitachi 911 Autoanalyser (Boehringer, Ingelheim) statt.

4.6.3 Laktat

Die Bestimmung des Laktatgehaltes im vendsen Blut erfolgte reflexionsphotometrisch
bei 660 nm innerhalb weniger Sekunden nach der Probennahme mit einem Accutrend
Lactate Analysegerdt Typ 3012522 (Roche, Mannheim). Zur Anwendung kamen
Messstreifen BM-Lactate.
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4.6.4 Untersuchungen zur Beurteilung des antioxidativen Status

4.6.4.1 Messung der antioxidativen Kapazitit (TEAC)

Gemadl der von Miller et al. (1996) beschriebenen Methode wurde der antioxidative
Status bestimmt. Die TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) erfasst die
antioxidative Kapazitit und wird in mmol/l ausgedriickt.

Ein chromogenes Radikal-Kation (ABTS®", 2,2"-Azino-bis diammonium salt) wird in
einer exakt -eingestellten Konzentration vorgelegt und durch Zugabe von
Antioxidanzien entfirbt. Die Abnahme der Griinfirbung misst man am Photometer
bei 734 nm. Als Kalibrierungsstandard dient Trolox, ein Vitamin E &hnliches
wasserlosliches Antioxidans.

4.6.4.2 Bestimmung der Vitamin C-Konzentration im Serum

Zur Anwendung kam eine modifizierte Methode nach Schiiep et al. (1984). Diese
dient der Bestimmung von Ascorbinsdure in Korperfliissigkeiten, Geweben und
Nahrungsmitteln.

L-Ascorbinsdure wird durch den Zusatz von Jodlosung oxidiert, wodurch L-
Dehydroascorbinséure entsteht. Diese bildet mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin das 2,4-
Phenylhydrazon. welches mit Ethylacetat extrahiert, wird 2,4-Phenylhydrazon
abschlieBend quantitativ mittels HPLC (high pressure liquid chromatography)
bestimmt.

HPLC-Analytik:

Pumpe: Gynotek High Precision Pump Model 300 C,
FluBrate 1,5 ml/min, Druck: ca. 60 bar.

Probengeber: Kontron HPLC Autosampler 460

Probenvolumen: 20 ul

Analysezeit: 12 min

Saule: Lichrosorb Si 60, 5 um, 250 x 4,6 mm, Vorséule.

Detektor: Uvikon 735 LC, Fa Kontron Instruments,

Wellenldange 520 nm.

Die Auswertung der Proben erfolgte mittels einer Chromatographic-Software
(Borwin®, JMBS Developments). Nach Integration der Peaks und Berechnung der
Flacheninhalte wurden die Fldachen der Proben mit denen der bekannten Standards
verglichen und so die Vitamin C Konzentration der Proben berechnet.
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4.6.4.3 Bestimmung der Vitamin E Konzentration im Serum

Die Vitamin E Konzentration wurde mit einer modifizierten Methode nach
Westerberg et al. (1981) ermittelt.

Zunichst werden die Proteine aus dem Plasma mit Ethanol ausgefdllt. Danach
extrahiert man das lipophile Vitamin E mit Hexan. AnschlieBend engt man das Hexan
mittels Stickstoff zur Trockene ein und nimmt das verbleibende Vitamin E in einem
Alkoholgemisch fiir die Analyse via HPLC auf.

HPLC-Analytik:

Pumpe: Jasco BIP, Flussrate: 1 ml/min, Druck: 0,9 x 100 kg/cm?
Probengeber: Spectra System AS 3000, Spectra-Physics Analytical
Probenvolumen: 50 ul

Analysezeit: 10 min

Saule: Lichrosorb RP 18, 5 pm, 125 x 4 mm, Fa. Grom
Detektor: Jasco 821 FP Fluoreszenzdetektor (Exzitation 290 nm,

Emission 330nm)

Die Auswertung erfolgte mittels einer Chromatographie-Software (Borwin®?? JMBS
Developments). Nach Integration der Peaks und Berechnung der Flicheninhalte
werden die Flichen der Proben mit denen der bekannten Standards verglichen und die
Vitamin E Konzentrationen der Proben ausgerechnet.

4.6.4.4 Bestimmung der Katalase

Die Aktivitit der Katalase wurde nach einer Anleitung von Aebi (1984), modifiziert
von der Fa. Sigma, bestimmt.

Das Enzym katalysiert die Umsetzung von Wasserstoffperoxid (H,O;) zu Wasser und
Sauerstoff. Die Abnahme von Wasserstoffperoxid kann spektralphotometrisch bei
einer Wellenlidnge von 280 nm verfolgt werden. Mal fiir die Katalaseaktivitit ist die
Extinktionsénderung pro Zeiteinheit (ABS/min) bei 25°C.

H,0,-Losung (0,036 %) wird bei 240 nm auf eine Anfangsextinktion 0,550 — 0,520
eingestellt. Nach Zugabe des verdiinnten Vollbluthdmolysats wird die
Extinktionséinderung pro Zeiteinheit mit einem Spectralphotometer (Beckman DU
530) gemessen.
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4.6.4.5 Bestimmung der Glutathion-Peroxidase (GSHPx)

Die Aktivitdt der GSHPx wurde mit der von Paglia und Valentine (1967) entwickelten
und von Levander et al. (1983) modifizierten spectralphotometrischen Methode
bestimmt.

Organische Hydroperoxide werden durch GSHPx in deren Alkohole abgebaut. Diese
Reaktion wird im Test genutzt. Durch Glutathion als Reduktionsmittel entsteht
GSSG, welches, mittels der Glutathion-Reduktase und NADPH als Coenzym wieder
regeneriert wird. Der Verbrauch an NADPH wird photometrisch erfasst. Die
Abnahme der Absorption bei 340 nm dient zur Berechnung der GSHPx Aktivitit.

4.6.4.6 Bestimmung der Superoxiddismutase (SOD)

Die Aktivitit der SOD wurde nach einer Methode von Marklund und Marklund
(1974) im Erythrozytenhdmolysat gemessen. Der Test umfasst prinzipiell sowohl das
Kupfer (Cu)- Zink (Zn)- abhéngige Enzym, als auch die Mangan (Mn)-abhéngige
Form. Erythrozyten beinhalten jedoch nur die Cu-Zn-SOD (Kurata et al., 1993).

Die SOD verhindert die Autoxidation von Pyrogallol. Die Zunahme des
Oxidationsproduktes von Pyrogallol wird spektralphotometrisch bei 420 nm verfolgt.
Je groBer die Zunahme an oxidiertem Pyrogallol, desto geringer ist die SOD-
Aktivitét.

4.6.4.7 Bestimmung der HNE-modifizierten Proteine (HNE-mod. Prot)

Durch Reaktion von Sauerstoffradikalen mit mehrfach ungesittigten Fettsduren (Poly
Unsaturated Fatty Acids (PUFAs)) in der Zellmembran entsteht 4-Hydroxy-Nonenal
(HNE), (Pryor, 1990). Hier reagiert HNE mit deren Proteinen und diffundiert
anschlieend in die wissrige Phase des Zytosols. Dort reagiert es mit Proteinen des
Zellplasmas.

Zum Nachweis dieser verdnderten Proteine bedient man sich eines indirekten
ELISA's (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay).

Das Antigen (HNE-mod. Prot.) in der Plasmaprobe wird iiber Nacht an die Kavitit
einer Kunststoffplatte gebunden. Danach wird ein spezifischer Antikorper angelagert
und mit einem zweiten peroxidasekonjugierten Antikorper verstirkt. Dieser Komplex
wird mittels einer enzymatischen Reaktion angefarbt und photometrisch ausgewertet.
Als Ergebnis erhdlt man die OD (optical density) bei 450 nm. Da hier kein
Kalibrierstandard zur Verfiigung steht, wird nicht auf pmol umgerechnet.
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4.6.4.8 Nachweis von Malondialdehyd (MDA)

MDA entsteht durch den Einfluss von ROS mit Membranlipiden, ist ein Indikator fiir
die entstandene Schidigung und ldsst eine Aussage iiber Intensitdt und Dauer der
physischen Belastung zu (Marlin et al., 2002).

Der Thiobarbitursdure-Test (TBA-Test) basiert auf der Komplexbildung von zwei
Molekiilen TBA mit einem Molekiil MDA unter dem Einflul von Hitze im sauren
Milieu (Halliwell und Gutteridge, 1989). Der MDA-TBA-Komplex absorbiert Licht
bei einer Wellenlédnge von 532 nm bzw. fluoresziert bei 553 nm. Die Komplexbildung
mit TBA ist jedoch nicht fiir MDA spezifisch. Das Probenmaterial wird zur
Komplexbildung mit TBA erhitzt, die Reaktion durch Abkiihlen gestoppt und der
TBA-Komplex mit Butanol extrahiert. Die Butanolphase wird zur Messung mittels
HPLC verwendet.

HPLC-Analytik:

Elutionsmittel: Phosphatpuffer (0,05 M) ph 6,8 : Methanol, 60:40

Pumpe: Jasco BIP-1, 1 ml/min Fluf3

Probenvolumen: 20 ul

Saule: Lichrosorb RP 18, Spm; 125x4 mm
LiChrosher 100 RP- 10 (5ul)

Detektor: Jasco 821 FP Intelligent Spectralphotometer
Anregung (Ex): 525 nm, Emission (Em): 550 nm,
Gain: 100

Integration: Borwin, JMBS Developments
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4.6.5 Bestimmung der physischen Leistungsfahigkeit

Um die physische Leistungsfihigkeit der Haflinger bestimmen zu konnen, wurden
kontinuierliche Messungen der Herzfrequenz wihrend einer definierten Belastung
(SET) und der anschlieBenden Erholungsphase durchgefiihrt (Tab. 4).

Tab. 4: SET

Gangart Dauer (min) Geschwindigkeit
(km/h)

Schritt 6 4

Trab 6 13

Galoppl1 6 16

Galopp2 6 16

AbschlieBend wurden die Pferde noch, bis zum Erreichen einer Herzfrequenz im
Ruhebereich, mindestens jedoch 20 Minuten, gefiihrt.

4.6.5.1 Messung der Laktatkonzentration

Die Laktatkonzentration im Blut wurde am Ende eines SET (T0) gemessen und mit
den jeweils gemessenen Konzentrationen der anderen Entnahmedaten verglichen. Je
geringer die Laktatkonzentration, desto besser die physische Leistungsfahigkeit.

