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1 Einleitung

Starke physische Belastung resultiert sowohl bel Menschen als auch bei Tieren in einer
gesteigerten Genese von Sauerstoffradikalen (Cheeseman und Slater, 1993; Ji, 1995). Un-
tersuchungen an Galopprennpferden bestétigen, dass auch diese Tiere wahrend eines ma-
ximalen Trainings verstarkt oxidativem Stress ausgesetzt sind, verursacht durch eine er-
hohte Synthese von freien Radikalen (Jones und Linstedt, 1993).

Eine Supplementierung mit Antioxidantien verringert oxidativen Stress bei korperlicher
Belastung. Durch nutritive Aufnahme von Antioxidantien kann der antioxidative Schutz
des Organismus verbessert werden, und eine schnellere Regeneration von Gewebeschéden,
die durch Sauerstoffradikale entstehen, ist denkbar (Snow, 1990).

In dieser Studie soll die Wirkung der Aminosaure L-Glutamin auf den antioxidativen Sta-
tus des Galopprennpferdes untersucht werden. Glutamin dient as Substrat fur die Glutathi-
onsynthese, dem wichtigsten intrazelluldr wirksamen antioxidativen System, und hat zahl-

reiche andere positive Stoffwechsel funktionen.

Vergleichbare Studien an Pferden liegen nicht vor. Die vorliegenden Untersuchungen stel-
len eine Pilotstudie dar, um erste Erkenntnisse Uiber den Einsatz von Glutamin zur Verbes-

serung des antioxidativen System bei Pferden zu gewinnen.

Die Supplementierung von Glutamin bei Galopprennpferden kdnnte vielversprechend sein.
Kommt es Uber eine Erhdhung der Glutaminzufuhr zu einer Verbesserung des antioxidati-
ven Schutzes besteht die Moglichkeit, durch diese nutritive Beeinflussung den oxidativen
Stress und seine Folgen nach extremer physischer Belastung bei den Pferden zu reduzie-

ren.



2 L iteratur Gbersicht

2.1 Bildung von Sauer soffradikalen bel physischer Belastung

Unter physiologischen Bedingungen werden frele Sauerstoffradikale wahrend des norma-
len Zdlstoffwechsels erzeugt (Halliwell und Gutteridge, 1985). Die Bildung von Sauer-
stoffradikaen erfolgt bei einigen Stoffwechselprozessen in der Zelle zwangslaufig. Hierzu
gehdren der Prozess der mitochondrialen Atmungskette sowie Detoxifikationsprozesse
Uber das Zytochrom P-450 System der Mitochondrien, der Abbau von Purinen mittels der
Xanthinoxidase (McCord, 1985) und die Arachidonsdurekaskade, in der die Enzyme Cyc-
looxygenase und Lipooxygenase von entscheidender Bedeutung sind. Auch im Anschluss
an die Phagozytose von Leukozyten, insbesondere der neutrophilen Granulozyten und
M akrophagen, werden Radikale gebildet (McCord, 1993). Unter physiologischen Bedin-
gungen wird der Organismus durch ein vielseitiges antioxidatives Schutzsystem vor An-
griffen durch aktive Sauerstoffstufen geschiitzt. Die Entwicklung dieser Schutzsysteme
stellten wahrend der Evolution in der sauerstoffreichen Atmosphére einen Selektionsvorteil
dar (Stohrer et a., 2002). Werden zu viele und/oder zu lange freie Radikale gebildet, ver-
sagen die Schutzmaf3nahmen des antioxidativen Systems. Es entsteht eine Imbalance zwi-
schen dem Auftreten von freien Radikalen und den antioxidativen antiradikalischen
Schutzmal3nahmen. Diesen Zustand nennt man oxidativen Stress (Viguie, 1993; Halliwell,
1997; Ohlenschl&ger, 2000). Die nun im Einzelnen beschriebenen Mechanismen stehen in
direktem Zusammenhang mit der Synthese einer hohen Anzahl von freien Radikalen und
der Entstehung von oxidativem Stress wéahrend einer starken physischen Belastung des

Organismus.

Davies et al. (1982) wiesen nach, dass eine starke physische Belastung in einer verminder-
ten mitochondrialen Atmung resultiert, es zu einer vermehrten Bildung von freien Radika-
len kommt und erhdhte Konzentrationen an Lipidperoxid-Produkten gebildet werden. Die
Hauptursache dieser vermehrten Bildung freier Radikale wahrend physischer Anstrengung
liegt in der Bildung von O," aus O, innerhalb der oxidativen Phosphorylierung in den Mi-
tochondrien (Jenkins, 1988; Sjodin et a., 1990).



Alle vielzelligen lebenden Systeme nutzen den atmosphérischen, molekularen Sauerstoff
(Oy) as Oxidans, as Elektronenakzeptor im Rahmen der biologischen Oxidation in den
Mitochondrien der Zellen zur Gewinnung ausreichender Wachstums- , Differenzierungs-
und Lebensenergie, die in Form energiereicher Phosphate (ATP, GTP u.a.) gespeichert
wird. Diese lebenswichtige Reaktion lauft unter physiologischen Bedingungen, sorgféaltig
kontrolliert in mehreren Zwischenstufen, in den Mitochondrien ab. Von NADH, Sukzinat
und anderen Elektronendonatoren werden Elektronen Gber mehrere Redoxkomplexe auf
Sauerstoff Ubertragen, wobei schliefdich Wasser entsteht. Etwa 3% des Elektronentransfers
kann dabei zur Bildung von Sauerstoffradikalen (O,), und anderen reaktiven Sauerstoff-
produkten (z. B. H,O,) fuhren (Boveris et al., 1975). Nur 2-4% der freigesetzten Radikale
gelangen ins Zytosol und werden dort von weiteren antioxidativen Schutzsystemen abge-
fangen. Bel maximaler Muskelarbeit nimmt der Sauerstoffverbrauch in den Mitochondrien
bis auf das 100fache des Ruhewertes zu. Die parallel vermehrte Freisetzung von Sauer-
stoffradikaen ins Zytosol Ubersteigt dann leicht die Kapazitdt der antioxidativen Systeme
und verursacht oxidativen Stress (Davies et a., 1982; Chandan, 1995).

Der Abbau von Purinen Gber das Enzym Xanthinoxidase stellt, im Verlauf einer Ischdmie
und Reperfusion, eine weitere Quelle fir die Entstehung von Sauerstoffradikalen, insbe-
sondere nach physischer Belastung, dar. Barcley et al. (1991) stellten einen direkten Zu-
sammenhang zwischen einer erhdhten Aktivitat der Xanthinoxidase und der Ermudung der
Skelettmuskulatur fest. Durch den ischémiebedingten Energiemangel wéhrend maximaler
Muskelarbeit, wird die Synthese von ATP gestort, worauf durch Nukleotid- Abbau Adeno-
sin Monophosphat (AMP), Adenosin, Inosin und Hypoxanthin gebildet werden. Durch die
Ischamie wird die Umwandlung des Enzyms Xanthindehydrogenase, das besondersin den
Mikrogefélien lokalisiert ist und Elektronen auf NAD+ Ubertragt, in die Xanthinoxidase
Form induziert. Im Verlauf der Reoxygenierung katalysiert das Enzym Xanthinoxidase
erst die Entstehung von Xanthin aus Hypoxanthin und dann die Bildung von Harnsiure,
wobei es Elektronen direkt auf molekularen Sauerstoff transferiert und Sauerstoffradikale
gebildet werden (Kelly, 1993; Glrke et al., 1995). Eine Erhéhung von Hypoxanthin, Xan-
thin und Harnséure im Blut von Rennpferden wurde nach unterschiedlichen physischen
Belastungen gemessen (Mills et al., 1996).



Bei einer Uberanstrengung der Skelettmuskulatur, verursacht durch ein ,overtraining”,
kommt es zu Schéden in den Muskelzellen, die nach der physischen Belastung regeneriert
werden missen. Die Antwort des Organismus auf diese Strukturverénderungen in den
Muskelzellen kann auch a's akute Entziindungsreaktion beschrieben werden (Evans et al.,
1991; Smith, 1991). Diese Reaktion beinhaltet unter vielen anderen Reaktionen die Infilt-
ration von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen in die Muskelzelle (Belcastro et
al., 1996). Leukozyten, insbesondere neutrophile Granulozyten, und Makrophagen sind zur
Phagozytose befahigt. Nach deren Aktivierung werden OH - Radikale, Wasserstoffperoxid
(H205) sowie Superoxid (O ') tiber die membrangebundene NADPH-Oxidase unter hohem
Sauerstoffverbrauch erzeugt. Dieser Vorgang wird as , respiratory burst“ bezeichnet. Aus
dem freigesetzten Wasserstoffperoxid (H20.) wird in Anwesenheit von Chloridionen (CI),
katalysiert durch die Myeloperoxidase, hypochlorige Séure (HOCI) gebildet. Neben der
Abt6tung von Bakterien kdnnen die produzierten Sauerstoffradikale mit anderen Zellstruk-
turen reagieren und diese schadigen (McCord, 1993). In der Muskelzelle wurde aufgrund
der Reaktion von Zellstrukturen mit diesen Radikalen ein Integritdtsverlust der Muskel-
zellmembran festgestellt (Ebbeling et al., 1989).

2.2 Bedeutung von Sauerstoffradikalen bei physischer Belastung

Freie Radikale sind Molekile oder lonen, die ein ungepaartes Elektron enthalten, und in
der Regel eine hohe Reaktivitét zeigen. Die haufigsten Sauerstoffradikale sind das Super-
oxidanion (O;"), Wasserstoffperoxid (H,O,), das hochreaktive Hydroxylradikal (OH™)
und der Singulett-Sauerstoff (*O,). Radikale kdnnen sofort mit Membranlipiden, Proteinen
und Nukleinsduren reagieren. Besonders gravierend ist die tumordse Entartung des Gewe-
besinfolge von oxidativen Veranderungen und Schéadigungen an Nukleosiden und Nukleo-
tiden, also an DNA-/RNA- Strukturen und den damit verbundenen Veranderungen, wie
zum Beispiel Ausldschungen biologischer Informationen und genetischer Grundregulatio-
nen (Ohlenschlager, 2000).

Akute Schaden, wie sie bei extremer physischer Belastung auftreten, beruhen im wesentli-
chen auf einer Reaktion der Sauerstoffradikale mit ungeséttigten Fettséuren in Zellmemb-
ranen (Davies et al., 1982). Dies kann zum Verlust der Zdlintegritét und zur Freisetzung
intrazellulérer Bestandteile fuhren (Halliwell und Chirico, 1993). Eine verstérkte Bildung



von Lipidperoxidationsprodukten ist folglich nach starker physischer Belastung bei ver-
schiedenen Spezies nachzuweisen (Brady et al., 1978; Davies et al., 1982; Saminen et al.,
1983; Lovlin et al., 1987; Sen et d., 1994; Millset al., 1996; Ledf et al., 1997; Chiaradia et

al., 1998).

In der Skelettmuskulatur wurde, verursacht durch oxidativen Stress, eine Herabsetzung der
muskuldren Kontraktilitét festgestellt (Jacinto und Jandhyala, 1994).

Tab. 1: Nachweis der Lipidperoxidation nach physischer Beastung bei verschiedenen Spezies (Stoh-

rer et al., 2002).

MDA:

GSH:
GSSG:
T-GSH:

Pentan, Athan: entsteht aus Membranlipiden durch Angriff von Sauerstoffradikal en.

Modell

Maus

Ratte

Ratte

Pferd

Pferd

Pferd

Mensch

Mensch

Mensch

Belastung
Laufband

Laufband

Laufband

Laufband

Training

Training

Laufband

Ergometer

Ergometer

Madondialdehyd, entsteht aus Membranlipiden durch Angriff von Sauerstoffradi-

kalen.
reduziertes Glutathion (siehe Text).
oxidiertes Glutathion (siehe Text).

Gesamtgl utathion (Summe aus GSH und GSSG).

M esspar ameter
T MDA

1+ MDA, GSSG/T-GSH

1 MDA

1 Lipidperoxide, Hypoxanthin
1 MDA, T-GSH

1 MDA

1 Pentan, Athan

1 MDA, T-GSH, GSSG/T-GSH

1 MDA,GSSG

Probenmaterial
Muskel

Muskel, Herz,
Plasma
Muskel, Leber
Plasma
Plasma
Erythrozyten
Atemluft

Plasma

Plasma

Literatur
Samine et d.,
1983

Sen e d.,
1994

Davies et dl.,
1982

Mills et d.,
1996
Chiaradia et
al., 1998
Brady e d.,
1978

Leaf e 4d.,
1997

Sen e d.,
1994

Lovlin et dl.,

1987
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2.3 Vorkommen von Antioxidantien

Der lebende Organismus verfugt Uber eine Vielzahl von antioxidativ wirksamen Substan-
zen, die entweder vom Korper selbst synthetisiert werden oder exogen tber die Nahrung
aufgenommen werden (Sen et al.,1994).