4.6.5.2 Messung der Herzfrequenzabnahme

Zur Bestimmung der Herzfrequenzabnahme wird die Herzfrequenz unmittelbar nach
dem Ende des 2. Galoppintervalles, zu Beginn der Erholung (TO), innerhalb eines
Zeitraumes von 8 Minuten ausgewertet und graphisch dargestellt. Je schneller die
Herzfrequenzabnahme innerhalb der Zeit, desto besser ist der Trainingszustand des
Organismus.

Die Messung erfolgte mit dem Polar Horse Trainer S 710 (Fa. Polar Electro, FIN-
90440 Kempele, Finnland). Zwei mit leitfdhigem Gel (Fa. Atarost, Twistringen, Ch.-
B.: 30567) benetzte Ableitungselektroden, von denen die positive Elektrode auf der
linken Seite des Widerristes unter dem Sattel , die negative Elektrode am Bauch des
Pferdes, nahe dem Herzschallfeld, befestigt wurden, leiten die Herzfrequenz ab und
iibertragen diese an einen, am Sattel befestigten, Sender. Dabei musste unbedingt ein
direkter Kontakt der Elektroden mit dem Tier gewihrleistet sein. Der Sender iibertragt
die Messdaten drahtlos an einen Empfanger, wo die kontinuierliche Aufzeichnung der
Herzfrequenz stattfindet und abschlieBend via IR-Interface auf den PC iibertragen
wird. AbschlieBend wird mit Hilfe spezieller Software (Polar Equine Software 3.0)
ausgewertet.
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4.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der gemessenen Werte wurden mit dem GraphPad InStat
Programm am PC durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte, MW, mit den
zugehorigen Standardabweichungen, + SD, dargestellt.

Die jeweiligen Daten wurden zundchst mit Hilfe der Varianzanalyse auf signifikante
Unterschiede gepriift. Der Zwei-Gruppen-Vergleich wurde im Falle eines statistisch
signifikanten Wertes (p<0,05) mit dem nicht parametrischen zweiseitigen Wilcoxon-
Test durchgefiihrt.

Die Irrtumswahrscheinlichkeiten sind mit Sternsymbolen (#=p<0,05; #%=p<0,01;
##x=p<0,001) gekennzeichnet.
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5 Ergebnisse

Das Hypoxietraining der Haflinger verursachte Anpassungen der Sauerstoff-
transportkapazitit (Hamatokrit, Erythrozytenzahl, Himoglobinkonzentration) sowie
oxidativen Stress.

Auch bei den Maultieren wurden Anzeichen fiir Anpassungsmechanismen als
Reaktion auf oxidativen Stress (Anstieg der Vitamin C-Konzentration, Verminderung
der SOD-Aktivitit nach dem Hypoxietraining im Winter) gefunden.

5.1 Antioxidativer Status

5.1.1 Antioxidative Kapazitit (TEAC)

Als Reaktion auf eine im Vergleich zum Winter stirkere Belastung stieg die TEAC
im Blutserum nach dem Sommerhypoxietraining innerhalb der Haflingergruppe um
23 %, bei den Maultieren um 18 %, an. Die antioxidative Kapazitit wurde durch das
Hohentraining erhoht. Im Gegensatz dazu bewirkte das Winterhypoxietraining der
Maultiere keine Verdanderung (MvHo6: 0,51 = 0,03 mmol/l; MnHG6: 0,55 = 0,03
mmol/l, n=15), da, aufgrund der kiirzeren Tagesmirsche, die Tiere geringer belastet
wurden.

Nach dem Sommertraining war die TEAC der Maultiere (MvHG: 0,60 = 0,02 mmol/I;
MnH6: 0,71 = 0,02 mmol/l, n=9, #*) sowie der Haflinger (HvHo: 0,64 + 0,06
mmol/l; HnH6: 0,79 + 0,05 mmol/l, n=5, *) signifikant erhoht (Abb. 1).
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Abb 1.: Mittlere Konzentration der TEAC im Serum vor und nach dem Sommerhypoxietraining
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5.1.2 Antioxidativ wirksame Vitamine (Vitamin C und Vitamin E)

5.1.2.1 Vitamin C

Die Verdnderungen sind im Vergleich zur TEAC unterschiedlich. Maultiere reagieren
im Gegensatz zu den Haflingern mit einer signifikanten Erh6hung der Vitamin C-
Konzentration im Blutplasma im Winter. Die Zunahme im Sommer war fast genauso
stark ausgeprigt, jedoch aufgrund der grosseren Streuung nicht signifikant. Auf die
Vitamin C-Konzentrationen der Haflinger hat das Hypoxietraining keinen Einfluss.

Deutliche Unterschiede traten nach dem Hypoxietraining der Maultiere im Winter
(MvHO: 15,43 + 6,41 umol/l; MnH6: 24,51 = 7,56 umol/l, n=15, **) und im Sommer
auf (MvHo: 15,43 + 6,26 umol/l; MnHG: 23,69 = 10,49, n=9, Abb. 2).

Innerhalb der Haflingergruppe waren nach dem Sommerhohenaufenthalt keine
Unterschiede (HVHO: 19,04 + 5,82 umol/l; HnH6: 17,34 + 6,04 umol/l, n=5, Abb. 2)
zu bemerken.
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Abb 2.: Mittlere Konzentration von Vitamin C im Plasma vor und nach dem H6éhenaufenthalt

35



5.1.2.2 Vitamin E

Die Vitamin E-Konzentration des Serums ist die Bilanz aus Aufnahme (mit dem
Futter) und Verbrauch (als Antioxidanz). Eine Abnahme ist zu keinem Zeitpunkt nach
dem Hypoxietraining erkennbar.

Sowohl Winter- als auch Sommerhdhentraining hatten keine Auswirkungen auf die
mittleren Konzentrationen an Vitamin E innerhalb der Gruppen (Tab. 5).

Tab. 5: Konzentrationen von Vitamin E im Serum Mittelwert und Standardabweichung (pmol/l)

Vor Hohe Nach Hohe
Maultiere Winter 6,75 + 3,44 7,59 +2,93
(n=15)
Maultiere Sommer 5,31 + 1,40 5,02 +1,79
(n=10)
Haflinger Sommer 3,36 + 1,55 3,29 + 1,03
(n=5)
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5.1.3 Antioxidativ wirksame Enzyme

5.1.3.1 Superoxid-Dismutase (SOD)

Die SOD Aktivitit ist von der spiter diskutierten Regulation durch Vitamin C (vergl.
Abb. 2) geprigt.

Die SOD-Aktivitit im Erythrozytenhdmolysat nach dem Wainterh6hentraining der
Maultiere verringerte sich deutlich (MvHG6: 2,60 + 0,84 umol/s/mmol Hb; MnHo:
1,48 + 0,56 umol/s/mmol Hb, n=15, =%, Abb. 3).

Im Sommer waren keinen nennenswerten Verdnderungen der Aktivitit in
Maultiergruppe (MvH6: 1,27 = 0,54 pmol/s/mmol Hb; MnH6: 0,91 =+ 0,25
umol/s/mmol Hb, n=9) und Haflingergruppe (HvHO: 0,93 + 0,39 pumol/s/mmol Hb;
HnHo: 0,95 + 0,26 umol/s/mmol Hb, n=5, Abb. 3).
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Abb 3.: Mittlere Aktivitidt an SOD im Erythrozytenhdmolysat der Maultiergruppe.
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5.1.3.2 Glutathionperoxidase (GSHPx)

Das Hypoxietraining bewirkte keine signifikanten Verdnderungen der GSHPx-
Aktivitdt. Der Mittelwert der GSHPx-Aktivitit war nach dem Winterhypoxietraining
der Maultiere erniedrigt. Nach dem Sommerho6hentraining wurden in beiden Gruppen
erhohte Mittelwerte der Enzymaktivitit gemessen (Tab. 6).

Tab. 6: Aktivitit der GSHPx im Erythrozytenhdmolysat Mittelwert und
Standardabweichung (pmol/s/umol Hb)

Gruppe Vor Hohe Nach Hohe

Winter Maultiere 1,16 +0,29 0,99 +0,17
Sommer Maultiere 1,27 +0,36 1,45 +0,29
Sommer Haflinger 1,25 +0,11 1,41 +0,13

5.1.3.3 Katalase (CAT)

Die CAT-Aktivitdit ist in ihrem Verlauf der GSHPx &dhnlich. Nach dem
Winterhypoxietraining der Maultiere waren die mittleren Aktivititen des Enzyms
niedriger, nach dem Sommerhdhentraining bei Maultieren und Haflingern hoher.

Das Winterhohentraining bewirkt eine Erniedrigung des Mittelwertes der CAT-
Aktivitdt bei den Maultieren (MvHG: 110,33 + 34,73 nmol/s/umol Hb; MnH6: 99,11
+ 32,28 nmol/s/umol Hb, n=15, Abb. 4).

Nach dem Sommerhypoxietraining waren die Mittelwerte der CAT-Aktivitit erhoht
(MvH®6: 60,14 = 17,82 nmol/s/umol Hb; MnH6: 71,14 + 18,96 nmol/s/umol Hb, n=9)
und Haflinger (HvHO: 93,58 + 19,68 nmol/s/umol Hb; HnHo6: 107,75 = 16,21
nmol/s/umol Hb, n=5, Abb. 4).
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Abb. 4: Katalaseaktivitdt im Erythrozytenhdmolysat vor und nach dem Hohenaufenthalt
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5.2 Nachweise von Radikalfolgeprodukten

5.2.1 HNE modifizierte Proteine

Das Winterhypoxietraining stellt fiir die Tiere eine geringere physische Belastung dar,
als das Sommerhohentraining. Durch die unterschiedlich langen Nutzungszeiten
(mehr Tageslicht im Sommer, mehr Nutzung durch intensivere Truppenbewegungen,
langere Bewegungsmérsche da keine Schneebehinderungen) bewirkt das Sommer-
hypoxietraining einen stirkeren oxidativen Stress, als das Winterhdhentraining. Die
Haflinger sind dabei einer noch hoheren Belastung durch zusétzliche Nutzung als
Reittiere ausgesetzt. Aus diesem Grunde konnten beim Nachweis der
Radikalfolgeprodukte, HNE modifizierte Proteine und MDA, in dieser Gruppe
signifikant erhhte Werte gemessen werden.

Nach dem Hohenaufenthalt im Winter konnte bei den Maultieren im Plasma ein
niedrigerer mittlerer Wert gemessen werden (MvHG6: 0,052 = 0,033 OD 450 nm;
MnH&6: 0,038 + 0,021 OD 450 nm, n=15, Abb. 5).