Antioxidantien werden Verbindungen genannt, die selbst oxidiert werden und damit andere
Substanzen vor der Oxidation bewahren konnen (Sen, 1995). Fast alle Bestandteile der
Zéelle, wie Proteine, Lipide, Kohlenhydrate und Nukleinsauren missen vor Oxidation ge-

schiitzt werden.

Die Antioxidantien werden in zwei grof3e Gruppen unterteilt. Dabei unterscheidet man
enzymatisch wirksame Antioxidantien, wie die Superoxidismutase, die Glutathionperoxi-
dase und die Catalase, von den nicht enzymatischen Antioxidantien (Halliwell und Gutte-
ridge, 1990; Chow, 1991; Michiels et d., 1994). Zu dieser grofien Gruppe werden die Vi-
tamine, wie Vitamin C und Vitamin E, andere Naturstoffe, wie Flavonoide und Tannine,
gezahlt. Weiterhin gehoren organische Molekiile wie Harnséure, L-Cystein, L-Methionin,
Liponsdure und das reduzierte Glutathion zu den nicht enzymatischen Antioxidantien.
Daruber hinaus kdnnen bestimmte synthetische Stoffe und Arzneimittel antioxidativ wirk-

sam sein (Ohlenschl&ger, 2000).



11

24  Stoffwechsel und Wirkung von Glutathion

=H

' |
MHg O CHy O

~ 00C —CH— CHy —CH, — C— NH—CH— C —NH—CH, — C0OO0™

Glutarmin Cystein Glycin

Abb. 1: Strukturformel des Tripeptidsy-Glutamylcysteinglycin in der reduzierten Form

Im Zentrum des komplexen Schutzsystems vor freien Radikalen gegen oxidativen Stress
steht die korpereigene Substanz, das Glutathion, als reduziertes Glutathion (GSH; Elstner,
1990). Glutathion ist das prominenteste zelluldre Thiol in allen Geweben (Mester und An-
derson, 1984). Es handelt sich um ein Tripeptid aus Glycin, Cystein und Glutamat dessen
y-Carboxylgruppe die Peptidbindung eingeht. GSH erreicht eine relativ hohe intrazellulare
Konzentration von 0,5 - 10 mmol/l und liegt in der Zelle als reduziertes GSH, oxidiertes
GSH (GSSG) oder in Form von gemischten Disulfiden vor, wobei intrazellulér der grofite
Anteil als reduziertes GSH vorliegt (Ohlenschlager, 2000).

Die Funktionen von GSH in verschiedenen reduzierenden Stoffwechselprozessen sind
vielseitig. GSH hélt in allen biologischen Kompartimenten das physiologische Redoxmi-
lieu Uber das regulierende Redoxsystem GSH--gemischte Disulfide--GSSG aufrecht
(Cotgreave and Gerdes, 1998; Droge et al., 1998). Durch dieses so wichtige negative Re-
doxpotential wird eine Konformationsoptimierung und Konformationserhaltung fur Protei-
ne und Enzyme erreicht (Dolphin et al., 1989). Weiterhin ist GSH fur den Aminoséure-
transport Uber den y-Glutamylzyklus wichtig (Sies, 1999). Es optimiert das Milieu und
mehrere Mechanismen der Genregulation und steuert physiologisch die Apoptose (Arrigo,
1999; Sen et al., 1999). GSH bildet Chelate mit toxischen Schwermetallen, entgiftet sie
und macht sie dadurch ausscheidungsféhig. Weiterhin ist GSH Partner fur ale wichtigen
Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen (Gilbert, 1995). Seine wichtige Wirkung als Antioxi-

dans wird spéter im Einzelnen beschrieben (siehe 2.5).
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Glutathion wird in fast allen Zellen des Organismus synthetisiert. Eine besonders hohe
Syntheserate ist in der Leber nachgewiesen (Sies, 1999). Intrazellulér wird es Uber zwel
ATP-abhéngige Reaktionen synthetisiert. Die erste Reaktion katalysiert, Gber das Enzym
y-Glutamylcystein-Synthetase, die Bildung von y-Glutamylcystein aus Glutamat und
Cystein. In der zweiten Reaktion erfolgt die Bildung von GSH durch die GSH-Synthetase
(Griffith, 1999). Dabei aktiviert ATP die Carboxylgruppe des Cysteins und ermdglicht ihr
dadurch die Kondensation mit der Aminogruppe des Glycins. Die Bildungsrate von GSH
wird Uber enen Feedback Mechanismus durch GSH selbst, welches die
y-Glutamylcystei n-Synthetase hemmt, und tber die Bioverfligbarkeit seiner Substrate kon-
trolliert (Shan et a., 1990).

Der Abbau von GSH, oxidiertem GSH (GSSG) und S-substituiertem GSH erfolgt durch
das Enzym y-Glutamyl-Transpeptidase. Das aktive Zentrum dieses Enzyms befindet sich
auf der extrazelluléren Seite der Plasmamembran. Fir die Reaktion findet eine Transloka-
tion des Glutathions durch die Plasmamembran statt. Das Enzym katalysiert dann den
Transfer der y-Glutamyl-Gruppe von GSH zu einer a-Aminogruppe einer Akzeptoramino-
sdure, zum Beispiel Cystin oder Glutamin (Gul et al., 2000). Die y-Glutamylaminosduren
werden dann von den Zellen anderer Organe aufgenommen und zu 5-Oxoprolin zyklisiert,
wobei die transportierte Aminosaure freigesetzt wird. Schliefdlich wird die Peptidbindung
des 5-Oxoprolins in einer ATP-abhangigen Reaktion, die Glutamat regeneriert, hydroly-
siert. Alton Meister (1984) zeigte, dass diese Reaktionen einen y-Glutamylzyklus bilden
(siehe Abb. 2).

Einige Zellen besitzen die Fahigkeit, GSH aus dem Plasma direkt aufzunehmen. Dieser
Vorgang erfolgt Uiber ein Na'-abhéngiges Transportsystem ( Lash und Jones, 1984; Hagen
et al., 1988). Nachgewiesen wurde dieser Transportmechanismus in einer grof3en Anzahl
von epitheialen Geweben, wie im proximalen Tubulus der Niere, in den Alveolen, im
pigmentierten Epithel der Retina, in Muskelzellen und in den Enterozyten des Dinndarms
(Hagen et al., 1986; Lash et a.,1986).

Der Plasmaspiegel des GSH wird in erster Linie von der Leber, dem Organ mit der héchs-
ten GSH Syntheserate, und der Niere bestimmt (Inoue et al., 1983). Untersuchungen ver-
schiedener Abschnitte des Blutsystems an Ratten zeigten wesentlich hohere GSH-
Plasmakonzentrationen in den Lebervenen as in den Arterien (Meister, 1984). Dagegen

wurden in den Venen der Nieren nur ein Gehalt von 20% des GSH gemessen im Vergleich
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zu den Konzentrationen der Nierenarterien (Scott und Curthoys, 1986). Ein GSH-Export
konnte auf¥erdem in Fibroblasten (Bannai und Tsukeda, 1979) und lymphoiden Zellen
nachgewiesen werden (Griffith et al., 1979).

Intrazelluldr wird GSH durch die selenabhéngige Glutathionperoxidase (GSHPX) zu
GSSG oxidiert. Dieses Enzym katalysiert die Reduktion von H,O, und anderen Peroxiden.
GSSG kann auch Uber eine Transhydrogenierung gebildet werden. Die Reduzierung von
GSSG efolgt uUber eine GSSG-Reduktase welche Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat (NADPH") verbraucht. Eine Bildung von GSSG aus GSH kann aber auch direkt
durch eine Reaktion von Sauerstoffradikalen mit GSH erfolgen.

o G-Phozphoglucanst

+
N&DP+H
I §re
(RS) il
. NADP
¥ Xenohiotics) o7 = Gluc-6-Phos.
- _
K‘% - ADP4Pi
y-Glu-Cys-Gly ,-—-—N

X I are
\ A Gly
I[[ Cysh-Gl
¥ Y\i":vsh

-GU-Cysh pppap
Cys-Hofp— Cys;Gly

. y-Glutamyl-Zykius
g -iEIU- 20
-G Cys-Gly

Moo Cys-X >\
o \K‘_'S-Oxu:upru:ulin ATP

ATP

ADP+Fi

Abb.2: Glutathion Metabolismus (modifiziert nach Meister, 1984).

l. v-Glutamyl-Cystein-Synthetase;
. Glutathion-Synthetase;

1. Glutamyl-Transpeptidase;

IV.  Transhydrogenase;

V. Glutathion-Peroxidase;

VI.  Glutathion-Disulfid-Reduktase
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2.5 Antioxidative Wirkung von Glutathion

- 2H= aoxidiette Form
[3-5-5-G]

S CYE

+ 2H=
GLY reduzierte Form GLY
[ESH)

Crridiertes Glutathion (G-5-5-3)

Feduzietes G. Reduziertes G.
GEH) [ZSH)

Abb. 3: Das oxidierte und reduzierte Glutathion (Ohlenschl&ger, 2000)

Das Glutathion-System zahlt zu den wichtigsten zelluléren Antioxidantien des Organismus
(Hughes et al., 1990; Reed, 1990). Eine entscheidende Bedeutung fir diese Funktion be-
sitzt die Sulfhydryl (SH-) Gruppe der Cysteinylreste, die bei physiologischem ph in undis-
soziiertem Zustand (pk 9,12) vorliegt. Diese SH-Gruppe wirkt als Elektronendonator.

GSH kann als Co-Faktor der selenabhangigen GSH-Peroxidasen fungieren, um H,O, zu
entgiften (Flohe et al., 1976). Dieses Enzym ist im Zytoplasma, in der mitochondrialen
Matrix der Zellen (Wendel, 1980) und im Blutplasma nachgewiesen (Takahashi et al.,
1988). Ein zweites Enzym, welches diese Reaktion katalysieren kann, ist die GSH-
Transferase. Sie ist in hoher Konzentration in der Leber, Niere und im Darm enthalten
(Burk und Lawrence, 1978).

H.O, -2 GSH — GSSG + 2 H,0
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GSH kann mit fast allen im Organismus auftretenden freien Radikalen und aktivierten

Sauerstoffstufen reagieren.

Mit folgenden Radikalen und anderen reaktiven Sauerstoffspezies reagiert GSH:

§ Superoxyd-Anion-Radikal (O')
§ Perhydroxyl-Radikal ("O.H)

§ Wasserstoff-Peroxid (H205)

§ Hydroxyl-Radikal (HO)

§ Singulettsauerstoff (*O,)

§ Ozon (Oy)

§ Lipidradikale (L")

Be solchen direkten antioxidativen Reaktionen des GSH kann es selbst zu GSSG oxidiert
werden (Ohlenschlager, 2000). Gebildetes GSSG wird wieder Uber die Glutathion- Reduk-
tase unter NADPH-Verbrauch zu GSH reduziert.

Eine weitere wichtige antioxidative Wirkung des GSH ist die Féhigkeit des Redox-
Recyclings in hydrophilen Kompartimenten (Sen et a., 1994). Im Einzelnen betrifft dies
das Vitamin C, Flavonoide und Vitamin E, wenn diese durch Reaktionen mit Sauerstoffra-
dikalen selbst zu Radikalen geworden sind (siehe Abb. 3; Gul et al., 2000). Vitamin E
liegt, obwohl es ein fettlédliches Vitamin ist, mit seinem Chromanring an der Phasengrenze
zwischen Membranlipiden und Membranproteinen. Dies ermdglicht, dem GSH phasen-

Ubergreifend mit dem Chromanring zu reagieren.
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PUF A,
peroxides or
RS
PUFA,
peroxides . . G5H
or ROS Vit E Vit
nappt PLF&,
/' alcohols
k MADPH
Wit E
Wit. E .
PUF A&, e Gese
alcahalz Wit E

Abb. 4: Zentrale Rolle des Glutathion im antioxidativen System.

PUFA: Mehrfach ungeséttigte Fettsduren
ROS: Freie Radikale (mod. Nach Gul et al., 2000)

Bei der Lipidreparatur, die ein enzymatisches Schutzsystem darstellt, sind neben nicht-

enzymatischen Antioxidantien wie Vitamin E, vor allem die selenabhangigen Glutathion-

Peroxidasen und GSH al's Coenzym eingeschaltet (Gul et a., 2000). Folgende Enzyme und

GSH sind in den komplexen Prozess der Lipidreparatur eingeschaltet:

§ PLA2 (Phospholipase A,)

8 PLHG-Px (Phospholipid-Hydroperoxid-GSH-Peroxidase, ein selenabhéngiges En-

zym)
8 m-GSH-tr (Mikrosomale GSH-Transferase)
§ GSH-Px (selenabhéngige GSH-Peroxidase)

8§ GSH-tr (Zytosolische GSH-Transferase)

Wie Abb. 5 zeigt, kann das Phospholipid-Hydroperoxid (1) durch PLHG-Px (2) oder durch
MGSH-tr (3) zu dem Phospholipid-Hydroxid (I1) reduziert werden. Analog kann das Li-
pidperoxid (I11) durch GSH-Px (4), PLHG-Px (2),GSH-tr (5) und durch m-GSH-tr (3) zum



17

Lipidhydroxid (1V) reduziert werden. Die Phospholipase A, hydrolysiert sowohl Phospho-
lipid-Hydroperoxid (1) zu Lipidperoxid (1) und Lysophospholipid (V), as auch Phospho-
lipid-Hydroxid (1) zu Lipidhydroxid (IV) und Lysophospho-Lipid (V). Zytotoxische Al-
dehyde, die als Bruchstiicke ungeséitigter Fettsduren bei der Lipidperoxidation entstehen
konnen, werden durch die GSH-Transferasen und durch GSH selbst detoxifiziert (Oh-
lenschlager, 2000).

~oH
o]
\ AN A w
5N * ZYPLHG-px i B
0\ Q —_— of
p; < Aym-GSHr np
K w\D TAVAVANV AN ANV "¢ o %_\/V\f\/\/\/\/
o]
PyPLA2 Phasphaolipid-Hydraperaid Phospholipid-Hydroid
Hyerolyse Reduk‘tu:un—’ 1IPLA2 E O
° g W
_OW O =
Lipidperaoxid Lipicheedroid
4] GSH-px T
ISV B N+
S)GSH-Ar N 4-/
'h—t_x Im-GSHAr
hs

ofD by O\/OJ/O
SO ANAAAS PAAAWY

L h ho-Lipid
Lysophospho-Ligid FEOpnEEEia-H

Abb. 5: Diein dieLipidperoxidation e ngeschalteten Schutzenzyme (Mod. nach Ohlenschl&ger, 2000)
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2.6  Bedeutung von Glutathion bel physischer Belastung

Starke physische Belastung fiihrt zu einem erhdhten O,.Konsum. Dieser steigt beim Pferd
bis auf einen 30-fachen Wert an und verursacht eine erhdhte Produktion an freien Radika-

len mit verstérkter daraus resultierender Peroxidation von Lipiden (Butler et al., 1993).

Physische Belastung kann infolge einer starken Erhéhung des Sauerstoff-Konsums oxida
tiven Stress verursachen (Liu et al., 2000). Oxidativer Stress wird auch definiert as ein
Zustand, in dem der Organismus sein physiologisches GSH/GSSG Verhéltnis nicht mehr
aufrechterhalten kann (Ji und Fu, 1992; Reed, 1990) oder die Konzentration an GSSG stark
ansteigt (Hughes et a.,1990). Eine Verminderung des intrazelluldren GSH/GSSG Redox-
Potentials stellt einen sensiblen Indikator fir oxidativen Stress dar (Hughes et al., 1990;
Neu et d., 1997).

Extreme physische Belastung ruft einen starken Anstieg von GSSG im Blut und in der
Skelettmuskulatur beim Menschen hervor (Lew et d., 1985; Gohil et al., 1988; Sahlin et
al., 1991; Ji und Fu, 1992). Ahnliche Messungen wurden auch bei Rennpferden durchge-
fuhrt (Chiaradia et al., 1998).

GSH ist essentiell fur den Schutz vor Lipidperoxidation in den Mitochondrien, da diese nur
eine geringe Aktivitét der Cataase zeigen (Sen et a., 1994). Kommt es zu oxidativem
Stress, erfolgt intrazelluldr die Oxidation von GSH zu GSSG. Das gebildete GSSG kann
wieder Uber die GSH-Reduktase, in Anwesenheit von NADPH, zu GSH reduziert werden.
In einer extremen Stoffwechselsituation wird die Kapazitét der Zelle, GSSG zu reduzieren,
Uberstiegen und es kommt zu einem Anstieg der GSSG-Konzentration. Dies beruht im
wesentlichen auf der verminderten Bereitstellung von Reduktionsaquivalenten in Form von
NADPH (Ohlenschlager, 1991). Eine Erhohung der GSSG-Konzentration und niedrigere
Werte von Total-GSH (GSH + GSSG) nach starker physischer Belastung wurden im Her-
zen, in der Skelettmuskulatur und in der Leber festgestellt (Ji et al., 1992; Ji und Fu, 1992;
Sen et al., 1992). Ist die Konzentration an GSSG zu stark angestiegen, kommt es zu eéinem
GSSG-Efflux aus der Zelle ins Blutplasma Ein Anstieg der GSSG-Konzentration im
Plasma wurde bei Tieren nach physischer Belastung gemessen (Lew et al., 1985; Lew und
Quintanilha, 1991; Sen et al., 1994).
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Die GSH-Syntheserate der Leber ist sehr hoch. Trotzdem konnte nach physischer Belas-
tung auch in diesem Organ ein Abfall des GSH gefunden werden.

Verursacht durch oxidativen Stress kommt es zu einem Efflux von GSH aus der Leber,
welches dann anderen Organen, mit einer geringeren GSH-Syntheserate zur Verfligung
steht. Der Export von GSH aus der Leber wurde als protektive Antwort auf oxidativen
Stress beschrieben (Sen et a., 1992). Studien an hepatektomierten Ratten zeigten, dass die
GSH-Konzentration des Herzens bel oxidativem Stress auf den Leber-GSH-Efflux ange-
wiesen ist (Kretzschmar et d., 1992).

Ein Abfall der GSH-Konzentration fuhrt zu einer verstrkten Schéadigung des Gewebes,
durch freie Radikale. Folgen sind ein Strukturverlust der Membranen und intrazellul&rer
Enzyme (Halliwell und Gutteridge, 1989). Eine exogene Zufltterung von GSH konnte
zwar keine Veranderung der Ausdauer bel einer extremen Anstrengung von zwei Stunden
zeigen (Sen et a., 1994), dlerdings war der in anderen Studien zu messende Efflux des
antioxidativ wirkenden Enzyms Superoxid-Dismutase aus den Mitochondrien ins Plasma
geringer und ein Aktivitétsabfall von GSH-PX vermindert.

NAC (2-mercapto-propionyl Glycin) wirkt als Promotor der GSH-Synthese durch Bereit-
stellung von Cystein. Nach oraler Gabe von NAC konnte, infolge physischer Belastung,
eine verminderte GSH-Oxidation festgestellt werden (Sen et al., 1994). Diese Ergebnisse
zeigen, dass das GSH-System eine wichtige Schutzfunktion bel korperlicher Anstrengung
darstellt.
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2.7  Stoffwechsel und Wirkung von L- Glutamin

Abb. 6: L-Glutamin (GlIn.)

Bei der Aminosdure L-Glutamin handelt es sich um eine glucogene Aminoséure, diein der
Literatur den , nicht essentiellen* Aminosauren zugeteilt wird. Der Anteil an freien Amino-
sauren in der Muskelzelle wird zu 50% von Glutamin gestellt, im Plasma betragt er 20%
und in der Leber nur 15% (Roth et al., 1990; Smith und Panico, 1985).

In der Regulierung der Glutaminkonzentration des Organismus kommt der Skelettmusku-

latur durch ihre hohe Syntheserate eine besonders wichtige Bedeutung zu.

Glutamin spielt eine wichtige Rolle in vielen physiologischen Stoffwechselprozessen. Die
Glutaminsynthetase ist in einer Vielzahl von Geweben wie Gehirn, Muskulatur und Nieren
sowie Leber nachweisbar. Das durch Aminierung aus Glutamat gebildete Glutamin wirkt
vor allem as Aminogruppendonator mit Hilfe von Glutaminamidotransferasen bei der Bio-
synthese von Proteinen, Purinen, Pyrimidinen und anderen Aminosduren (Nurjhan et al.,
1995; Welbourne, 1987). In der Niere besitzt es eine Funktion ds Ammoniakquelle bei der
Séaure-Basen-Regulation und als Ammoniaktransportstoff von peripheren Organen (Gehirn,
Muskulatur) zur Leber und zum Gastrointestinaltrakt. In der Leber wirkt es al's Substrat fiir
die Gluconeogenese (Ross et d., 1967). Fur Zellen mit hoher Proliferationsrate, wie Darm-
zellen (Windmdller, 1982) und aktivierten Lymphozyten (Newsholme et al., 1985), stellt
Glutamin eine wichtige Energiequelle fir deren Teilung dar. Nachgewiesen wurden aul3er-
dem regulatorische Funktionen. Glutamin erhdht die Proteinbiosynthese (Jepson et al.,
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1988) und vermindert den Proteinabbau in der Skelettmuskulatur (McLennon et al., 1987).
Seine Rolle als Substrat bel der Glutathion Synthese wird spéter genau beschrieben (siehe
2.8).

Der Abbau von Glutamin erfolgt erst durch hydrolytische Spaltung in Glutamat und Am-
moniak. Die Reaktion wird durch das Enzym Glutaminase katalysiert. Anschlie?end er-

folgt die Bildung von a-Ketoglutarat durch eine Transaminierung des Glutamates.

Exogen zugefiihrtes Glutamin wird Uber ein natriumabhéngiges Transportsystem im Burs
tensaum des Darmes aufgenommen. Die Menge an Glutamin, welches das Portal-Blut er-
reicht, ist abhéngig von der zugefiihrten Konzentration (Souba et a., 1990). Darmzellen
weisen eine hohe Aktivitét der phosphatabhéngigen Glutaminase auf (Windmueller, 1982).
Dieses Enzym ist an der inneren Membran der Mitochondrien lokalisiert und wird aktiviert
durch Glucokortikoide (Fox et al., 1988), Glukagon (Geer et d., 1988) und die zugefuhrte
Nahrung (Salloum et al., 1989). Es spaltet den Kohlenstoff in Kohlendioxid und Stickstoff
in Ammoniak (38%), Zitrullin (28%), Alanin (24%) und Prolin (7%) (Windmueller, 1982;
Windmueller und Spaeth, 1980). Bei einer zugefihrten Konzentration von 6 mmol/l Glu-
tamin wurden nur ein Drittel des Glutamins dem vendsen Blut zugefiihrt. Bei einer zuge-
fuhrten Konzentration von 45 mmol/l konnten jedoch mehr als zwei Drittel des Glutamins

im vendsen Blut nachgewiesen werden (Windmueller und Spaeth, 1980).

Hauptreservoir und Regulator der Glutamin-Homeostase bildet die Skelettmuskulatur
(Griffiths, 2001). Glutamin wird in hohen Raten synthetisiert und dann ins Plasma trans-

portiert, um anderen Organen mit einer niedrigeren Syntheserate zur Verfligung zu stehen.

Die erste Reaktion eines Organismus auf Trauma, operative Eingriffe, andere katabole
Stoffwechsellagen und extrem langanhaltende physische Belastung, ist der Export von
Glutamin aus der Muskulatur in das Plasma (Smith und Wilmore, 1990). Daraus resultiert
ein verstérkter Proteinabbau und eine , de novo“-Synthese von Glutamin aus den freige-
setzten Aminosduren. Extreme Stoffwechsellagen kénnen die Kapazitét zur ,,de novo®-
Synthese Uibersteigen. Es kommt dann zu einem rapiden Abfall des Glutamins im Plasma
und Gewebe (Askanazi et al., 1980; Gore und Jahoor, 2000).
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Mehrere Untersuchungen des Glutamin-Stoffwechsels belegten einen drastischen Abfall
der Glutamin-Konzentration sowohl im Plasma als auch in einzelnen Geweben, in katabo-
len Stoffwechsellagen (Muelbacher et al., 1984; Souba et a., 1990).

Nachdem exogen supplementiertes Glutamin positive und anabolische Effekte in Studien
an Tieren (Karner et d., 1984; Roth et a., 1990) und an gesunden sowie kranken Men-
schen (Roth et al., 1985) zeigte, wird die Klassifizierung von Glutamin als eine , nicht-
essentielle® Aminosdure von vielen Autoren kritisiert (Roth et a., 1990; Smith et al., 1990;
Souba et a., 1990). Vielmehr sollte Glutamin in die Kategorie der ,, conditionally essential

Aminosduren eingestuft werden.

2.8  Wirkung von Glutamin auf das Glutathion-System und seine Be-

deutung

L-Glutamin spielt eine wichtige Rolle in der Biosynthese von Glutathion (Harward et al.,
1994).

Das Tripeptid Glutathion wird aus den Aminoséuren Glutamat, Cystein und Glycin gebil-
det. Im Gegensatz zu Glutamat, wird Glutamin leicht durch die Zellmembranen transpor-
tiert und bildet dadurch einen leicht verfliigbaren Baustein fur die Synthese von Glutathion
(Hong et a., 1991; Giffiths, 2001; Mates et a., 2001). Der Einbau von Glutaminresten in
das Tripeptid Glutathion wurde in Nierenzellen in zwei in vitro Studien belegt (Cook und
Peters, 1986; Hong et al., 1991). Denno et a. (1996) bewiesen mit einer in vivo Studie an
Ratten, dass die parenterale Gabe von Glutamin eine Erhéhung des Plasma GSH-Spiegels
bewirken kann. Eine andere Untersuchung an Ratten in einem Ischamie/Reperfusions-
Modell zeigte einen verminderten Abfall des Leber- und Darm-Glutathion-Spiegels in ei-
ner glutaminsupplementierten Gruppe (Harward et al., 1994). Prem et d. (1999) belegten
in einem anderen Ischamie/Reperfusions-Versuch an Ratten, dass eine Glutamin-
Supplementierung den Abfall des Muskel-GSH reduziert. Zusétzlich wurde eine vermin-
derte Aktivitét der Kreatinphosphokinase und eine geringere Konzentration von Lipidpe-
roxiden gemessen, die auf eine verminderte Gewebeschadigung, verursacht durch freie
Radikale, schlief3en I&sst (Ahmad et al.; 2001).