Nach dem Sommertraining waren die Mittelwerte hoher, sowohl bei den Maultieren
(MvH6: 0,052 = 0,037 OD 450 nm; MnHG6: 0,077 = 0,034 OD 450 nm, n=9), als auch
bei der Haflingergruppe. Hier signifikant (HvH6: 0,038 = 0,032 OD 450 nm, HnHo6:
0,101 = 0,028 OD 450 nm, *, n=5, Abb. 5).
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Abb. 5: Mittlere Konzentration an HNE mod. Protein im Plasma vor und nach dem Héhenaufenthalt
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5.2.2 Malondialdehyd (MDA)

Bei den MDA-Konzentrationen im Erythrozytenhdmolysat deutet sich ein dhnlicher
Verlauf wie bei den HNE modifizierten Proteinen an. Die Verdnderungen sind nach
héherem oxidativem Stress im Sommer deutlicher, als nach geringerer Belastung im
Winter.

Die Maultiergruppe weist nach Beendigung des Winterh6hentrainings nur minimal
verdnderte Konzentrationen gegeniiber den Vorwerten auf (MvHo: 2,08 + 0,49
pmol/mmol Hb; MnH6: 2,26 + 0,40 pumol/mmol Hb; n=15, Abb. 6).

Nach dem Sommerhypoxietraining waren die gefundenen Ergebnisse bei der
Maultiergruppe identisch (Sommer MvHo6: 1,28 = 0,27 pmol/mmol Hb; Sommer
MnHG6: 1,27 + 0,26 umol/mmol Hb; n=9, Abb. 6).

Innerhalb der Haflingergruppe stieg die Entstehung von MDA signifikant an (HvHO6:
1,33 + 0,38 umol/mmol Hb; HnH6: 1,93 + 0,26 umol/mmol Hb; *; n=5, Abb. 6).
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Abb. 6: Konzentrationen von MDA im Erythrozytenhdmolysat vor und nach dem Hoéhenaufenthalt
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5.3 Parameter fiir Organschiden

Die Parameter fiir Organschéden, sind sich, mit Ausnahme der CK, in ihrem Verlauf
dhnlich. Bedingt durch die schon beschriebenen unterschiedlich starken Belastungen
wihrend des Hohentrainings im Winter und Sommer, traten nach dem
Winterhypoxietraining der Maultiere keine Verdnderungen der Aktivititen auf. Nach
dem Sommerhypoxietraining waren die Mittelwerte der Aktivititen von LDH, ALT
und AST, bedingt durch einen gesteigerten oxidativen Stress, erhoht (Tab. 7).

Bei der Messung von CK, LDH, ALT und AST wurden folgende Aktivititen
gefunden:

Tab. 7: Aktivitdt von CK, LDH, ALT, AST im Serum Mittlewert und Standardabweichung (nkat/1)

Gruppe CK LDH ALT AST

Winter 2240 +342 2754 + 637 113 +28 4654 + 766
MvHo

Winter 2270 + 585 3007 + 947 100 +30 4730 + 741
MnHo6

Sommer 2419 + 331 2907 +427 100 +26 4449 +442
MvHo

Sommer 2559 +266 3616 + 637 139 + 86 5001 +941
MnHo6

Sommer 4064 + 1082 6918 + 2554 153 +22 6691 +1020
HvHoO

Sommer 3676 + 531 9192 +3071 220 + 64 13679 + 3985
HnHo
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5.4 Erythrozytenzahlen, Himatokrit, Himoglobin

Die Verianderungen bei Héamatokrit, Erythrozytenzahlen und
Hamoglobinkonzentraton sind wie erwartet nach dem Winterhypoxietraining geringer
als nach dem Sommerhdhentraining. Hier wurden bei Maultieren erhdhte Mittelwerte
gemessen. In der Haflingergruppe waren die Anstiege signifikant. Dieser
Anpassungsmechanismus ist die Reaktion auf den Hypoxiereiz in Verbindung mit
der, im Sommer deutlich stirkeren, Trainingsintensitit.

5.4.1 Erythrozytenzahlen

Die Erythrozytenzahl verdndern sich nach dem Hohenaufenthalt der Maultiere im
Winter leicht (MvHG: 6,54 + 0,85 T/I; MnHG6: 6,35 = 0,80 T/1, n=15, Abb. 7).

Nach dem Sommerhypoxietraining haben sich die mittleren Erythrozytenzahlen der
Maultiergruppe erhoht (MvHG: 6,28 + 0,59 T/l; MnHG6: 6,50 = 0,50, n=9, Abb. 7).

In der Haflingergruppe steigen nach dem Hohenaufenthalt die Erythrozytenzahlen
signifikant an (HvHO: 6,14 + 0,48 T/1; HnHo: 7,43 + 0,32 T/1, n=5, **, Abb. 7).

Erythrozyten (T/I)

N W A~ O o N © ©
|

N

Winter MvHO Winter MnHO Sommer MvHS Sommer MnH6 Sommer HvHO Sommer HNHG

Abb. 7: Mittlere Erythrozytenwerte vor und nach dem Hohenaufenthalt in Tera/Liter (T/1)

Bei der Bestimmung der Erythrozytenzahlen im Herbst, zum Ende der Untersuchung,
haben die Werte aller untersuchten Gruppen wieder nahezu die Werte vor dem
Sommerhypoxietraining, 2,5 Monate vorher, erreicht (Maultiere Herbst: 6,21 + 0,69;
n=9; Haflinger Herbst: 6,34 + 0,62; n=5).
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5.4.2 Hamatokrit, Himoglobingehalt

Der Hamatokrit und die Hamoglobinkonzentrationen der Maultiere verdndern sich
infolge des Winterhypoxietrainings nicht.

Der Sommerhdhenaufenthalt bewirkt bei der Maultiergruppe eine Erhohung des
Héamatokrit- und Hamoglobin Mittelwertes. In der Haflingergruppe ist beziiglich
beider Parameter ein signifikanter Anstieg festzustellen (Tab. 8).

Tab. 8: Hamatokrit (Hkt) und Himoglobingehalt (Hb) im Blut, Mittelwert und Standardabweichung

Gruppe: Hkt (1/1) Hb (mmol/1)

Winter MvHO 0,32+ 0,05 7,71+ 1,03
Winter MnH6 0,32 |+ 0,04 7,88+ 1,03
Sommer MvHO 0,32+ 0,03 7,20 [+ 0,72
Sommer MnHo 0,34+ 0,03 7,67 |+0,63
Sommer HvHO 0,30 |+ 0,02 7,06 |+ 0,57
Sommer HnHO ** (0,36 [+ 0,02 * 8,29+ 0,39

Die Abschlussmessung im Herbst ergab fiir den Hématokrit beider Hohengruppen
nahezu wieder gleiche Prozentwerte, wie vor dem Hypoxietraining (Maultiere Herbst:
0,32 + 0,04 1/1, n=10; Haflinger Herbst: 0,31 = 0,03 1/1, n=5).

Bei der Endbestimmung der Hémoglobinkonzentrationen im Herbst liegen die
Messwerte bei allen Gruppen wieder deutlich unter den gefundenen Werten im
Sommer nach dem Hohentraining (Maultiere Herbst: 7,20 = 0,89 mmol/l, n=9;
Haflinger Herbst: 7,16 = 0,63 mmol/l, n=5), haben aber damit &hnliche
Konzentrationen wie vor dem Hohenaufenthalt erreicht.
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5.5 Beurteilung der physischen Leistungsfiahigkeit

Die festgestellten Verdnderungen beziiglich der Laktatkonzentration nach dem
Hypoxietraining weisen zwar in Richtung gesteigerter Leistungsfahigkeit, waren aber
nicht signifikant. Die Herzfrequenzabnahmen nach einer kurzen intensiven Belastung
waren nach dem Hohentraining gleich.

Mit den durch die Hypoxie ausgelosten Anpassungsmechanismen wird die
Sauerstofftransportkapazitit im Blut erhoht. Dadurch ist eine hohere
Leistungsfahigkeit moglich.

5.5.1 Laktatkonzentration nach standardisierter Belastung

Der Zeitpunkt TO zeigte in der Haflinger Hohengruppe nach durchgefiihrtem SET
einen geringeren Mittelwert nach dem Hypoxietraining an. Die Konzentration im Blut
stieg um 38 % (vHO: 9,58 + 3,77 mmol/l; nHo6: 6,12 + 1,29 mmol/l) weniger an. Im
Herbst hat der Laktatspiegel wieder dhnliche Konzentrationen wie im Winter oder vor
dem Hohentraining erreicht (Winter: 9,44 + 4,16 mmol/l; Herbst: 9,93 £+ 2,28 mmol/I,
Abb. 8).

16 -

14

12 +

Laktat (mmol/l)

10

Winter Sommer vHO Sommer nHO6 Herbst

Abb. 8: Laktatkonzentrationen im Blut zum Zeitpunkt TO (mmol/l)

Die Laktatkonzentrationen der Vergleichsgruppe zeigten zu keinem Zeitpunkt
signifikante Verdnderungen. Nach einer Erh6hung der mittleren Konzentrationen im
Sommer gegeniiber dem Winter, waren die Laktatwerte im Herbst dhnlich (Tab. 9)

Tab. 9: Laktatkonzentrationen der Vergleichsgruppe ohne Hypoxietraining Mittelwert und
Standardabweichung (mmol/l)

[T 0
Winter 8,22 + 3,92
Sommer 10,18 +5,03
Herbst 10,78 + 3,29
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5.5.2. Herzfrequenzabnahme nach standardisierter Belastung

Die Herzfrequenzabnahmen sind bei der Hohengruppe nach dem Hohentraining
unverdndert (VHO: 14,98 + 1,46; nHO: 15,40 = 2,54; n=5). Zu Beginn der Messperiode
im Winter und zu Ende im Herbst sind die Werte nahezu identisch (Winter: 16,24 =

1,73; n=5 Herbst: 16,23 = 2,06; n=4, Abb. 9).
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Abb. 9: Herzfrequenzerholungszeit der Haflinger-Hohengruppe

Bei der Vergleichsgruppe ergeben sich ebenfalls keine Verdnderungen. (Winter:

14,72 = 1,57; Sommer: 13,23 + 2,67; Herbst: 16,02 + 3,29; n=5, Abb. 10).
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Abb. 10: Herzfrequenzerholungszeit der Haflinger-Vergleichsgruppe
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6 Diskussion

6.1 Antioxidative Kapazitiit (TEAC), Vitamin C und Vitamin E

6.1.1 TEAC

Die TEAC im Serum setzt sich aus einer Vielzahl Antioxidanzien, wie z. Bsp.
Albumin, Bilirubin, Glutathion, Harnsdure und den Vitaminen C und E, zusammen.
Eine Verdnderung eines oder mehrerer dieser antioxidativ wirksamen Stoffe kann
deutliche Konzentrationsunterschiede bewirken. Da die einzelnen Komponenten
unterschiedlich reguliert werden, sind tierartlich und innerhalb der Spezies
Unterschiede denkbar. Dies erkldrt, dass die zu Beginn der jeweiligen
Hohenaufenthalte gemessenen TEAC-Werte (um 0,5 mmol/l) etwa 0,2 mmol/l héher
liegen, als in anderen Arbeiten von Brincker (2004) iiber Galopprennpferde oder
Stohrer et al. (2001) tiber Fohlen. Bei Schlittenhunden beispielsweise wurde eine
mittlere Konzentration von 0,8 mmol/l als Ruhewert gemessen (Stohrer et al., 2002).

Vier Tage nach Ende des Sommerhypoxietrainings war die TEAC sowohl in der
Maultiergruppe als auch in der Haflingergruppe signifikant angestiegen. Damit ist die
anfanglich gestellte Hypothese, dass sich das Hohentraining positiv auf die
antioxidative Gesamtkapazitit auswirken kann, bestétigt. Der antioxidative Status war
nach dem Sommerhypoxietraining verbessert.

Teilweise ldsst sich die gestiegene TEAC bei den Maultieren durch eine erhohte
mittlere Konzentration an Vitamin C nach dem Sommerhypoxietraining (s. Abb. 1)
erklaren. Bei der Haflingergruppe ist der TEAC Anstieg jedoch nicht auf
Verianderungen in den in dieser Studie gemessenen Antioxidantien wie Vitamin C-
oder Vitamin E zu erkldren. Es ist davon auszugehen, dass Erhohungen anderer
antioxidativ wirksamer Stoffen, einzeln oder in Addition, die gefundenen
Verianderungen ergaben. Das Winterhohentraining hatte keinen Einfluss auf den
antioxidativen Status.

Brincker (2004) untersuchte die TEAC bei Galopprennpferden nach physischer
Belastung und fand 20 Stunden nach einer Belastung ebenfalls keine Anderung der
TEAC-Konzentration. Durch den guten Trainingszustand der Pferde und die dadurch
schon grundsitzlich gesteigerte antioxidative Kapazitat, konnte hier wahrschweinlich
der auftretende oxidativen Stress kompensiert werden. Eine Verbesserung war nach
lediglich einer Trainingsbelastung nicht zu erwarten.

Im Gegensatz zu den hier ermittelten Daten stehen die Ergebnisse bei Schlittenhunden
von Stohrer et al. (2002), bei denen ein ausgeprigter Abfall der TEAC nach einem
Rennen gemessen wurde, was auf einen vermehrten Verbrauch von Antioxidanzien
durch die vermehrte Bildung von Sauerstoffradikalen schlieBen ldsst. Hier war der
auftretende oxidative Stress erheblich und die Tiere nicht geniligend trainiert, um
diesen abzuschwéchen.

46



6.1.2 Vitamine Cund E

Wie bereits erwidhnt zeigt die vorliegende Studie Erhohungen der Vitamin C
Konzentrationen in der Maultiergruppe, im Winter signifikant, nach dem
Hohentraining. Bei den Haflingern hingegen verringerte sich die mittleren
Konzentration an Vitamin C im Plasma (s. Abb. 2). Dies ldsst den Schluss zu, dass die
Haflinger im Gegensatz zu den Maultieren vermehrt Sauerstoffradikale bilden,
wodurch mehr Vitamin C als Antioxidanz verbraucht wird, was bewirkt, dass
lediglich nach dem belastungsédrmeren Hohenaufenthalt der Maultiere im Winter die
Konzentrationenen signifikant erhoht waren. Gestiitzt wird dies durch signifikante
Erhohungen an Radikalfolgeprodukten, HNE-modifizierte Proteine (s. Abb. 5) und
Malondialdehyd (s. Abb. 6) nach dem Sommerhypoxietraining der Haflinger, was
einen deutlichen oxidativen Stress zeigt. Eine Ursache dafiir ist die grofBere
korperliche Belastung, da die Haflinger wahrend des Hohenaufenthaltes nicht nur als
Tragtiere, sondern zusitzlich als Reittiere genutzt wurden. Hier war der oxidative
Stress grofer.

Moglicherweise hat diese spezielle Form des Trainings im Zusammenhang mit dem
Hohenaufenthalt einen steigernden Einfluss auf die Vitamin C Konzentration bei
Maultieren. In vitro Studien zeigten, dass die Vitamin C Synthese durch seine
Konzentration iiber einen Feedback Mechanismus kontrolliert wird (Banhegyi et al.,
1997). Exogen zugefiihrtes Vitamin C hétte demnach eine Erniedrigung der Vitamin
C Synthese zur Folge gehabt, die Konzentration im Plasma jedoch steigern konnen.
Da keine Futterumstellung wihrend des Hohentrainings erfolgte, scheidet diese
mogliche Ursache aus. Erhohte Konzentrationen wurden unmittelbar nach
korperlichen Belastungen gemessen und mit einer Regulation durch die
Nebennierenrinde (NNR) in Verbindung gebracht (Maxwell et al., 1993). Durch
Stresseinwirkung kommt es zur Ausschiittung des Corticotropin Releasing Factors
(CRF) aus dem Hypothalamus, welcher im Hypophysenvorderlappen  eine
Freisetzung des Adrenocorticotrophen Hormons (ACTH) bewirkt. Im Rattenversuch
verursachte die Verabreichung von ACTH eine Freisetzung des Vitamin C (Overbeek,
1985). 20 — 40 % des in der Nebenniere verfiigbaren Vitamin C werden ins Blut
abgegeben. Die Vitamin C Gehalte sind in der NNR mit 400 — 600 mg/100 g zwar
hoher als in der Leber (25 — 35 mg/100g), reichen jedoch in Anbetracht der
GesamtgroBe des Organs lediglich aus, den Vitamin C Spiegel in der NNR-Vene um
das maximal 3-fache zu steigern, was mdglicherweise einen Steuermechanismus
darstellt (Overbeek, 1985). Die Erhohung des Blutspiegels wird durch Freisetzung aus
der Leber (1-2 mg/100ml) erreicht und durch ACTH gefordert. Hier ist die
freigesetzte Menge ausreichend, um Anstiege im Blut zu bewirken (Overbeek, 1985).
Zum Anderen provoziert ACTH in der zona fasciculata der Nebennierenrinde die
vermehrte Ausschiittung von Cortisol. Cortisol erhéht unter anderem den
Glucosespiegel durch Stimulation der Glycolyse. Diese Stimulation bewirkt eine
erhohte Vitamin C Synthese (Banhegyi et al., 1996). Wickler et al. (2004) fanden
zwar nach 4 Tagen in 4800 m Hohe wieder eine Angleichung des, durch akuten
Hypoxiereiz und verringerten Sauerstoffpartialdruck (Wickler et al. 2004),
angestiegenen Cortisols auf Normalwerte, aber weiter erhohte Glucosespiegel als
Folge verstirkter Glycolyse durch Anstiege von Catecholaminkonzentrationen und
den Anstieg des Cortisolspiegels zuvor. Ein verminderter Verbrauch des Vitamins (als
Antioxidans) konnte bei gesteigerter Produktionsrate eine Erhohung der Plasma
Konzentration erkldren. Die Radikalmarker zeigten jedoch eine konstante Belastung
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durch Sauerstoffradikale und auch die iibrigen Ergebnisse deuten auf kein besonderes
Stressgeschehen hin.

In der Literatur finden sich, gegensétzlich zur vorliegenden Untersuchung, meist
Abnahmen der Vitamin C Konzentration nach einer physischen Belastung bei
verschiedenen Organismen (Gleeson et al., 1987, bei Menschen; Snow et al., 1987,
bei Pferden; Hargreaves et al., 2002, bei Pferden; Stohrer et al., 2002, bei
Schlittenhunden; Brincker, 2004, bei Pferden), was durchweg einen erhdhten
Verbrauch nach Belastung aufzeigt. Von unveridnderten Werten nach einem 1000 m-
Rennen berichtet eine Untersuchung an 44 Vollblutpferden (White et al., 2001),
welche durch ihren guten Trainngszustand diese Belastung gut kompensieren
konnten.

Beziiglich der Vitamin E Konzentration ergaben sich nach der Belastung nur sehr
geringe, nicht einheitliche Verdnderungen (s. Tab. 5), wie sie auch von Brincker
(2004) bei Pferden und Maxwell et al. (1993) beim Menschen beschrieben sind.
Auffallend ist, dass die Vitamin E Konzentration insgesamt mit Werten zwischen 3
und 7 pmol/l im Vergleich zu anderen Studien sehr gering war . Andere Autoren
fanden hohere mittlere Konzentrationen im Pferdeplasma von 12 — 16 umol/l
(McMeniman und Hintz, 1992; Brincker, 2004). Das Hypoxietraining hatte keine
Auswirkung auf den Gehalt an Vitamin E im Serum bei Haflingern und Maultieren.
Die Konzentration im Blut ist zunidchst von der Versorgungslage abhingig. Die
Qualitdt des angebotenen trockenen Griinfutters ist sehr unterschiedlich. Die
Bezugsquellen variieren und die Lagerzeiten sind verschieden. Hier sind sehr hohe
Schwankungen moglich. Die Menge an Vitamin E im Futter und die damit
verbundene Versorgungslage, haben Auswirkungen auf den Gehalt im Blut. Die
Vitamin E-Konzentrationen ergeben sich als Bilanz von Aufnahme und Verbrauch.
Eine starke Belastung bewirkt durch Auftreten eines grofen oxidativen Stresses zu
Abnahmen der Vitamin E-Konzentration. So wiesen Stohrer et al. (2002) nach einem
Schlittenhunderennen einen deutlichen Verbrauch nach.
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6.2 Induktion antioxidativer Enzyme (SOD, GSHPx, CAT)