Ein drastischer Abfall des Muskel- und Plasma-Glutaminspiegels, wie er in bestimmten

katabolen Stoffwechselstuationen erfolgt, korreliert direkt mit einer verminderten Glu-
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tathion-Konzentration in Muskelzellen des Organismus (Hammerqvist et al., 1997). Dies
wurde auch bei verschiedenen Hochleistungssportlern im Anschluss an eine extrem, lang-

andauernde physische Belastung festgestellt (Parry-Billings et al., 1990; Newsholme,
1994).
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3  Ziesetzung

Die vorliegende Studie hatte zum Ziel, die Hypothese zu priifen, dass durch orale Supple-
mentierung von Glutamin die Konzentration des intrazellular wirksamen Antioxidans Glu-

tathion erhdht werden kann und dadurch oxidativer Stress abgemildert wird.

Um die protektive Wirkung von Glutamin auf den antioxidativen Status zu untersuchen,
wurde geplant, Hirdenrennpferden, die in vollem Training stehen und damit extremer phy-

sischer Belastung ausgesetzt sind, diese Aminosdure Uber das Futter zu supplementieren.
Die Pferde wurden in eine glutaminsupplementierte- und eine Kontrollgruppe eingeteilt.

Untersucht wurden Parameter zur Beurteilung des antioxidativen Status (GSH und GSSG,
TEAC, Vitamin E, Vitamin C), und Parameter fir Gewebeschaden, die auf eine Muskel-
und Leberbelastung und eventuelle Nebenwirkungen hinweisen (Enzymaktivitdten der

muskel- und |eberspezifischen Enzyme, andere ausgewahlte Parameter und das Blutbild).
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4 M aterial und M ethoden

41 Versuchstiere

Fur die Studie standen 20 Hiurdenrennpferde der Rasse englisches Vollblut zur Verfugung.
Alle Pferde waren wahrend des Versuchszeitraums an der Galopprennbahn Merano-Maia
in Merar/Italien in demselben Rennstall untergebracht.

Sieben Pferde schieden aus folgenden Grinden aus: Bei vier Pferden konnte aufgrund
schlechten Fressverhatens kein Angtieg der Glutaminkonzentration im Serum gemessen
werden, so dass diese aus der Statistik ausgeschlossen wurden. Drel weitere Pferde wurden
in die Messungen nicht miteinbezogen. Sie wurden aufgrund von Leistungsschwéche und
Lahmheit, nach Anordnung des Trainers, nur langsam und fur die Studie nicht ausreichend

trainiert.

Insgesamt haben 13 verschiedene Pferde an der Untersuchung teilgenommen. Dabei han-
delte es sich um drei Stuten und zehn Wallache im Alter zwischen drei und acht Jahren.
Zwei der 13 Pferde wurden erst in der Kontrollgruppe eingesetzt und spéter in der gluta-
minsupplementierten Gruppe untersucht. Insgesamt wurden also 15 verschiedene Ver-
suchsdurchgange durchgefuhrt. Sieben Pferde gehdrten der glutaminsupplementierten
Gruppe, und acht Pferde der Kontrollgruppe an.

Die Studie erstreckte sich von September bis Mitte November 2003.

4.2  Haltung, Futterung und Training

Die Pferde waren alle in einem Stallgebdude an der Gaopprennbahn von Meran aufge-
stallt. Alle Pferde standen auf Stroheinstreu.

Die regulére Fitterung bestand darin, dass den Pferden morgens lediglich Heu angeboten
wurde und sie mittags sowie abends zusétzlich Hafer und Midli erhielten. Die Menge des
Kraftfutters richtete sch nach der Trainingsphase und Leistung, war jedoch bei alen Pfer-

den anndhernd gleich. Trinkwasser war ad libitum zuganglich.

Alle Tiere wurden einem taglichen Training auf der Sandbahn unterzogen, dem sich bei

ausgewahlten Pferden einmal pro Woche ein Grasbahntraining anschloss. In dieser Studie
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wurden die Auswirkungen dieses Grasbahntrainings auf den oxidativen Stress untersucht.
Die spéter beschriebenen Probennahmen erfolgten vor (vT) und nach (nT) diesem Gras-

bahntraining.

Beim taglichen Training wurden die Pferde von unterschiedlichen Reitern nach Weisung
des Trainers auf der Sandtrainingsbahn erst im Trab und anschlief3end im Galopp trainiert.
Die Lange der Sandtrainingsbahn betrug 2500 Meter.

Im Anschluss an das Galopp-Training erfolgte eine ,, Abarbeitungsphase”. Dabei wurden

die Pferde noch einmal ca. 10 Minuten auf einer Sandbahn im Trab geritten.

Beim Grasbahntraining handelte es sich um ein intensiveres Trainingsprogramm auf der
Grasbahn, bel dem die Pferde mit verstarkter Geschwindigkeit Uber Hindernisse geritten
wurden. Die Lange der Grastrainingsbahn betrug 3000 Meter. Die physische Beastung

war wesentlich stérker as beim normalen Training.

4.3 Versuchsanordnung und Glutaminsupplementierung

Die Pferde wurden in zwei Versuchsgruppen eingeteilt. In der Gruppe des Kontrollver-
suchs (K) erhielten die Tiere kein Glutamin vor dem Grasbahntraining. Das Futter der
Pferde aus der Glutamingruppe (G) wurde Uber vier Tage vor dem néchsten Grasbahntrai-

ning und am Tag des Trainings taglich mit 20 g Glutamin/100 kg KGW supplementiert.
Das Gewicht der Pferde wurde auf der stalleigenen Waage ermittelt.

Die tagliche Menge an Glutamin wurde auf zwei Portionen verteilt. Somit erhielten die
Pferde am Mittag und am Abend jeweils 10 g/100 kg KGW.

Zwei Pferde wurden in zwei Messperioden einbezogen. Dabei wurde erst der Kontrollver-
such (K), und nach einer mindestens zweiwdchigen Wartezeit der Glutaminversuch durch-
gefiihrt. Das L-Glutamin (Art. Nr. 8710620702, Fa. Dolder, Schweiz) wurde der téglichen
Kraftfutter-Ration untergemischt. Es handelte sich um ein weil%es, geschmacksneutrales

und geruchloses Pulver.
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44  Probennahme

Allen Versuchstieren (K und G) wurden innerhalb einer Messperiode, vier Blutproben ent-

nommen.

Der Vorwert (vw), aso die erste Probenahme, wurde vier Tage vor dem néchsten Gras-
bahntraining entnommen. Das Blut wurde am Morgen vor dem Aufsatteln gewonnen. Die
Tiere hatten zu diesem Zeitpunkt seit dem Vorabend kein Kraftfutter erhalten. Pferden der

Glutamingruppe wurde am Mittag desselben Tages die erste Glutaminration gefuittert.

Vier Tage spéter, am Morgen des Grasbahntrainings, erfolgte die zweite Blutentnahme,
auch hier wurde das Blut vor dem Training entnommen (vT). Pferde der Glutamingruppe

erhielten seit vier Tagen Glutamin.

Die dritte Probennahme wurde im direkten Anschluss an das Grasbahntraining durchge-
fahrt (nT1).

Die Entnahme des Blutes war erst 30 Minuten nach Beendigung des Trainings moglich, da
die Pferde erst dann wieder im Stallgel énde zur Verfligung standen.

Die vierte Probennahme erfolgte ca 20 Stunden nach dem Grasbahntraining am darauffol-

genden Morgen (nT2), wiederum vor dem Training und der Kraftfuttergabe.

4.5 Entnahmeund Handhabung der Blutproben

Die Blutproben wurden aus der Vena jugulares externa nach Hautdes nfektion (2-Propanol
70%, Heiland) entnommen. Nach Stauung der V. jugulares durch Fingerdruck im mittleren

Drittel des Halses erfolgte die Venenpunktion mit einer sterilen Einmalinjektionskanile

(S-MonovetteO-Kaniile 21Gc11/2, Sarstedt AG & Co., Nimbrecht). Das Blut wurde mit
einem Blutentnahmesystem (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht) entnommen.

Das gewonnene Blut wurde innerhalb von funf Minuten nach der Probennahme in die 200
Meter entfernte Pferdeklinik der Rennbahn Meran gebracht. Die Blutbilder wurden in der
Pferdeklinik sofort gemessen.

Zur Gewinnung des Plasmas wurden die Proben fiinf Minuten bei 3.000 U/min zentrifu-
giert (Heraeus SepatechO Zentrifuge). Das Plasma wurde anschlief}end in die vorbereiteten

und beschrifteten Eppendorf-Cups pipettiert.
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Die Serum-Monovetten wurden 25 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und danach
funf Minuten bel 3000 U/min zentrifugiert. Das Serum wurde in die vorbereiteten und be-

schrifteten Eppendorf-Cups pipettiert.

Die Serum- und Plasmaproben wurden mit Eis gekiihlt in das stédtische Krankenhaus von
Meran transportiert und bei —80° C eingefroren. Der Transport von Italien nach Minchen
erfolgte unter Kihlung mit Trockeneis. So konnte eine Unterbrechung der Kuhlkette ver-

mieden werden.

4.6 Fixierung der Vollblut-Proben zur GSH/GSSG Analyse

In Vorversuchen wurde erarbeitet, dass die optimae Stabilitét von GSH durch sofortige
Fixierung mit 5%iger Sulfosalicylsdure (Blut + SSA: 1 + 3) erreicht wurde. Da bei genauer
Volumenabmessung mit der Pipette eine Verfalschung der Proben durch Entmischung des
Blutes (Absinken der Erythrozyten) fast unvermeidliich wére, wurde das Mischungsver-
haltnis durch Abschétzen des Blutvolumens und sofortiges Zufiigen der SSA eingestellt.
Das genaue Mischungsverhaltnis wurde Uber das Wiegen der Monovetten vor und nach der

Probennahme ermittelt und fur die spétere Auswertung beriicksichtigt.

Das Vollblut-SSA-Gemisch wurde in vorbereitete Eppendorf-Cups pipettiert und eingefro-

ren.
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4.7 Besimmungsmethoden

4.7.1 Blutbild und klinisch-chemische Unter suchungen

4.7.1.1 Blutbild

Blutbilder wurden nur zu den Zeitpunkten vw und nT1 bestimmt. Die EDTA-Blutproben
wurden in einem Cell-DynO 3500R Automaten (Fa. Abbott) der Pferdeklinik in Meran
analysiert.

Folgende Blutparameter wurden bestimmt bzw. berechnet:

Erythrozyten, Hd&moglobin, Hamatokrit, mittleres Erythrozytenvolumen (MCV), mittlerer
Hamoglobingehalt der Einzelerythrozyten (MCH), mittlere Hdmoglobinkonzentration der
Erythrozyten (MCHC), Thrombozyten, Leukozyten, neutrophile Granulozyten, eosinophile

Granulozyten, basophile Granulozyten, L ymphozyten und Monozyten.

4.7.1.2 Klinisch-chemische Untersuchungen

Die Enzymaktivitéten von Aspartat-Amino-Transferase (AST), Glutamat-Dehydrogenase
(GLDH), Kreatinkinase (CK) und Laktat-Dehydrogenase (LDH) sowie die Parameter
Kreatinin, Gesamtbilirubin, Blutharnstoff und Gesamteiweil3 wurden aus Serumproben

gemessen.

Laktat wurde aus dem gewonnenen FI-EDTA Plasma analysiert. Die Analysen erfolgten
mit dem Hitachi 911 Autoanalyser (Boehringer, Mannheim, FRG) im Labor der ersten
Medizinischen Tierklinik der LMU Munchen. Dabei kamen Standard-Testkits (Boehringer,

Mannheim) zum Einsatz.

4.7.2 Bestimmung der Glutaminkonzentration im Serum

Zur Analyse von L-Glutamin wurde die nach Bergmeyer (1974) beschriebene Methode
modifiziert angewendet. Dabei wurde erst das in der Probe enthaltene L-Glutamat be-

stimmt und danach die Konzentration von Glutamin nach Uberfuihrung in Glutamat erfass.

Glutamat wurde tber die unten beschriebenen Reaktionen (1 und 2) bestimmit.
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Glutaminsdure wird durch Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD) in Gegenwart des En-
zyms Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) oxidativ desaminiert zu 2-Oxoglutarat (1).