Laut Askew (2002) bewirkt regelméBiges Ausdauertraining eine Erhohung der
Superoxiddismutase (SOD). Die Induktion der SOD wird durch Belastung erh6ht und
durch seine Reaktionsprodukte gehemmt (Higuchi et al., 1983; Fuchs und Borders,
1983). Einer erhohten Belastung durch Sauerstoffradikale wird somit durch eine
hochgeregelte SOD Aktivitit begegnet. Dieser Regulationsmechanismus hitte eine
Zunahme der SOD-Aktivitdt nach dem Hypoxietraining erwarten lassen. Nach dem
Winterh6hentraining der Maultiere nahm die Aktivitit des Enzyms jedoch signifikant
ab (s. Abb. 3). Eine Erkliarung dafiir liegt unter anderem in der Regulation von
Genexpression und Aktivitdt der SOD durch die Vitamin C Konzentration (Kao et al.,
2003). Kao et al. wiesen an in vitro Studien von Astrozyten nach, dass sich die SOD-
Aktivitdt in Abhdngigkeit von zugefiihrtem Vitamin C erniedrigt und auch die
Genexpression des Enzyms herunterreguliert wird. Nach dem Winterhypoxietraining
stieg die Vitamin C-Konzentration signifikant an (s. Abb.2). Dies verursachte die
verminderte SOD Genexpression und die geringere Aktivitit. Nach dem
Sommerhypoxietraining ergab sich nahezu keine Verinderung der SOD Aktivitit in
beiden Gruppen (s. Abb. 3). Untersuchungen nach intensiver Belastung bei
Hochleistungspferden (Balogh et al., 2001), Ratten (Alessio und Goldfarb, 1988) und
Menschen (Corbucci et al., 1984) zeigten dhnliche Ergebnisse. Wahrscheinlich sind
auch in der vorliegenden Studie Vitamin C Steuerungsmechanismen an den
unverinderten Aktivititen des Enzyms mit beteiligt. Ahnlich der SOD-Aktivitiit
scheint eine gesteigerte wochentliche Trainingsintensitidt die Enzymaktivititen von
GSHPx und CAT steigern zu konnen (Robertson et al., 1991) und eine
Hochregulierung zu bewirken.

Die vorliegende Studie ergab unterschiedliche tendenzielle Veranderungen in der
GSHPx- und Katalase- Aktivitit. Im Sommer zeigte sich zwar eine Erhohung der
mittleren Aktivitidt beider Enzyme nach dem Hypoxietraining bei Maultieren und
Haflingern, jedoch war die Belastung nicht ausreichend, um signifikante
Aktivitdtsveranderungen zu bewirken (Tab. 6; Abb. 4). Einen deutlichen Anstieg der
Enzymaktivititen nach intensiver korperlicher Belastung wiesen dagegen Hargreaves
et al. (2002) bei Pferden, Askew (2002) bei Menschen und Stohrer et al. (2002) nach
einem Schlittenhunderennen nach. Hier bewirkten starke physische Belastungen, die
mit hoher Bildungsrate von Sauerstoffradikalen einhergehen, signifikante Anstiege
der Enzymaktivitéten.

Die gefundenen tendenziell verringerten Enzym-Aktivititen von GSHPx und CAT
nach dem Winterhypoxietraining sind im Wesentlichen auf zwei Ursachen
zuriickzufithren: Einerseits war die Belastung nicht ausreichend, um eine
Enzyminduktion zu bewirken. Trotz ldnger dauerndem Hypoxietraining im Winter
war die korperliche Anstrengung im Sommer intensiver. Dies zeigt sich auch in der
mifBigen Entstehung von Radikalmarkern. Andererseits leistet auch die signifikante
Erhohung des Vitamin C Gehaltes (s. Abb. 2) einen entscheidenden Beitrag zum
verminderten oxidativen Stressgeschehen wéhrend des Winters.

In der Literatur sind jedoch auch Fallbeispiele beschrieben, in denen sich die

Enzymaktivititen nach Training nicht verdndern, wenn die Belastung nicht
ausreichend intensiv ist (Balogh et al., 2001; Taylor et al., 2003).
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6.3 Radikalfolgeprodukte (HNE-modifizierte Proteine und MDA)

Diese zwei Parameter beschreiben als Radikalmarker eine aufgetretene Freisetzung
von Sauerstoffradikalen und die Schiddigung von Zellmembranen. In
Gesamtbetrachtung mit dem Verbrauch an Antioxidantien, den antioxidativ titigen
Enzymen und den Verdnderungen der Parameter fiir Organschidigungen liefern sie
Hinweise auf die klinische Relevanz des oxidativen Stresses.

HNE-modifizierte Proteine und MDA sind bis heute selten untersuchte Parameter
beim Pferd und bisher beim Maultier nicht erforscht.

Der signifikante Anstieg an Malondialdehyd (MDA) in der Haflingergruppe
dokumentiert die erhdhte Belastung durch Sauerstoffradikale (s. Abb.6). Erhohungen
nach deutlichen physischen Belastungen stellten beispielsweise auch Marlin et al.
(2002) bei Pferden nach 140 km Reitstrecke sowie Alessio und Goldfarb (1988) in
einem Rattenversuch nach einer langfristigen Belastung liber 18 Wochen. Auch 16
Stunden nach Ende der Ausdauerbelastung waren die MDA-Werte noch signifikant
erhoht gegeniiber den Ausgangswerten vor der Belastung (Alessio und Goldfarb,
1988). Die Maultiergruppe wies nach dem jeweiligen Hohentraining keine
Verianderungen auf.

Die HNE-modifizierten Proteine (HNE-mod. Prot.) erh6hen sich ebenfalls signifikant
nach dem Sommerhypoxietraining in der Haflingergruppe. In der Maultiergruppe
steigen die mittleren Messwerte um 48 % an (s. Abb. 5). Dadurch wird in beiden
Gruppen eine erhohte Freisetzung von Sauerstoffradikalen belegt. Auch Stohrer et al.
(2002) fanden einen Anstieg der HNE-modifizierten Proteine im Blutplasma bei
Schlittenhunden 24 Stunden nach einer starken korperlichen Belastung. Interessant
war dabei, dass die Radikalmarker direkt nach dem Belastungsende geringere
Mittelwerte zeigten. Die Freisetzung von Sauerstoffradikalen nimmt zeitverzégert zu
und ist, wie in der vorliegenden Studie auch 96 Stunden nach Ende der Belastung,
noch teilweise signifikant erhoht. Es ist anzunehmen, dass auch dieser Zeitpunkt
keinen Maximalwert darstellt, jedoch eine Beurteilung erlaubt.

Nach dem Winterhypoxietraining der Maultiere wurden dagegen keine veridnderten
Werte an HNE.-modifizierten Proteinen gefunden. Die dadurch belegte nur méBige
Belastung mit Sauerstoffradikalen bestdtigen weitere, durch den Hdohenaufenthalt
nicht verdnderte Parameter flir Organschddigungen und die untersuchten
antioxidativen Enzyme. Eine Erkldrung ist einmal mehr die geringere korperliche
Belastung im Winter.
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6.4 Ausgewiihlte Enzyme zur Beurteilung von Organschidigungen

Anstiege von CK-, AST-, ALT- und LDH-Aktivitit im Serum koénnen auf
Schiadigungen in Herz- und Skelettmuskulatur, beziehungsweise Lebergewebe

hinweisen. Anstiege bis zum Dreifachen werden als geringgradig bezeichnet (Kraft
und Diirr, 1997).

Ahnlich den Verinderungen der antioxidativ wirksamen Enzyme GSHPx und CAT,
verlaufen auch die Aktivititsanderungen der Enzyme zur Beurteilung von
Organschddigungen. Grundsitzlich stehen erhdhten mittleren Aktivitdten nach dem
Sommerhypoxietraining unveridnderten Aktivititen nach dem Winterhypoxietraining
gegeniiber. Jederzeit sind die Verdanderungen jedoch als geringgradig zu bezeichnen.
Die Normalwerte der Haflinger liegen auf einem deutlich hoheren Niveau. Dies ist
Speziesbedingt und physiologisch (v. Rennenkampft, 1987).

Kreatinkinase (CK)

Die Kreatinkinasewerte sind, sowohl vor und nach dem Winter-, als auch dem
Sommeraufenthalt und bei allen Hohengruppen, nahezu gleich den jeweiligen
Ausgangswerten. 96 Stunden nach Ende des Hohentrainngs konnen anhand der CK
keine Anhaltspunkte fiir Schidigungen der Muskulatur diagnostiziert werden (Tab. 7).

Die Kreatinkinase (CK) wird regelmifBig zur Bestimmung von Schidigungen an
Herz- oder Skelettmuskulatur verwandt. Bestimmungen der CK-Aktivitit zeigen
schon nach einer 15miniitigen Belastung einen geringgradigen Anstieg, welche nach
24 Stunden wieder Normalwert erreicht hat (Kraft und Diirr, 1997). Durch diese, im
Gegensatz zu anderen Enzymen zur Beurteilung von Organschiddigungen, sehr kurze
Halbwertszeit, lassen sich besser relevante Aussagen beziiglich auftretender
Muskelschddigungen treffen. Eine Organzuordnung ist eindeutiger moglich. Daher
waren eventuelle, akut aufgetretene Aktivitdtserhohungen in dieser Studie zum
Zeitpunkt der Probennahme, 4 Tage nach Ende der Belastung, nicht zu erwarten. Nur
schwere und akute Muskelschidigungen, wie sie sich zum Beispiel nach
ungewohnten korperlichen Belastungen und trainingsinduzierten
Muskelzellapoptosen (Boffi et al., 2002) und auch bei Vitamin-E Mangel oder
Herzmuskelschdadigungen finden, hitten zu dieser Zeit eine erhohte Aktivitit
feststellen lassen.

Betrachtet man jedoch weitere Serumparameter, die in Kombination detailliertere
Aussage iiber spezifische Belastungen zulassen, verdndert sich der Eindruck, das
Hypoxietraining hitte keine Belastung dargestellt:

AST, ALT und LDH

Die Interpretation der Ergebnisse ist problematisch. Suchprogramme zum Abkliren
konkreter Organerkrankungen, wie aus der Kleintiermedizin bekannt, sind beim Pferd
nur bedingt anwendbar. Die ALT ist beispielsweise nicht so eindeutig Leberspezifisch
wie bei Hund und Katze (Kraft und Diirr, 1997). Erhohte Aktivitidten der AST eignen
sich bei dieser Tierart lediglich zur Leberdiagnostik, wenn Muskelschiddigungen
ausgeschlossen werden konnen. Eine angemessene Deutung sollte sich daher in
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Richtung Muskulaturschiddigung orientieren, da zudem kein auftreten klinischer
Erkrankungen beobachtet wurde, dass auf eine Fehlfunktion anderer Organe
Riickschliisse zugelassen hitte.

Durch die gefundenen Verdnderungen der Enzymaktivititen zur Bestimmung von
Organschidigungen wird eine Belastung wihrend des Sommerhypoxietrainings, vor
allem in der Haflingergruppe, erkennbar (Tab. 7). Die Aspartat-Amino-Transferase
(AST) ist zwar nicht organspezifisch, zeigt jedoch v. a. in Herz- und
Skelettmuskulatur hohe Aktivititen. Aufgrund ihrer langen Halbwertszeit ist sie flir
die Diagnose von Muskulaturschidigungen interessant. So steigen die Aktivititen z.
Bsp. bei Myopathien auch nach 24-48 Stunden noch deutlich an (Kraft und Diirr,
1997). Normalwerte werden erst nach 10-20 Tagen wieder erreicht. Ansteigende
Aktivitdten der AST sind, vor allem im Zusammenhang mit Erhéhungen der CK-
Aktivitdt und dem Auftreten von Lipid-Hydroperoxiden, als Indikator fiir die Existenz
und das MaB} von oxidativem Stress anzusehen (Hargreaves et al., 2002; Williams et
al., 2004). Die Verdnderungen der Konzentrationen im Serum der untersuchten
Gruppen des Sommeraufenthaltes zeigen nach Riickkehr vom Hohentrainng hohere
mittlere Aktivititen als zuvor. Haflinger reagieren insgesamt mit deutlicheren
Verdnderungen als die Maultiere. Hier kommt die grofere Belastung dieser Tiere zum
Ausdruck (Trag-, und Reittiere).

Die ALT Aktivitét ist grundsitzlich in ihrem Verlauf &hnlich der Aktivitdt von AST
und LDH. Dieser empfindliche Indikator fiir Myopathien und verstirkte
Beanspruchung oder degenerative Prozesse des Muskelgewebes zeigt nach dem
Sommerhohenaufenthalt tendenziell erhohte Aktivititen an, was eine maiBige
physische Belastung erkennen lasst.

Die Laktatdehydrogenase (LDH, gewebsunspezifisches Enzym) zeigt bei allen
Gruppen eine tendenziellen Erhohung der mittleren Aktivitit nach dem
Sommerhypoxietraining. Diese Tendenz ist am Deutlichsten in der Haflingergruppe
festzustellen. Wickler und Greene (2003) priiften die Verdnderungen der LDH bei 6
Pferden nach einem 9 titigen Aufenthalt mit submaximaler Belastung in 3800 m und
fanden ebenfalls nur geringfiigige Erhohungen.

Nach Untersuchungen zum antioxidativen Status von Neugeborenen und Jungtieren
interpretierten Stohrer et al. (2001) den Anstieg von CK und AST als Folge einer
erhohten Belastung durch Sauerstoffradikale. Die schon beschriebenen, darauf
folgenden Forschungen von Hargraeves et al. (2002) und Williams et al. (2004),
belegten ebenfalls den Zusammenhang von erhohten Enzymaktivitidten und erhohter
Entstehung von Sauerstoffradikalen. So sind auch in der vorliegenden Studie die
tendenziellen Verdnderungen auf die festgestellte teilweise Bildung von
Sauersoffradikalen zurlickzufithren, die durch die gefundenen Anstiege der
Radikalmarker bestitigt wurden. Insgesamt war der oxidative Stress jedoch nicht so
stark, um signifikante Anderungen der Aktivititen zu bewirken.

Nach dem Winterhypoxietraining der Maultiere dnderten sich die Aktivititen der
Enzyme nicht. Eine nachzuweisende physische Belastung blieb durch die
eingeschrinkte Trainingsleistung aus.
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6.5 Verinderungen der Erythrozytenzahlen nach dem Hypoxietraining

Die Erythrozytenzahlen (Ery) driicken sich auch durch den prozentualen Anteil des
Gesamtblutes, dem Hématokrit (Hkt), aus (Kraft und Diirr, 1997). Das Himoglobin
wird, als Bestandteil der Erythrozyten, mit einbezogen und die 3 Parameter begrifflich
als Erythrozytenzahlen zusammenzufassen. Inhaltlich und funktionell ist dasselbe
ausgedriickt.

Der Verlauf der untersuchten Parameter ist in den einzelnen Gruppen &hnlich. Das
Hypoxietraining beeinflusst die Erythrozytenzahlen bei den Maultieren und
Haflingern nicht einheitlich (Abb. 7). Maultiere reagieren teilweise mit tendenziellen
Erhohungen im Sommer, teilweise ohne Verdnderungen im Winter. In der
Haflingergruppe hingegen konnten bei allen drei Parametern signifikante Erh6hungen
festgestellt werden (Abb. 7; Tab. 8). Diese richtig einzuschitzen, kann gerade beim
Pferd auf Schwierigkeiten stolen. Die Einfliisse von Alter, Rasse,
Verwendungszweck und Trainingszustand sind sehr gro3. AuBBerdem ist zu beachten,
dass sich beim Pferd bis zu einem Drittel der gesamten Erythrozyten als Reserve in
der Milz gespeichert werden. Das fiihrt bei einer plotzlichen Ausschwemmung durch
Adrenalinschiibe zu erheblichen Verdnderungen der Werte im peripheren Blut
(Schifer, 1999). Der Volumenanteil der Blutzellen ist von der Erndhrung und von der
korperlichen Beanspruchung abhéngig. Im Training befindliche Tiere haben hohere
Hamatokritwerte als untrainierte. Die Untersuchungswerte selbst liegen im, in der
Fachliteratur angegebenen, Normbereich (Johnston, 1997). Wickler und Greene
(2003) beschrieben Anstiege des Hamatokrits von 34 auf 44 %, die lediglich auf
akutes Stressgeschehen zuriickzufiihren waren. In der vorliegenden Studie wurde bei
der Blutentnahme darauf geachtet, jegliche Aufregung vor der Blutentnahme zu
vermeiden um  diese mogliche Fehlerquelle zu  minimieren. Durch
Anpassungsmechanismen an die Hypoxie und das tigliche Training reagieren die
Tiere mit einer vermehrten Bildung und Freisetzung von Erythrozyten, wodurch der
Gehalt im Blut wihrend des Sommerhypoxietrainings zunimmt und der signifikante
Anstieg des Hamatokrits der Haflinger (um fast 21 %) sowie der Anstieg um 5 % in
der Maultiergruppe zu erklidren sind. Die Belastung wihrend des Sommers ist
regelméBig stirker als wéahrend des Winters, was durch die Nutzungsfrequenz der
Tragtiere begriindet ist. Im Sommer finden vermehrt Geldndemérsche mit
Tragtierversorgung statt. Zusitzlich werden die Haflinger noch intensiver, durch
regelmdfBige Nutzung als Reittiere, trainiert. Weitere Untersuchungen an Pferden
liefern regelmdBig dhnliche Ergebnisse, so beschreibt Kozlov (1997) einen
signifikanten Anstieg der Erythrozytenzahlen bei Trabern nach einem einmonatigen
Hohenaufenthalt. Auch Wickler et al. (2000) finden bei Pferden nach einem 9-tétigen
Hohenaufenthalt in 3.800 m einen signifikanten Anstieg der Erythrozytenzahlen.
Deutliche Erhéhungen bei Menschen nach korperlicher Belastung mit und ohne
Hohenaufenthalt beschreiben auch Boning et al. (1997). Eine spitere Arbeit von
Schena et al. (2002) stiitzt diese Untersuchung. Hier steigen Hamatokritwerte nach
einem Hohenaufenthalt von 9 Tagen Dauer in 3100 m teilweise signifikant an.

Welche Verinderungen nun auf den speziellen Hypoxiereiz oder Training
zuriickzufiihren sind, ist nicht zu klaren. Es ist bekannt, dass erhohte Konzentrationen
an Erythropoetin, dass die Erythrozytenzahl reguliert, bei Menschen ab einer Hohe
von 1780 m schon signifikant nach 6 Stunden gemessen (Ge et al., 2002) wurden. Ein
lediglich 3-tdtiger Hohenaufenthalt von Pferden bei 1900 m reichte nicht aus, um
Erhohungen des Erythropoetins zu bewirken (Foreman, 1999). Es ist also eine
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gewisse Zeit, Dauer und Belastung notwendig, damit Anpassungsmechanismen statt
finden kénnen. Hier deuten sich Unterschiede zwischen den Spezies an.

Die nahezu unverinderten Erythrozytenzahlen der Maultiergruppe im Winter, wie
auch die nur tendenziell erhohten Mittelwerte im Sommer, sind einerseits auf die
schon beschriebene geringere Trainingsleistung gegeniiber der Haflingergruppe
zuriickzufithren. Andererseits ist es moglich, dass die Maultiere nicht so intensiv auf
einen Hohenaufenthalt reagieren. Die grundsitzlich schon gegeniiber dem Pferd
erhohten Himoglobinkonzentrationen (Hurson et al., 2002) und die hdhere aerobe
Kapazitit der Muskulatur (Greene et al., 1995) stellen moglicherweise einen gewissen
Leistungsvorsprung dar, der die Hohenadaptation nicht so dringend notwendig macht.
Man kann davon ausgehen, dass eine Dosis-Wirkungskurve (Vogt et al., 1999) besteht
und dass damit die negativen Konsequenzen eines Aufenthaltes in mittlerer Hohe, wie
in der vorliegenden Studie, geringfiigiger sind.

Zur Beurteilung der mittelfristigen Auswirkung auf das rote Blutbild wurden die
Parameter 60 Tage nach Beendigung des Hypoxietrainings nochmals bestimmt und in
beiden Gruppen wieder Werte wie vor dem Hohentraining gemessen. Die maximale
Lebensdauer eines Erythrozyten, von bis zu 160 Tagen, erklért diese Ergebnisse. Mit
einem grofen nachhaltigen Effekt war 60 Tage nach Beendigung des Hohentrainings
nicht mehr zu rechnen.
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6.6 Auswirkungen des Hypoxietrainings auf die Leistungsfihigkeit

Die vorliegende Studie weist tendenziell erniedrigte Laktatkonzentrationen im Blut
der Haflinger nach einem einwdchigen Hohenaufenthalt auf (Abb. 8). Durch die
zwischen 34 und 55 Prozent erniedrigten Mittelwerte deutet sich ein positiver Effekt
des Hypoxietrainings auf die physische Leistungsfahigkeit an. Vervuert et al. (2005)
bestimmten mittels eines standardisierten Belastungstests (SET) stufenweise die
Leistungsfahigkeit und den Trainingseffekt einer wiederkehrenden Belastung iiber
einen Zeitraum von 4 Monaten bei zweijdhrigen Pferden. Hier konnten
Erniedrigungen der Laktatwerte gemessen werden. So nahmen die Laktatwerte nach
der Belastung zu Ende des Messzeitraumes auf 8,6 mmol/l gegeniiber 10,1 mmol/l zu
Beginn der Messungen ab. Verbesserte Leistungsfiahigkeit nach einem gezielten
Konditionsprogramm erzielten auch Trilk et al. (2002), die nach 8 Wochen eine
deutliche Verbesserung um 17% erreichten. Hierbei wurde ebenfalls die
Laktatbildung als limitierender Faktor gewahlt.