1) L-Glutamat + NAD* + H,0O — 2-Oxoglutarat + NADH + NH,4

Das entstandene NADH setzt Jodnitrotetrazoliumchlorid (INT) in Gegenwart von Diapho-
rase zu einem Formazan (2) um, welches im sichtbaren Bereich bei 492nm gemessen wird.

2) NADH + INT + H* — NAD* + Formazan

Zur Bestimmung von L-Glutamin wird dieses in L-Glutamat Uberfihrt, katalysiert Giber das

Enzym Glutaminase.
L-Glutamin + H,O — L-Glutamat + NH4

Anschliel¥end laufen die oben beschriebenen Reaktionen 1 und 2 ab.

Verwendet wurde ein Testkit zur Bestimmung der L-Glutaminséure (Art. Nr. 0139092, Fa
Boehringer Mannheim / R- Biopharm, Darmstadt). Das Enzym Glutaminase (Fa. Sigma®,
Deisenhofen) wurde dem Reaktionsansatz zugesetzt.

Berechnung

Nach der angegebenen Formel im Testkit wurden die Glutamin-Konzentrationen errechnet.
Die gednderten Testvolumina und die Probenverdiinnungen durch die Enteiweil3ung wur-
den dabel berticksichtigt. Die Drift der Extinktion nach abgelaufener Reaktion wurde er-
fasst und bei der Ermittlung der End-Extinktion abgezogen.

4.7.3 Untersuchungen zur Beurteilung des antioxidativen Status

4.7.3.1 Messung der antioxidativen Kapaztat (TEAC)

Der antioxidative Status wurde nach der von Miller et al. (1993) beschriebenen Methode
bestimmt. Die TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) erfasst die antioxidative
Kapazitét einer zu untersuchenden Probe. Zur Kalibrierung des Testansatzes wird Trolox

eingesetzt. Das Ergebnisist als Trolox &guivalente antioxidative Kapazitdt ausgedriickt.
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Im Testansatz reagiert zundchst Methmyoglobin mit H>O, zu einem Eisenmyoglobin-
Radikal. Dieses reagiert mit ABTS weiter zum chromogenen (blaugriinen) ABTS-Radikal -
Kation (ABTS *), das bei 734 nm photometrisch quantifiziert wird.

In Gegenwart von Antioxidantien wird die Bildung dieses Radikals vermindert. Im Serum
kommen als Antioxidantien hauptséchlich Ascorbinséure, a-Tocopherol, Bilirubin, Albu-
min und Harnsdure vor. lhre antioxidative Kapazitét 1&sst sich durch Reaktion mit dem
ABTS *-Radikal bestimmen, indem nach Zugabe von Serum die Abnahme der Farbintensi-

tat der ABTS +-LOsung am Photometer bei 734 nm gemessen wird.

4.7.3.2 Bestimmung der Vitamin C-Konzentration im Plasma

Es wurde die von Schiiep et al. (1984) beschriebene M ethode zur Bestimmung von Ascor-
binséure in Korperflissigkeiten, Geweben und Nahrungsmitteln modifiziert angewandt. L-
Ascorbinsdure wird durch Zusatz von Jodlésung oxidiert, wobei L- Dehydro-
Ascorbinsdure (DHA) entsteht. Diese bildet mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin das 2,4-
Phenylhydrazon. Durch Extraktion mit Ethylacetat kann dieses Derivat quantitativ mittels
high performance liquid chromatography (HPL C) bestimmt werden.

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

Probengeber: Kontron HPLC Autosampler 460, Injektionsvolumen: 20 pl, Anaysezeit:

12 min.
Séule: Lichrosorb Si 60, 5 um, 250 x 4,6 mm, Vorséule.

Detektor: Uvikon 735 LC, Fa. Kontron Instruments, Wellenlénge 520 nm.

Auswertung

Die Proben wurden mit Hilfe einer Chromatographie-Software (Microsoft®, Borwin) aus-

gewertet. Nach Integration der Peaks und Berechnung der Flacheninhalte wurden die Fl&



32

chen der Proben mit denen der bekannten Standards verglichen und die Vitamin C-

Konzentration der Proben ausgerechnet.

4.7.3.3 Bestimmung der Vitamin E-Konzentration im Plasma

Die Vitamin E-Konzentration im Plasma wurde mittels high performance liquid chroma
tography (HPLC) mit Fluoreszenzdetektion gemessen. Nach Prézipitation der Plasmapro-
teine mit Ethanol wurde das Vitamin E mit Hexan extrahiert. Die Hexanphase wurde unter
Stickstoffgas verdampft und das trockene Vitamin E in ein M ethanol-Ethanol-Gemisch fur
die HPLC-Analytik aufgenommen.

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

Probenvolumen: 50 pl

Analysezeit: 10 min.

Saule: Lichrosorb RP 18, 5 um, 125 x 4mm, Fa. Grom

Detektor: Jasco 821 FP Fluoreszenzdetektor (Exzitation 290 nm, Emission
330 nm)

Auswertung

Die dstatistischen Auswertungen erfolgte mit Hilfe einer Chromatographie-Software
(Microsoft®, Borwin). Nach Integration der Peaks und Berechnung der Flécheninhalte
wurden die Flachen der Proben mit denen der bekannten Standards verglichen und die Vi-

tamin C-Konzentration der Proben ausgerechnet.
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4.7.3.4 Bestimmung von GSH und GSSG im Vollblut

Zur Anayse von Glutathion (GSH) und Glutathiondisulfid (GSSG) im Vollblut wurde die
nach Svarda et al. (1989) beschriebenen Methode modifiziert nach Stohrer et al. (2004)

angewandt.

Dieser Test erfasst reduziertes (GSH) und oxidiertes Glutathion (GSSG) im Vollblut. Oxi-
diertes Glutathion (GSSG) wird in Anwesenheit von Natriumborhydrid zu GSH umgewan-
delt und nach vorangegangener Derivatisierung mit Monobrombimane, mittels reversed-
phase-HPLC und Fluoreszenz-Detektion, quantitativ bestimmt. Die Zugabe von Dithioe-
rythritol verhindert eine verschlechterte Wiederfindung bei niedrigen GSH- Konzentratio-

nen.

Bestimmt wurde erst das Gesamt-Glutathion (GSH + GSSG), nachdem das oxidierte GSH
(GSSG) zu GSH umgewandelt wurde (s. 0.). Dabei wurde aus einem Mol GSSG durch
Spaltung der Disulfidbriicken zwei Mol GSH. In der zweiten Analyse wurde die Konzent-
ration des freien GSH ermittelt. Rechnerisch wurde dann die Differenz zwischen Gesamt-
GSH und freien GSH bestimmt. Das Ergebnis ist die im Vollblut bestimmbare Menge an
GSSG.

Probengewinnung

Dem gewonnenen Vollblut wurde direkt nach der Blutabnahme 5 %ige SSA in einem Ver-
haltnis 1 + 3 hinzugefuigt. Dann wurde der Inhalt der Monovette durch leichtes Schiitteln
vermischt (siehe Material und Methoden 3.5.1). Anschlief?end wurden die Proben bei —

80°C eingefroren.

HPLC- Bedingungen

Gradientenprogrammer: Jasco GP A50

Pumpen: 2 Jasco BIP 1 Pumpen, gesteuert Uber Gradientenprogrammer
Probengeber: Spectra Physics, Spestra Systems AS 3000
Probenvolumen: 10l

Analysezeit: 42 min



HPLC- Saule Chrom Sil 120. ODS 4 HE, 3 um, 125 x 4 mm

Fluoreszenzdetektor: Jasco 821 FP, Excitation 400 nm, Emission 475 nm

Auswertung

Die Auswertungen erfolgte mit Hilfe einer Chromatographie-Software (Microsoft®, Bor-
win). Die GSH-Peaks von Standard und Proben wurden integriert und die Flachen berech-
net.

4.8  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erzielten Werte wurden mit dem PC-Programm SAS (Sta
tistical Analysis System) durchgefuihrt. Die Ergebnisse sind as Mittelwerte (MW) mit den
zugehohrigen Standardabweichungen (£SD) dargestellt.

Die jewelligen Daten wurden zundchst mit Hilfe der Varianzanalyse auf signifikante Un-
terschiede gepruft. Der Zwei-Gruppen-Vergleich wurde im Falle eines statistisch signifi-
kanten Wertes ( p < 0,05) mit dem nicht parametrischen zweiseitigen Wilcoxon-Test

durchgefuhrt.
Die Irrtumswahrscheinlichkeiten sind mit Sternsymbolen (* = p <0,05; ** = p < 0,01;

*** = p<0,001) gekennzeichnet.
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5 Ergebnisse

5.1 Glutaminkonzentration im Serum

Zunéchst sollte geklart werden, ob es nach einer oralen Supplementierung mit Glutamin zu
einer messbaren Erhdhung der Glutamin-Konzentration im Blut kommt und dadurch zur

Glutathion-Synthese vermehrt zur Verfligung steht.

Dazu wurden die Glutamin-Konzentrationen im Serum bestimmt. In der Kontrollgruppe
waren die mittleren Glutamin-Konzentrationen (K) wahrend des gesamten Beobachtungs-
zeitraums unverandert (K vw-K nT2: 400 = 73umol/l, MW = SD, n = 32). Infolge der
Supplementierung lagen die Glutamin-Konzentrationen in der behandelten Gruppe um ca.
50% und statistisch signifikant hoher (G vT 600 £ 82umol/l; G nT1: 570 + 86umol/l; G
nT2: 560 = 63umol/l; MWz SD, n=7) alsin der Kontrollgruppe.
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700 ** ** *%
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GIn. (umol/l)
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100 +—

wv 2} nT1l nT2

Abb.7: Mittlere (z SD) Glutaminkonzentrationen (umol/l) im Serum der beiden Untersuchungsgrup-
pen (** = p< 0,01; Vergleich der Gruppe G mit K zu den jeweiligen Zeitpunkten).
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Wie Tabelle 2 darstellt, wiesen die aus dem roten Blutbild erfassten Parameter wahrend der

gesamten Messperiode keine deutlichen Veranderungen auf. Dies gilt sowohl fur die glu-

taminsupplementierte- as auch fir die Kontrollgruppe.

Tab. 2. Mittlere (+ SD) Wertedes roten Blutbildes der beiden Unter suchungsgr uppen

K - Gruppe G — Gruppe
vT nT vT nT
Ery [T/ 1] 7,71+0,99 8,04 £0,79 7,47 £0,89 7,85+ 0,53
Hb [mmol/ 1] 0,87+0,13 0,94 £ 0,07 0,83+0,15 0,86 +£ 0,09
HKT [I/1] 0,33+ 0,03 0,35+ 0,02 0,34+ 0,03 0,35+ 0,01
MCV [fl] 44,20 + 3,50 44,10 + 3,40 4560+ 250 4580+ 2,60
MCH [fmol] 1,13+ 0,12 1,17 £ 0,08 1,11+0,14 1,10+ 0,14
MCHC [mmol/ [] 25,70+ 2,70 26,50 + 0,80 2440+ 3,10 24,10+2,90

Bei der Auswertung des Differentialblutbildes (Tab. 3) fiel ein hoherer mittlerer Prozent-

satz der neutrophilen Granulozyten nach dem Training auf.

Diese Veranderung konnte in beiden Gruppen beobachtet werden. Dabei stieg der Wert in

der Kontrollgruppe von 62 % auf 69 % (MW+ SD, n= 8), und in der glutaminsupplemen-
tierten Gruppe von 63 % auf 67 % (MW= SD, n=7).

Dieser erwartungsgemalf3e Anstieg wurde hervorgerufen durch die korperliche Belastung

des Grashahntrainings und ist in der Literatur dokumentiert (Dietz und Huskamp, 1999;

Hodsgon und Rose, 1994).

Die weiteren Parameter des Differentialblutbildes zeigten keine erkennbaren Veranderun-

gen.
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Tabelle 3: Mittlere (x SD) Werte des Differential blutbildes der beiden Unter suchungsgr uppen.

Mono %
Lym %
Neu %
Leu 10e3/pul
Eos %

Baso %

K - Gruppe
vT nT
389+ 1,76 2,49+1,70
32,83+ 5,68 27,18 +5,18
61,75+ 6,64 68,99 + 5,63
7,81+ 0,97 7,87 +£0,71
1,40+ 0,82 1,23+0,71
0,15+0,13 0,12+0,12

G — Gruppe
vT nT
4,08+ 221 2,95+ 1,46
31,16+ 7,15 28,44 + 7,93
63,44+ 8,14 67,29+ 751
7,67+ 1,26 6,96 + 1,06
1,18+ 0,63 1,20+ 0,43
0,15+0,14 0,12 £ 0,08



38

5.3 Antioxidativer Status

53.1 Glutathion (GSH) und Glutathiondisulfid (GSSG) im Vollblut

Die GSH-Konzentrationen im Vollblut (Abb.8) lagen bei 800umol/l. Es gab weder zwi-
schen den Entnahmezeiten noch zwischen den Behandlungsgruppen statistisch signifikante
Unterschiede.