Auch Wickler und Greene (2003) stellten mit niedrigeren Laktatkonzentrationen den
positiven Effekt eines Hohenaufenthaltes bei Pferden fest. Schwierig zu beurteilen ist,
was normaler Trainingseffekt und was spezifischer Hohenreiz bewirkt. Insbesondere
bleibt unbeantwortet, ob dem austrainierten Organismus der zusitzliche Hypoxiereiz
einen trainingstechnischen Vorteil bietet. Hinweise liefert eine Studie mit trainierten
Radfahrern. Hier verbesserten die Sportler ihr Leistungsvermogen stirker nach einem
Hohentraining als nach dem gleichen Training in Normoxie (Terrados, 1992). In
Anlehnung hieran fanden Vogt et al. (1999) bei einer Trainingsstudie mit
Skirennfahrern in der Hypoxiegruppe eine deutliche Verbesserung der
Laktatsituation. Das Hypoxietraining ist bei alpinen Skirennfahrern wirksam.
Ahnliche Ergebnisse im menschlichen Muskelgewebe liefern Bender et al. (1989) und
Brooks et al. (1991) die sich in eine Hohe von 4300 m begaben und dort die
Auswirkungen auf Energieversorgung und Metabolismus untersuchten.

Foreman et al., (1999) fanden nach einem lediglich 3 Tage dauernden
Hohenaufenthalt von 1900 m eine erniedrigte Herzfrequenzrate bei Pferden nach
Belastung, was somit den positiven Effekt auf die Leistungsfahigkeit unterstreicht.
Ahnliche Ergebnisse sind auch aus der Humanforschung verdffentlicht. So entdeckten
Svedenhag et al. (1991) nach einem 2 Wochen dauernden Hohenaufenthalt signifikant
erniedrigte Herzfrequenzraten bei Bewiéltigung einer standardisierten Belastung. In
der vorliegenden Studie war dieser Effekt nicht nachzuweisen (Abb. 8; Abb. 9).
Interessant zu erwéhnen ist in diesem Zusammenhang eine Untersuchung von Hahn et
al. (2000). Hier wurde mit trainierten Sportlern der Effekt vom sog. “sleep high, train
low”-Verfahren (Levine und Stray-Gundersen, 2001; Schmidt, 2002), dem Aufenthalt
in 1800 m Hohe und Training unter hypoxischen Bedingungen innerhalb 23 Tagen
differenziert. Hier wurden durchweg hohere Werte bei der Laktatbelastung, als auch
der Herzfrequenzrate in der permanenten Hohengruppe gemessen. Dies zeigt
eindeutig eine schlechtere physische Leistungsfiahigkeit in der Hohe und damit
gleichsam die deutlichere Belastung. Um so beeindruckender ist dann die
Feststellung, dass so trainierte Sportler und auch Pferde, wieder in Meereshéhe durch
die stattgefundenen Adaptationsvorgéinge und damit verbundenen Verinderungen im
Organismus, wiederum Leistungsfahiger sind (Mellerowicz et al., 1970; Mizuno et
al., 1990; Svedenhag et al., 1991; Wickler et al., 2000).
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6.7 Gruppeninterne Gesamtbetrachtung

Das Hypoxietraining hatte durch die unterschiedlichen Bedingungen auch
unterschiedliche Auswirkungen auf die Haflinger und Maultiere im Winter- und
Sommerhypoxietraining. Hohenspezifische Krankheitssymptome, die sich u. a. in
Koliken oder Herz-, Kreislaufstorungen manifestiert hitten, traten nicht auf.

6.7.1 Sommerhypoxietraining Haflinger

Das Sommerhypoxietraining bewirkte in der Haflingergruppe einen signifikanten
Anstieg der antioxidativen Kapazitit, was jedoch nicht auf Erhohungen der
antioxidativ wirksamen Vitamine C und E zurlickgefiihrt werden konnte. Dies ist
umso erstaunlicher, da ebenfalls ein signifikant erhohtes Auftreten von
Sauerstoffradikalen (Anstiege von HNE-modifizierten Proteinen und MDA)
beobachtet wurde. Bestétigt wird dies durch tendenzielle Erh6hungen der Aktivititen
von AST, ALT und LDH. Durch den oxidativen Stress kommt es wahrscheinlich zur
Hochregulierung der Aktivitit der antioxidativen Enzyme GSHPx und CAT, die
somit vermehrt ROS abbauen und zur Verbesserung der Leistungsfahigkeit beitragen
konnen. Eine zusitzlicher positive Effekt des Hypoxietrainings liegt in der
signifikanten Erhohung der Erythrozytenmasse und der dadurch grundsitzlich
erhohten korperlichen Leistungsfiahigkeit. Dies wurde tendenziell durch die
Leistungstests bestétigt.

6.7.2 Sommerhypoxietraining Maultiere

Ahnlich der Haflingergruppe stieg auch die gesamte antioxidative Kapazitit der
Maultiergruppe nach dem Sommerhypoxietraining signifikant an. Hierfiir mit
verantwortlich ist eine Zunahme der mittleren Konzentration an Vitamin C. Die
dadurch ausgedriickte gute Situation des antioxidativen Status zeigte sich auch durch
den geringen oxidativen Stress, die nur tendenziell erhohten Aktivitdten von AST,
ALT und LDH im Serum und die tendenziell gering erhohten Aktivititen der
antioxidativen Enzyme GSHPx und CAT. Zusammenfassend hatte das Hohentraining
einen steigernden Einfluss auf den antioxidativen Status der Maultiere. Auch die
Erythrozytenmassen zeigten wie erwartet Erhohungen der Mittlewerte und lassen
somit eine tendenziell verbesserte korperliche Leistungsfihigkeit erwarten.

6.7.3 Winterhypoxietraining Maultiere

Durch die geringere Trainingsbelastung des Wintehypoxietrainings sind deutliche
Unterschiede gegeniiber dem Sommerhohentraining erkennbar. Ein signifikanter
Anstieg der Vitamin C-Konzentration nach dem Hypoxietraining hitte eine ebenfalls
erhohte TEAC vermuten lassen. Diese verdnderte sich jedoch nicht. Die Aktivitét der
SOD wurde, beeiflusst durch den Vitamin C Anstieg, herunterreguliert. Tendenzielle
Abnahmen der HNE-modifizierten Proteine und gleich bleibende MDA-
Konzentrationen zeigen eine gegeniiber dem Zeitpunkt vor dem Hypoxietraining
geringere Belastung mit Sauerstoffradikalen, was auch eine mogliche Ursache fiir die
tendenzielle Aktivitdtsabnahme von GSHPx und CAT darstellt. Erhohungen der
Erythrozytenmasse waren nicht zu erwarten.
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6.8 Kritische Beurteilung

Um die physische Leistungsfdahigkeit zu iiberpriifen wurde unter den gegebenen
Umsténden ein Feldversuch durchgefiihrt. Ein Problem stellt dabei das Einhalten von
standardisierten Versuchsbedingungen beziiglich der Untersuchung der physischen
Leistungsfahigkeit ohne Laufband dar. Es wurde versucht, gleiche Belastungen zu
erzielen. Trainingseffekte deuten sich an, konnen aber nicht unzweifelhaft belegt
werden.

Urspriinglich sollten die Maultiere ebenfalls in die Untersuchungen beziiglich der
Leistungstests (Laktat- und Herzfrequenzerholungszeiten) untersucht werden. Es
stellte sich jedoch nach einigen langwierigen Vorversuchen heraus, dass es unmoglich
war, die Tiere zu longieren. Dies lag zum Einen daran, dass sie niemals zuvor longiert
wurden, zum Anderen an der bekannten schlechten Fiihrbarkeit der Maultiere, was
auch anderen Autoren Probleme bereitete (Wickler und Greene, 2003).

Die Hohe und Dauer des jeweiligen Versuchs war ausreichend, um teilweise
signifikante Ergebnisse zu liefern, jedoch hétten sich festgestellte Tendenzen
ausprigen und Ergebnisse deutlicher werden kdnnen, wenn die Hohe groBer und/oder
die Dauer linger gewesen wire. So ergab eine Studie an Pferden beziiglich der
Erythrozytenzahlen nach 9 Tagen in 4800m Hohe deutlichere Ergebnisse (Wickler et
al., 2002).

6.9 Ausblick

Die Untersuchungen liefern interessante und neue Ansatzpunkte flir weiterreichende
Forschungen. Die Kombination von Training und Hypoxiereiz hat vermutete positive
Effekte bestétigt, die es dem Pferd und Maultier ermdglichen, auftretenden oxidativen
Stress effizienter zu bewiltigen und dadurch Schiddigungen zu minimieren. Die
positiven Auswirkungen des Hypoxietrainings scheinen die auftretenden Schiden zu
iiberwiegen.

Darliber hinaus sind ROS an Gewebeschiddigungen, an verschiedenen
Krankheitsbildern und am Alterungsprozess mit beteiligt (Arrigoni und De Tullio,
2002). Lang andauerndes Training von mittlerer Intensitdt wirkte sich positiv auf die
Lebensdauer von Ratten aus (Holloszy, 1993). Beim Menschen reduziert es die
Haufigkeit von Krebs und Herz-Kreislauferkrankungen und erhoht dadurch die
Lebenserwartung (Sarna et al., 1993; Blair et al., 1995; Goto et al., 1999). Speziell
durch Hohenaufenthalt wurde eine signifikant reduzierte Rate an Myocardinfarkten
und Sterblichkeiten an HerzkranzgefdBerkrankungen gefunden (Moret, 1980; Heath
und Williams, 1981). Die genauen Mechanismen, die fiir diese verbesserte
Herzgesundheit verantwortlich sind, wurden jedoch bis heute nicht entdeckt.
Diskutiert wird der effizientere Energiestoffwechsel in der Hohe, vor allem bei
intermittierender Hypoxie (Zhuang und Zhou, 1999). Speziell der bisher nicht
untersuchte Regulationsmechanismus des Vitamin C auf die SOD-Aktivitit birgt
interessantes Potential fiir weitere Untersuchungen.
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7 Zusammenfassung

Freie Radikale und aktivierte Sauerstoffmolekiile werden kontinuierlich als
Nebenprodukte des physiologischen und pathologischen Stoffwechsels gebildet.
Starke korperliche Belastung verstiarkt deren Bildung. Auch das Hohentraining stellt
einerseits eine starke korperliche Belastung dar, die zu oxidativem Stress fithren kann,
andererseits erhoht es die physische Leistungsfahigkeit.