In der Kontrollgruppe (K) sind die Mittelwerte der Blut-GSH-Konzentrationen vor dem
Training etwas hoher (Kvw: 898 + 265umol/l; KvT: 856 + 181jumol/l) as nach dem Trai-
ning (KnT1: 803 + 182umol/l; KnT2: 776+ 198umol/l; MW £ SD, n = 6). In der glutamin-
supplementierten Gruppe (G) war die mittlere GSH-Konzentration direkt nach dem Trai-
ning etwas hoher alsin der Kontrollgruppe (GnT1: 891 + 277umol/l; MW = SD, n= 6).
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Abb. 8: Mittlere (x SD) Glutathion-Konzentrationen (GSH) im Vallblut (umal/l) in den beiden Unter-
suchungsgruppen.
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Die mittleren Glutathiondisulfid-Konzentrationen (Abb. 9) lagen im Bereich von 100 -
130pumol/l und waren damit erwartungsgemald deutlich niedriger as die GSH-
Konzentrationen. Auch hier traten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mess-

zeitpunkten sowie den Behandlungsgruppen auf.

Die analysierten Werte zu den Zeitpunkten vw und vT waren in beiden Gruppen annghernd
gleich. Nach dem Grasbahntraining waren die mittleren GSSG-Konzentrationen in der
Kontrollgruppe hoher as vor dem Training (K vw: 107 £ 81lumol/l; K vT: 104 + 67umol/I;
K nT1: 116 = 79umol/l; K nT2: 127 + 69umol/l; MW £ SD, n = 6).

In der glutaminsupplementierten Gruppe blieben die mittleren GSSG-Konzentrationen
nach dem Training niedriger (G nT1: 101 + 65mmol/l; G nT2: 112 £ 61; MW + SD; n=6)
alsin der Kontrollgruppe.
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Abb. 9: Mittlere (xSD) Glutathiondisulfid (GSSG) Konzentration im Vallblut (umol/l) der beiden
Unter suchungsgruppen.



5.3.2 Antioxidative Kapazitat (TEAC)

In der Abb.10 ist die mittlere Serum TEAC (£ SD) der beiden Untersuchungsgruppen dar-
gestellt. Die TEAC lag in beiden Gruppen wéahrend der gesamten Messdauer bel ca
0,35mmol/I. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten sowie

Behandlungsgruppen traten nicht auf.

Die Werte beider Gruppen zu den Zeitpunkten vw und vT wiesen keine Veradnderungen
auf. Direkt im Anschluss an das Grasbahntraining wurde eine niedrigere mittlere TEAC in
der Kontrollgruppe gemessenen (K vT: 0,323 = 0,038 mmol/l; K nT1: 0,290 + 0,048
mmol/l; MW + SD, n = 8) alsvor dem Training.

Die Werte der glutaminsupplementierten Gruppe waren von vw-nT1 anndhernd konstant.
20 Stunden nach Ablauf des Grasbahntrainings waren sowohl in der Kontrollgruppe (K
nT2: 0,400 = 0,066 mmol/l ) als auch in der glutaminsupplementierten Gruppe (G nT1:
0,321 +0,026 mmol/l; G nT2: 0,400 = 0,095 mmol/l; MW+ SD, n=7) tendenziell hdhere
Werte der TEAC zu messen. Aufféllig ist, dass die Mittelwerte der glutaminsupplementier-
ten Gruppe wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums hoher waren als die der Kon-

trollgruppe.

0,5
0,45 B
0,4

0,35 E: i L /F/.
0,3 s

0,25 . T . K
0.2 — G.
0,15
0,1
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TEAC (mmol/l)

wv VT nTl nT2

Abb. 10: Mittlere TEAC Werte (+ SD) im Serum (mmol/l) der beiden Unter suchungsgr uppen
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5.3.3 Antioxidativ wirksame Vitamine (Vitamin C und Vitamin E)

Die Plasma Vitamin C-Konzentrationen bewegten sich zwischen 11 und 13umol/l. Signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten und Untersuchungsgruppen traten
nicht auf.

Die mittlere Konzentration des hydrophilen Antioxidans Vitamin C war in der Kontroll-
gruppe (K) 20 Stunden nach dem Grasbahntraining niedriger als direkt nach dem Training
(K nT1: 12,95 + 5,28umol/l; K nT2: 11,23 £ 5,53umol/l, n = 8) und im Vergleich zu der
glutaminsupplementierten Gruppe (G nT2: 13,46 + 2,99umol/l; MW £ SD, n=7).
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Abb. 11: Mittlere (x SD) Plasma Vitamin C Konzentrationen (umal/l) der beiden Untersuchungs
gruppen.
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Abb. 12: Mittlere (= SD) Plasma Vitamin E Konzentrationen (uma/l) der beiden Untersuchungs
gruppen.

Die Plasma Vitamin E-Konzentration zeigte einen relativ konstanten Verlauf in beiden
Untersuchungsgruppen. Die mittleren (+ SD) Konzentrationen zu den Zeitpunkten vw und
VT der beiden Untersuchungsgruppen ergaben eine nahezu gleiche Konzentration (G vw:
14,19 + 6,78umol/l; G vT: 12,74 + 424umol/l, MW £ SD, n = 7 und K vw: 1311 +
4,56pmol/l; K vT: 11,98 + 2,20umol/l; MW = SD, n = 8). Nur zum Zeitpunkt nT2 konnte
in der Kontrollgruppe ein hoherer Mittelwert von 16,40 = 8,33umol/l im Vergleich zur

glutaminsupplementierten Gruppe gemessen werden.



5.4 Parameter zur Beurteilung der Belastung
54.1 Laktatkonzentration

Abbildung 13 stellt die mittleren Laktat-Konzentrationen der beiden Untersuchungsgrup-
pen dar. Zum Zeitpunkt vw waren die Laktat-K onzentrationen in beiden Gruppen dhnlich.
Das Grasbahntraining verursachte sowohl in der glutaminsupplementierten Gruppe als
auch in der Kontrollgruppe einen signifikanten Anstieg der Laktat-Konzentration, vergli-
chen mit ihren Vorwerten. Die Konzentrationen in der glutaminsupplementierten Gruppe
stiegen von G vw 0,68 = 0,38 mmol/l auf G nT1 1,28 + 0,85 mmol/l (MW = SD, n=7)
direkt nach dem Grashahntraining. In der Kontrollgruppe stieg die Konzentration von K
vw 0,63 £ 0,30 mmol/l auf 1,59 £ 1,26mmol/l zum Zeitpunkt nT1 (MW £ SD, n = 8).
Beide Laktat-Spiegel erreichten 20 Stunden nach dem Grasbahntraining wieder den ur-
sprunglichen Wert.

2,5

Laktat (mmol/l)

o =5 |
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Abb. 13: Mittlere (+ SD) Laktat Konzentrationen im Plasma (mmal/l) der beiden Untersuchungs-
gruppen (* =p < 0,05; geprUft jeweils gegen vw derselben Gruppe).



54.2 Kreatinkinase (CK)

Das Enzym Kreatinkinase (CK) wurde im Serum der Pferde bestimmt. Die Aktivitéten der

CK waren vor dem Training (vw und vT) in beiden Untersuchungsgruppen konstant.

Nach dem Grasbahntraining (nT1) kam es zu einer signifikanten Aktivitétserhohung im
Serum sowohl in der Kontrollgruppe (K vw: 3048 + 538 nkat/I; K nT1: 5559 + 2484 nkat/I;
MW= SD, n= 8) as auch in der glutaminsupplementierten Gruppe (G vw: 2486 + 517
nkat/l; G nT1: 3622 + 627 nkat/l; MW= SD, n= 7). Dieser Anstieg betrug 87% in der Kon-
trollgruppe und war wesentlich stérker ausgeprégt als in der glutaminbehandelten Gruppe
(44%; p < 0,05). In beiden Untersuchungsgruppen wurden zum Zeitpunkt nT2 wieder die

ursprungliche Aktivitét wie bei den Vorwerten gemessen.
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Abb. 14: Mittlere Enzymaktivitaten (+ SD) der Kreatinkinase (CK) im Serum (nkat/ 1) der beiden
Unter suchungsgruppen ( * = p < 0,05; gegen vw derselben Gruppe; sowie zwischen K nT1 und
G nT1).



54.3 Waeitereausgewahlteklinisch-chemische Parameter

Tabelle 4 stellt die Werte der weiteren klinisch-chemischen Parameter dar. Nach dem
Grasbahntraining wurden hohere mittlere Enzymaktivitdten von GLDH und LDH im Blut-
serum gemessen. Auch die mittleren Konzentrationen von Bilirubin und Kreatinin waren
nach dem Training héher (nicht signifikant), wahrend das Laktat erwartungsgemald deut-
lich anstieg.

Die ubrigen gemessenen Parameter (Harnstoff, Gesamteiweil3, AST) blieben durch die

Glutaminsupplementierung und das Grasbahntraining unbeeinflusst.

Tabelle4: Mittlere (£ SD) Werteder klinisch-chemischen Parameter in der Kontrollgruppe.

K - Gruppe
VW vT nTl nT2

T- Bil. [umol/ 1] 36,76 + 4,99 36,15+ 7,44 39,50 + 9,82 39,22+ 6,11
GLDH 0,04 +£0,01 0,07 £ 0,09 0,13+ 0,09 0,06 £ 0,02
[umol/l/ sec]

LDH 441+ 111 438+1,04 4,66+ 0,71 3,96+ 0,81
[umol/ I/ sec]

EIW [¢/ 1] 62,58 + 4,02 62,60 + 3,76 62,49 + 4,33 61,47 + 4,00
HST [mmol/ 1] 4,97 + 1,30 500+0,71 5,62+ 0,94 548 + 0,94

CREAT [pmol/ 1] 110,75+ 1556 113,88+ 16,52 131,50+22,60 113,5+18,72

Tabelle5: Mittlere (£ SD) Werteder klinisch-chemischen Parameter in der Glutamingruppe

G - Gruppe
VW vT nTl nT2

T- Bil. [umol/ 1] 36,24 £ 4,91 35,19+ 4,03 33,69+ 6,79 33,01 + 6,68
GLDH 0,05+ 0,02 0,05+ 0,02 0,19+ 0,15 0,12+0,12
[umol/l/ sec]

LDH 4,06 + 0,46 4,22 + 0,29 5,16 + 0,67 4,82 + 0,57
[umol/ I/ sec]

EIW [d/ 1] 62,71+ 3,97 62,53 + 5,00 63,10+ 5,24 63,07 £ 5,02
HST [mmol/ 1] 4,88+ 1,25 5,06 + 1,08 5,24 + 0,89 5,16 + 0,83

CREAT [pmol/ [] 121,57 +11,31 | 121,42+ 1255 | 135,57 +14,53 118,28 + 13,62
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6 Diskussion

6.1 Glutamin

6.1.1 Doserungvon Glutamin

Zur Uberprifung der Wirkung von Glutamin auf das GSH-System sollte durch orale
Supplementierung die Menge des zur Synthese von GSH verfligbaren Glutamins erhoht

werden.

Als Hohe der téglich verabreichten Glutaminmenge wurden 20 g/100 kg Korperge-
wicht/Tag festgelegt. Diese Dosis wurde aus den in der Literatur verfligbaren Daten fur
Menschen abgeleitet. First et al. (1997) setzten eine Dosis von 0,3 g/kg/Tag bei menschli-
chen Frihgeborenen ein. In einer anderen Studie wurde postoperativ an Patienten nach
einem gastro-intestinalen Eingriff eine Dosis von 0,3 g/lkg/Tag Glutamin entweder enteral
oder parenteral verabreicht (Fish et al., 1997). Dies gilt auch fir weitere Untersuchungen
an Krebskranken und Brandopfern. Es wurde auch hier eine tagliche Menge von 0,3 - 0,45
o/kg/Tag Uber jeweils funf Tage verabreicht (Vinnars et al., 1990; O Flaherty und Bou-
chier-Hayes, 1999). Literatur Uber die Dosierung von Glutamin bei Pferden lag nicht vor.
Die eingesetzte Konzentration und die Dauer der Anwendung wurde durch Anlehnung an
die oben genannten Studien ermittelt. Berticksichtigt wurde dabei, dass der Grundumsatz je
Einheit Korpermasse beim Pferd niedriger ist als beim Menschen (Kirchgef3ner, 1997).
Demzufolge wurde eine Dosierung von 20g/100kg/Tag und eine Supplementierung tber

funf Tage festgelegt.

6.1.2 Applikationsart und Vertréaglichkeit von Glutamin

Die Aminosaure Glutamin wurde den Pferden oral verabreicht, indem es dem t&glichen
Kraftfutter untergemischt wurde. Mehrere Studien berichten Uber den Vorzug von parente-
ral appliziertem Glutamin. Enteral gegebenes Glutamin wurde in diesen Studien zu 50 -
70% vom Gastrointestinaltrakt und der Leber verstoffwechselt. Eine Erhéhung der Plasma-
Glutaminkonzentration konnte nicht nachgewiesen werden (Lacey und Wilmore, 1990;
Fishet al., 1997).
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Im Serum der glutaminsupplementierten Gruppe unserer Studie wurde jedoch ein signifi-
kanter Anstieg der Konzentration von 400 £ 54pumol/l zum Vorwert auf 600 + 80pmol/|
nach dem vierten Tag (vT) der Supplementierung gemessen. Eine erhohte Bereitstellung
von Glutamin fur die GSH-Synthese war demzufolge gegeben. Dies entspricht den Ergeb-
nissen von Houdijk et al. (1998), die eine Vergleichsstudie an 60 Trauma-Patienten durch-
fuhrten. Diesen wurde entweder enteral oder parenteral Glutamin zugefuhrt. In beiden

Gruppen zeigte sich ein signifikanter Angtieg der Glutaminkonzentration im Plasma.
Uber den Einsatz und die Vertraglichkeit von Glutamin bei Pferden ist wenig bekannt.

Um eventuelle Nebenwirkungen bei den Pferden durch die Glutamingabe auszuschlielen,
wurden vor Beginn der Studie zwei Vorversuche durchgefiihrt. Hierfir standen zwei Pfer-
de des Ingtitutes fir Tierverhalten der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen zur Ver-
figung. Beide Pferde erhielten Glutamin finf Tage Uber das Futter supplementiert. Die
Doserung entsprach der spéter eingesetzten Menge von 0,2 g/kg/Tag. Es wurden taglich
Blutbilder erstellt und zusétzlich die Elektrolyte im Plasma bestimmt, um beginnende
gastrointestinale Storungen zu erkennen (siehe Tab. 7). Die Pferde wiesen wahrend des
Versuchs weder Verhaltensanderungen noch Anzeichen fur eine Erkrankung auf. Die
Blutbilder und Elektrolyte blieben unveradndert. Auch Studien an Menschen zeigten diese
Ergebnisse. Glutamin wurde in unterschiedlichen Konzentrationen von 0,1- 0,57g/kg/Tag
sowohl in parenteraler Form als auch enteral appliziert. Die Untersuchungen wurden an
gesunden und kranken Menschen Uber einen Zeitraum von vier Stunden bis zu 15 Tagen
durchgefihrt. Es zeigten sich weder Anzeichen von Nebenwirkungen noch traten im Blut
vermehrt toxische Metabolite (Ammoniak, Glutamat) auf (Ziegler et a., 1990). Wie bei
den Vorversuchen kam es auch wahrend des Versuchablaufs bel den Rennpferden zu kei-
nen Nebenwirkungen. Das Verhalten der Galopprennpferde und ihre Blutbilder blieben
unverdndert. Auch die weiteren Parameter (Aktivitdten der Enzyme: CK, LDH, AST,
GLDH; klinisch-chemische Parameter: Laktat, Bilirubin, Harnstoff, Kreatinin, Gesamtei-
weil3), die zur Beurteilung von potentiell auftretenden Organschédden gemessenen wurden,
blieben durch die Glutamingabe unbeeinflusst.



Tabelle 6: Elektralyt-Bestimmung im Serum von zwei Pferden wéhrend der Vor versuche.

Tage Na [mmol/ 1] K [mmol/ 1] Ca[mmol/ ]

0 140,3 452 2,88

1 138,7 3,96 2,87
Pferd 1

3 137,5 4,27 2,75

5 136,7 4,19 2,70

0 138,7 3,97 291

1 141,2 3,54 2,85
Pferd 2

3 138,0 3,60 2,92

5 138,6 3,57 2,83

6.1.3 Glutaminkonzentration im Blut in Abhéngigkeit von der Supplementierung

und dem Grasbahntraining

Die Vorwerte beider Untersuchungsgruppen lagen bei 400 pmol Glutamir/l Blut. Diese
Konzentrationen von Glutamin entsprechen den von King und Suleiman (1998) gemesse-
nen Werten. In ihrer Studie wurden mittlere Glutamin-Konzentrationen von 376 *
19umol/l im Plasma von Galopprennpferden gemessen. In der G-Gruppe war infolge der
Glutaminsupplementierung ab dem Zeitpunkt vT ein signifikanter Anstieg der Glutamin-
Konzentration im Serum zu messen. Dieser blieb auch an den folgenden Probennahmen
(nT1, nT2) bestehen.

Dass es bei Hochleistungssportlern zu einem Abfall des Glutamin-Spiegels durch maxima-
les Training kommen kann, belegen einige Autoren (Newsholme, 1994; Castell et d.,
1997). Sie stellten fest, dass Glutamin aus der Skelettmuskulatur, dem gréfden Glutamin-
speicher des Organismus, ausgeschleust wird und fir andere Organe mit einer geringeren
Glutaminsyntheserate zur Verfligung steht. Die Kapazitét zur Resynthese von Glutamin in
der Muskulatur ist begrenzt, so dass es in einer extremen Stoffwechsellage zu einem Glu-
taminmangel kommt. Beide Untersuchungen wurden bel Marathonldufern durchgefuhrt,

allerdings handelte es sich dabei um eine Ausdauersportart.

In unserer Studie betrug die Zeit des Grasbahntrainings, das heifd der maximalen Belas-
tung, ca. 15 Minuten. Es konnte kein Abfall der Glutaminkonzentration gemessen werden.
Die Ruhewerte (vw, vT) der Kontrollgruppe unterschieden sich kaum von den gemessenen

Werten nach dem Training (nT1, nT2). Die tendenzielle Abnahme der Glutamin-
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Konzentration in der supplementierten Gruppe, ist eher auf eine Anpassung des Stoffwech-

sels zurlickzufUihren, da sie auch in den Vorversuchen bel nicht trainierten Pferden auftrat.

6.2 Einflussdes Glutaminsauf den antioxidativen Status

6.2.1 Glutathion (GSH) und Glutathiondisulfid (GSSG) im Vollblut

Die Glutathion-Analysen vor dem Training (vw) ergaben in der Kontrollgruppe eine mitt-
lere GSH-Konzentration von 898 + 265umol/l und eine GSSG-Konzentration von
108 + 81 pmol/I. Diese entsprechen den von Art et al. (1999) gemessenen Konzentrationen
von GSH und GSSG bei gesunden Pferden.

Die Mittelwerte des GSH in der Kontrollgruppe waren nach dem Training niedriger, die
GSSG-Mittelwerte waren dagegen etwas hoher as vor dem Training. Obwohl diese Unter-
schiede statistisch nicht signifikant sind, stiitzen diese Veranderungen die anfangs aufge-
stellte Hypothese und stimmen mit publizierten Untersuchungen bei Menschen und Tieren
nach einer akuten physischen Belastung Uberein (Sen et al., 1994; Gul et a., 2000), die in
mehreren Geweben, einschliefdich der Erythrozyten, gleichartige Veranderungen gefunden
haben. Physische Belastung ist verbunden mit maximaler Muskelarbeit, die eine Erhdhung
des Sauerstoffverbrauchs in den Mitochondrien verursacht. Eine vermehrte Entstehung von
Sauerstoffradikalen ist die Folge. GSH wird dann in den Zellen oxidiert und schiitzt andere
Zéllstrukturen vor der Oxidation (Ohlenschlager, 2000).

Im Gegensatz zur Kontrollgruppe, waren hohere mittlere GSSG-Konzentrationen in der
glutaminsupplementierten Gruppe nach dem Training nicht zu beobachten. Auch dieser
fehlende Anstieg wére durch den Einfluss von Glutamin auf die GSH-Synthese zu erkl&-

ren.

In der Literatur liegen vergleichbare Messungen im Vollblut nicht vor. Denno et al. (1996)
konnten einen signifikanten Plasma-Anstieg von GSH nach einer Glutaminsupplementie-
rung bei Ratten messen. Auch ein Anstieg von GSH in Leber und Darm konnte nach
Supplementierung mit Glutamin nachgewiesen werden (Hong et al., 1992; Harward et al.,
1994). Esist denkbar, dass die GSH-Synthese in den Erythrozyten weniger stark zu beein-

flussen ist als in anderen Geweben. Daher konnte auch in unserer Studie ein deutlicher
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Angtieg in den Muskelzellen erfolgt sein, der dann zu der ausgepragten protektiven Wir-
kung gefuhrt hat, die hier als eindeutig verminderter Anstieg der Aktivitét der Kreatinkina-

se sichtbar war.

6.2.2 Antioxidative Kapazitat (TEAC), Vitamin C und Vitamin E

Die Ausgangswerte der TEAC vor der Glutamingabe und vor der Belastung entsprechen
den von Stohrer et al. (2001) gemessenen Werten bei Fohlen. Die Werte der TEAC schei-
nen zwischen den Arten zu variieren. In einer anderen Studie an Schlittenhunden konnte

eine TEAC von 0,8 mmol/l as Ruhewert gemessen werden (Stohrer et ., 2002).

Der Verlauf der TEAC in beiden Untersuchungsgruppen blieb auf gleichem Niveau. Eine
niedrigere mittlere TEAC kurz nach dem Training (nT1), war in dieser Studie nur angedeu-

tet und nach 20 Stunden nicht mehr zu erkennen.

Ein ausgeprégter Abfall der TEAC wurde dagegen bei Schlittenhunden nach einem Ren-
nen gemessen. Die Abnahme der TEAC kurz nach der physischen Belastung lasst auf -
nen vermehrten Verbrauch von Antioxidatien durch die Bildung von Sauerstoffradikalen
schlief3en (Stohrer et a. 2002).

Obwohl die Unterschiede statistisch nicht signifikant sind féllt auf, dass die mittleren
TEAC Werte der glutaminsupplementierten Gruppe wahrend der gesamten Beobachtungs-
zeit hoher waren als in der Kontrollgruppe. Eine Erklarung hierfir ist die mogliche Erho-
hung der GSH-Synthese durch vermehrte Bereitstellung von Glutamat aus seiner Vorstufe
Glutamin. Dies wirde einen Anstieg der im Organismus verfligbaren Antioxidantien be-
wirken und zu einer Erhdhung der TEAC beitragen..

Die gemessenen Vorwerte der Vitamin C-Konzentrationen stimmen mit den Werten ande-

rer Galopprennpferde aus einer Studie von White et al. (2001) tberein.

Vitamin C ist ein stark wirksames, hydrophiles Antioxidans (Rokitzky et al., 1994). In

Anwesenheit von freien Radikalen wirkt es a's Elektronendonator und wird sdlbst oxidiert.

Das Grasbahntraining verursachte in beiden Gruppen keine Veranderungen der Vitamin
C-Konzentration. Andere Studien berichten von einem gemessenen Anstieg des Vitamin
C-Spiegels direkt nach einer physischen Belastung durch eine stressbedingte Antwort der
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Nebennierenrinde und als Folge eine vermehrte Sekretion von Vitamin C (Maxwell et al.,
1993). Anders sind dagegen die Ergebnisse von Gleeson et al. (1987), die einen Abfall des
Vitamin C-Spiegels 24 Stunden nach physischer Belastung bei Menschen feststellen konn-
ten. Ein dhnliches Ergebnis zeigte sich bel einer Studie an Schlittenhunden (Stohrer et al.,
2002) und konnte auch bei Pferden belegt werden (Snow, 1990).

Obwohl Pferde tber die Enzyme zur Biosynthese von Vitamin C verfligen, wurde auch bel
ihnen ein Abfall der Plasma Vitamin C-Konzentration infolge von extremen Stoffwechsel-
situationen wie Krankheit und physische Anstrengung gemessen. Diese Resultate entspre-

chen nicht den Ergebnissen unserer Studie.

Hohere mittlere Vitamin C-Konzentrationen in der glutaminsupplementierten Gruppe 20
Stunden nach dem Training (NT2) unterstitzen die aufgestellte Hypothese der Glutamin-

wirkung auf den antioxidativen Status.

Die Vitamin E-Konzentrationen entsprechen den von McMeniman und Hintz (1992) ge-
messenen Werten bei Ponys. Deutlich hthere Werte wurden bel Menschen gemessen
(Maxwell et a., 1993). Hier zeigten Ruhewerte eine Vitamin E-Konzentration von 23

pmol/l.

Vitamin E schitzt als lipophiles Antioxidans die Zellmembran und subzellulére Membra-
nen vor Lipidperoxidation. Dabel reagiert es innerhalb der Membran mit Lipidperoxylra-
dikalen und reduziert diese. Bei dieser Reaktion wird Vitamin E selbgt radikalisch und
kann durch Vitamin C oder GSH wieder regeneriert werden (McMeniman und Hintz,
1992).

Die Konzentrationen des lipophilen Antioxidans Vitamin E waren anndhernd gleich in
beiden Gruppen. Der konstante Verlauf der Plasma Vitamin E-Konzentration in beiden
Gruppen entspricht den von Maxwell et al., (1993) gemessenen Ergebnissen. Physische
Angtrengung beim Menschen verursachte in seiner Studie keine Veranderung der Vitamin
E-Konzentration. Stohrer et al., (2002) konnten jedoch bei Schlittenhunden infolge einer
physischer Belastung einen Verbrauch von Vitamin E feststellen.