Es sollte die Hypothese gepriift werden, dass durch das routineméBige
Hypoxietraining der Bundeswehr die physische Leistungsfiahigkeit der Tragtiere
erhoht sowie der korpereigene Schutz gegen Sauerstoffradikale verstirkt wird.
Maultiere und Haflinger, die als Tragtiere in Bundeswehrnutzung eingesetzt werden,
absolvierten ein mehrtigiges Hohentraining (Hohe: 1700 - 2300 m). Die Tiere wurden
dabei unterschiedlich stark belastet: im Winter (kiirzere Tagesmérsche, nur Maultiere,
tiber 10 Tage); im Sommer (ausgiebige Tagesmérsche, Maultiere und Haflinger, {iber
7 Tage).

Jeweils vor und nach dem Hypoxietraining wurden als Nachweis fiir auftretenden
oxidativen Stress Radikalmarker (HNE-mod. Proteine im Plasma und MDA im
Erythrozytenhdmolysat) gemessen. Der antioxidative Status wurde mittels Aktivititen
antioxidativer Enzyme im Erythrozytenhdmolysat (GSHPx, SOD, CAT) und der
gesamten antioxidativen Kapazitdt im Serum (TEAC), einschlieBlich der Vitamine C
(Plasma) und E (Serum), bestimmt. Zur Einschitzung von Organschiddigungen
dienten die Aktivititsmessungen von CK, AST, ALT und LDH im Serum. Ein
Einfluss der Hypoxie auf die Sauerstofftransportkapazitit wurde durch Bestimmung
der Verénderungen von Héamatokrit, Erythrozytenzahlen und
Hamoglobinkonzentration untersucht. Messungen von Laktatkonzentration (im
Vollblut) und Herzfrequenzabnahme nach definierten Belastungen dienten zur
Beurteilung der physischen Leistungsfahigkeit.

Eindeutige Nachweise fiir Sauerstoffradikalbelastungen lieferten die signifikanten
Anstiege von MDA innerhalb der Haflingergruppe nach dem Sommerhdhenaufenthalt
(HvHo: 1,33 = 0,38 umol/mmol Hb.; HnHG6: 1,93 + 0,26 pumol/mmol Hb., n=5, *) und
von HNE-modifizierten Proteinen (HvHG: 0,038 + 0,032 OD 450 nm; HnH6: 0,101 +
0,028 OD 450 nm, n=5, *).

In der Maultiergruppe waren die MDA Konzentrationen nach Sommer- und
Wintertraining unverdndert. Die Mittelwerte der HNE-modifizierte Proteine waren im
Sommer erhoht. Die Enzymaktivitit der SOD verringerte sich nach dem
Hohenaufenthalt der Maultiere im Winter signifikant (MvHO6: 2,60 = 0,84
umol/s/mmol Hb., MnH&6: 1,48 + 0,56 pmol/s/mmol Hb., n=15, **). CAT und
GSHPX zeigten keine eindeutigen Verdnderungen.

Die TEAC war nach dem Sommerhypoxietraining in beiden Gruppen signifikant
erhoht (MvHo6: 0,60 = 0,02 mmol/l; MnH6: 0,71 = 0,02 mmol/l, n=10, **; HvHO:
0,64 = 0,06 mmol/l; HnH6: 0,79 = 0,05 mmol/l, n=5, *). Die Vitamin C-
Konzentration zeigte einen signifikanten Anstieg innerhalb der Maultiergruppe im
Winter (MvHO: 14 = 6 umol/l; MnHo6: 23 = 6 umol/l, n=15, **). Die Vitamin E
Gehalte verdnderten sich nicht. Auch die CK-Aktivititen dnderten sich zu keinem
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Zeitpunkt.  AST-, ALT- und LDH-Aktivititen zeigten nach dem
Sommerhohentraining hohere Mittelwerte. Im Winter traten keine Veridnderungen auf.

Die erwartete Erhohung der Sauerstofftransportkapazitit (Hkt, Ery, Hb), wurde nur in
der Haflingergruppe signifikant nachgewiesen (Hkt: HvHG: 0,30 + 0,02 I/I; HnHo6:
0,36 + 0,02 I/, n=5,**; Ery: HvHO: 6,14 + 0,48 T/I; HnHo6: 7,43 £+ 0,32 T/1, n=5, **;
Hb: HvH6: 7,06 = 0,57 mmol/l; HnHG6: 8,29 + 0,39 mmol/l, n=5,*%). Nach dem
Winterhypoxietraining wurden keine Verdnderungen in der Maultiergruppe
festgestellt.

Eine Verbesserung der physischen Leistungsfahigkeit konnte nicht signifkant
nachgewiesen werden. Der niedrigere Mittelwerte der Laktatkonzentrationen nach
dem Sommerhypoxietraining der Haflinger konnte dennoch auf eine verbesserte
Trainingssituation hinweisen.

Oxidative Schéadigungen haben, vor allem beim Sommerhypoxietraining der
Haflinger, stattgefunden. Dies ist auch auf die, gegeniiber den Maultieren stéirkere
Belastung durch zusétzliche Nutzung als Reittiere, zuriickzufiihren. Es ist davon
auszugehen, dass eine grossere Hohe wund/oder eine ldngere Dauer des
Hohenaufenthaltes deutlichere Verdanderungen bewirkt hétte.

Grundsitzlich ist ein Hypoxietraining bei Tragtieren dazu geeignet, den
korpereigenen Schutz gegen Sauerstoffradikale zu erhdhen. Dies belegen die teilweise
signifikant angestiegenen Vitamin C Konzentrationen und TEAC-Werte, sowie
tendenziell erhdhten Aktivitdten von GSHPx und CAT.
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7 Summary

The effects of hypoxia training on oxidative stress and physical performance in
mules and Haflinger horses.

Free radicals and activated oxygen molecules are continuously produced as
byproducts of the physiological and pathological metabolism. Extensive physical load
increases the production of those products. On one hand training in high altitude
represents an intense physical pressure, which might result in oxidative stress; on the
other hand it improves the physical performance.

In the present study, it should be evaluated if the routinely training of pack-animals in
high altitude increases the physical performance and the self protection against ROS.
Mules (M) and Haflinger horses (H), which are used as pack-animals from the
German Army, attended a training in high altitude of several days' duration
(Elevation: 1700 - 2300 m). The physical load varied for the animals: during winter
(short day trips, only mules, duration over 10 days); during summer (extensive day
trips, mules and Haflinger horses, duration over 7 days).

To demonstrate the possible occurrence of oxidative stress, radical markers (HNE-
modified proteins in the plasma and MDA in the erythrocyte haemolysate) were
measured before and after the training at high altitude. The antioxidative status was
determined by measuring the activities of antioxidative enzymes in the erythrocyte
haemolysate (GSHPx, SOD, CAT) and the total antioxidative capacity in the serum
(TEAC, SAOC) as well as ascorbic acid (AA, plasma) and serum alpha-tocopherol.
To evaluate organ damages, the activities of CK, AST, ALT and LDH were measured
in the serum. The influence of hypoxia on the capacity of oxygen transportation was
determined by measuring alterations of packed cell volume (PCV), the number of
erythrocytes (Ery) and the concentration of hemoglobin (Hb). Measurement of the
lactate concentration (whole blood) and the decrease of the heart rate after a defined
standardized exercise test (SET) were used to judge the physical performance.

The significant increase of MDA (H pre alt: 1,33 = 0,38 pmol/mmol Hb; H post alt:
1,93 + 0,26 umol/mmol Hb, n=5, *) and of HNE-modified proteins (H pre alt: 0,038 =
0,032 OD 450 nm; H post alt: 0,101 = 0,028 OD 450 nm, n=5, *) within the group of
Haflinger horses after the altitude training during summer provided clear evidence for
the burden caused by ROS.

Within the group of mules, the concentrations of MDA remained unaltered after the
training in summer and winter. The average values of the HNE-modified proteins
were increased during summer. The enzymatic activity of SOD reduced significantly
after the altitude training of the mules during winter (M pre alt: 2,60 = 0,84
umol/s/mmol Hb., M post alt: 1,48 + 0,56 umol/s/mmol Hb., n=15, **). CAT and
GSHPx did not show distinct changes.
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The TEAC values increased significantly for both animal groups after altitude training
in summer (M pre alt: 0,60 = 0,02 mmol/l; M post alt: 0,71 = 0,02 mmol/l, n=10, **;
H pre alt: 0,64 = 0,06 mmol/l; H post alt: 0,79 £ 0,05 mmol/l, n=5, *). Within the
group of mules, a significant increase of the vitamine C concentration in winter (M
pre alt: 14 = 6 umol/l; M post alt: 23 = 6 pumol/l, n=15, **) could be demonstrated.
The vitamin E values remained unaltered.

The CK activities did not change at all. The mean values of the AST-, ALT- and LDH
activities were increased after the altitude training in summer, whereas no changes
could be demonstrated in winter.

The expected increase of the oxygen transportation capacity (PCV, Ery, Hb) could
only be demonstrated significantly within the group of Haflinger horses (PCV: H pre
alt: 0,30 = 0,02 I/1; H post alt: 0,36 + 0,02 1/1, n=5,**; Ery: H pre alt: 6,14 + 0,48 T/I;
H post alt: 7,43 + 0,32 T/1, n=5, **; Hb: H pre alt: 7,06 £ 0,57 mmol/l; H post alt:
8,29 £ 0,39 mmol/l, n=5,%). . No changes were observed within the group of mules
after the altitude training during winter.

A significant improvement of the physical ability could not be demonstrated.
However, the low mean values of the lactate concentrations after summer altitude
training of the Haflinger horses could indicate an increased training situation.

Oxidative damage occurred mainly for the Haflinger horses during the summer
altitude training. This is also traced back by the fact that, in contrast to the mules, the
Haflinger horses were also used for riding. It can be assumed that a higher altitude
and/or a longer duration of the altitude training would have resulted in more
significant changes.

In general, the hypoxia training can be used to increase the natural self protection
against oxygen radicals. This is documented by the partly significant increase of the
vitamine C concentration and TEAC-values as well as the slightly increased activities
of GSHPx and CAT.
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