Eine Auswirkung der Glutamingabe auf den Vitamin E-Status der Pferde in unserer Studie

war nicht zu verzeichnen.
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6.3 Parameter zur Beurteilung der physischen Belastung

6.3.1 Laktat alsNachweisder Belastungsintensitat

In beiden Untersuchungsgruppen war ein signifikanter Anstieg der Laktat-Konzentration
direkt nach dem Grasbahntraining zu messen. Die Ruhelaktatwerte entsprachen den in der
Literatur angegebenen Konzentrationen bei Pferden mit einem Ruhelaktatwert von maxi-
mal 0,9 mmol/l (Kraft und Durr, 1981).

Die Laktat-Konzentration im Blutplasmaist ein Index fur den anaeroben Stoffwechsel.

Laktat wird infolge physischer Anstrengung gebildet. Das Mal3 der Bildung ist jedoch ab-
hangig von Dauer und Intensitét der Belastung (Hodgson und Rose, 1994). Erhohte Blut-
laktatspiegel zeigen an, dass auf anaerobem Wege ATP gebildet worden ist. Wahrend einer
starken physischen Belastung kommt es in zunehmenden Malie zur Kontraktion von Typ |1
Muskelfasern (a und b) die sich durch schnelle Kontraktion, eine mittel, bis geringe oxida-
tive Kapazitdt und eine hohe glykolytische Kapazitét auszeichnen (von Grosskopf et a.,
1983). Die anearobe Glykolyse wird gesteigert und Laktat vermehrt gebildet. Das gebildete
Laktat diffundiert ins Blut und wird abgebaut bzw. zur Leber transportiert und dort zur
Gluconeogenese genutzt. Ubersteigt die Laktatproduktion die Elimination, kommt es zu
einem starken Anstieg von Laktat im Blut. Rose et al. (1980) fanden bei Untersuchungen,
die sie bel Vielseitigkeitsprifungen durchgefihrt haben, im Mittel eine Laktatkonzentrati-
on von 8,2 mmol/l direkt im Anschluss an die Belastung. Von Krzywanek et al. (1973),

wurden direkt nach Galopprennen Laktatwerte von 30 mmol/l gemessen.

Nach Beendigung der Belastung beginnt sofort der Abbau des Laktat. Je hoher die Lakta-
takkumulation ist, desto mehr Zeit vergeht bis die Ruhewerte wieder erreicht sind (Dietz
und Huskamp, 1999). Die Probennahmen erfolgten in unserer Studie erst 30 Minuten nach
dem Training, da die Pferde erst dann wieder im Stall zur Verfigung standen. Krzywanek
(1973) zeigte, dass bei Pferden, die erhthte Werte von bis zu 25 mmol/l wéhrend der Be-
lastung erreichten, nach ca. 40 Minuten wieder Werte von 3 mmol/l erreichten. Die gemes-
senen Werte unserer Studie geben demnach keine Information Gber die wirkliche Héhe der
Werte wahrend des Trainings. Es wird aber bestétigt, dass eine Belastung stattgefunden

hat, da auch 30 Minuten nach dem Training noch erhthte Werte gemessen wurden.

Nach Literaturangaben ist es moglich, die Laktatelimination durch leichte M uskeltétigkeit
in der Erholungsphase zu beeinflussen (Krzywanek, 1988). Bei diesem ,, Abarbeiten” wird
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erneut die Skelettmuskulatur verstarkt durchblutet und damit das Sauerstoffangebot an die
Zellen gedteigert. Laktat wird beschleunigt zur Leber, zum Herzmuskel und zu anderen

M uskel gruppen transportiert, wo es metabolisiert wird.

Die Ausgangskonzentration wird auf diese Weise in wesentlich kirzerer Zeit erreicht.
Auch in unserer Studie erfolgte im Anschluss an das Grasbahntraining eine erneute Er-
warmung der Skelettmuskulatur. Die Pferde wurden noch einmal ca.10 Minuten im Trab
bewegt und anschlieRend zum Stall geritten. Erhdhte Laktatwerte 30 Minuten nach dem
Training mit anschlief3ender ,, Abarbeitungsphase” lassen auf eine relativ starke Belastung
durch das Grasbahntraining schlief3en.

6.3.2 Kreatinkinase als Nachweis von Belastungsschaden

Die Aktivitét des Enzyms Kreatinkinase (CK) im Blutserum ist ein Parameter zur Beurtei-

lung von Zellschadigung oder Zeluntergang, insbesondere in der Skelettmuskulatur.

Die gemessenen Aktivitéten waren in beiden Untersuchungsgruppen signifikant erhdht
infolge des Grashahntrainings. Der Wert K nT1 ist signifikant hther im Vergleich zu G
nT1.

Die Ruhewerte liegen in den von Kraft und Durr (1999) angegebenen Normalbereichen der
CK bei Pferden. Hier werden Maximalwerte bis 3.200 nkat/l festgel egt. Hodgson und Rose
(1994) geben einen Referenzbereich von 1.600 bis maximal 5.000 nkat/| an. Die Autoren

beziehen sich besonders auf Ga opprennpferde.

Das zelluldre Enzym Kreatinkinase kommt normalerweise nur in geringen Mengen extra-
zelluldr, also im Plasma vor. Seine extrazelluldre Konzentration kann sich aber erhdhen,
wenn es zu gravierenden Zellschadigungen (Nekrosen) oder auch zu einer vermehrten
Durchlassigkeit der Zellmembran kommt. Eine Erhthung der CK-Aktivitét infolge starker
physischer Belastung ist sowohl bel Menschen als auch bel Pferden nachgewiesen (Snow
et a., 1983; Sen, 1995). Der Angtieg der CK bei den Tieren unserer Studie l&sst auf eine
vermehrte Zellschédigung infolge des Grasbahntrainings schlief3en. Dabei sind die Enzym-
aktivitdten in der Kontrollgruppe an nT1 signifikant hoher as in der glutaminsupplemen-

tierten Gruppe.



Eine Erklérung fur die niedrigeren Enzymaktivitéten bei den Pferden mit Glutaminsupple-

mentierung kdnnte eine verminderte Membranschédigung durch freie Radikale sein.

GSH besitzt die Fahigkeit mit fast allen Sauerstoffradikalen zu reagieren und diese zu re-
duzieren (Sies, 1999). Bei der Lipidreparatur, die ein Netzwerk von Schutzsystemen dar-
stellt, sind neben nicht-enzymatischen Radikalfangern, wie das fettlédiche Tokopherol,
vor alem die beiden selenabhéngigen Glutathion-Peroxidasen und GSH as Coenzym ein-
geschaltet (siehe Literaturubersicht; Ohlenschldger, 2000). Wird die Konzentration des
GSH intrazellular erhoht, ist der Schutz der Zelle vor Lipidperoxidation verbessert und
entstandene M embranschaden kénnen schneller beseitigt werden. Eine direkte Korrelation
zwischen dem vermehrten Auftreten von Maondialdehyd (MDA), einem Endprodukt der
Lipidperoxidation und dem Anstieg von GSSG und CK im Blut, konnte bei Pferden nach
physischer Belastung gemessen werden (Chiaradia et al., 1998). Eine sauerstoffradikalbe-
dingte Belastung des Muskelgewebes wurde auch in anderen Studien nachgewiesen. Sto-
hrer et al. (2002) stellten einen verminderten Angtieg der Kreatinkinase nach physischer
Belastung bei Schlittenhunden in einer Vitamin E supplementierten Gruppe fest.

Myopathien, insbesondere das , tying-up”-Syndrom, ist ein weitverbreitetes Problem bei
Rennpferden (Ono et a.,1990). Dabei handelt es sich um eine Stoffwechselstérung der
Muskulatur, die schnell zu einer Degeneration der Muskelfasern mit Austritt des Myoglo-
bins fuhren kann (Dietz und Huskamp, 1999). Ein Zusammenhang zwischen einer akuten
Myopathie und einer stark erhohten Lipidperoxidation konnte bei M&usen im Anschluss an

eine starke physische Belastung nachgewiesen werden (Salminen und Vihko, 1983).

Der infolge der Glutaminsupplementierung um 80% verringerte CK Anstieg ist ein deutli-
cher Hinweis auf eine verringerte Muskelzellschadigung. Dieses Ergebnis kdnnte von be-

sonderer Relevanz fir die Praxis sain.

6.4 KritischeBeurteilung

Die grole Schwierigkeit bel Untersuchungen von im Training stehenden Vollblutpferden
unter Feldbedingungen liegt darin, moglichst standardisierte Versuchsbedingungen einzu-
halten, daim Gegensatz zu Trabrennpferden nicht mit der Uhr in der Hand eine bestimmte
Strecke in einer bestimmten Zeit zurtickgelegt wird. Die Jockeys lassen nach Anweisung

des Trainers die Pferde Uber die meist gleiche Distanz mehr oder weniger schnell laufen
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(Lindrer et d., 1992). Die Distanz wurde in unserer Studie genau festgelegt, die gerittene

Geschwindigkeit konnte jedoch nicht standardisiert werden.

Die relativ geringe zur Auswertung nutzbare Tierzahl ist durch die hohe Ausfallquote be-
dingt. Drei Pferde schieden aus gesundheitlichen Griinden, wie Lahmheit und Leistungs-
schwéche aus. Be vier weiteren Pferden wurde aufgrund schlechten Fressverhaltens, ein
weit verbreitetes Problem bei Galopprennpferden, kein Glutaminanstieg im Serum gemes-
sen und diese deshalb von der Untersuchung ausgeschlossen.

Die relativ geringen Veradnderungen des antioxidativen Systems konnten darauf zurtickzu-
fuhren sein, dass die Untersuchungen an gut trainierten Rennpferden durchgefiihrt wurden.
Physisches Training stérkt das antioxidative System. Eine verminderte Oxidation von GSH
im Blut konnte bei Ratten nach einer 5-wochigen Trainingszeit nachgewiesen werden
(Kanter et al., 1985). In anderen Studien wurden erhthte Aktivitéten der GSH-Peroxidase
und der GSSG-Reduktase, sowie eine verminderte Konzentration von GSSG in trainierten
Muskeln gemessen (Allessio und Goldfarb, 1988).

Dass eine Belastung stattgefunden hat, wurde anhand eines Anstiegs von Laktat im Plasma
belegt, der auch 30 Minuten nach der Anstrengung noch zu messen war. Auch ein signifi-
kanter Aktivitétsanstieg der Kreatinkinase belegt eine vermehrte M uskel gewebsschédigung
infolge des Grasbahntrainings.

Deutlichere Effekte wéaren vermutlich nach einer extremen Belastung aufgetreten. Interes-
sant waren Messungen, die Auswirkungen eines Hurdenrennens untersuchen wurden.
Waéhrend eines Rennens befinden sich die Tiere in einer extremen Stoffwechselsituation
mit maximaler physischer Belastung. Eine solche Untersuchung war jedoch unter Feldbe-
dingungen nicht moglich, da der Trainer einer Blutentnahme kurz vor den Rennen und

einer Veranderung des Futters durch Glutamin wéhrend des Renntages nicht zustimmte.
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7  Zusammenfassung

Starke korperliche Belastung verursacht sowohl bei Menschen als auch bei Tieren eine
gesteigerten Genese von Sauerstoffradikalen. Eine maximale Trainingsbelastung von Ga-
lopprennpferden fihrt auch bel diesen Tiere zu oxidativem Stress. Durch nutritive Auf-
nahme von Antioxidantien wird der antioxidative Schutz des Organismus verbessert und

dieser oxidative Stress verringert.

Die vorliegende Studie hatte zum Ziel, die Hypothese zu priifen, dass durch orale Supple-
mentierung der Aminosaure L-Glutamin die intrazelluldre Konzentration des Antioxidans
Glutathion zunimmt und dadurch oxidativer Stress abgemildert wird. Glutamin dient als
Subgtrat fur die Glutathion-Synthese, dem wichtigsten intrazellulér wirksamen antioxidati-

ven System und hat zahlreiche andere positive Stoffwechselfunktionen.

Zur Untersuchung der protektiven Wirkung von Glutamin auf den antioxidativen Status
wurde geplant, Hirdenrennpferden, die in vollem Training stehen und damit extremer phy-
sischer Belastung ausgesetzt sind, diese Aminosaure Uber das Futter zu supplementieren.
Diese Untersuchungen konzentrierten sich auf ein Grasbahntraining tber 3000 Meter, bel
dem die Pferde mit hoher Geschwindigkeit Gber Hindernisse geritten wurden. Die Pferde
wurden in eine Kontrollgruppe (K) und eine glutaminsupplementierte Gruppe (G, 20g Glu-
tamin /100kg KGW Uber vier Tage vor und am Tag des Grasbahntrainings) eingeteilt. Der
Verlauf der Glutaminkonzentration im Serum wurde erfasst. Ausgewdahlte Parameter zur
Beurteilung des antioxidativen Status (GSH und GSSG, TEAC, Vitamin E, Vitamin C)
und fir Gewebeschéaden, die auf eine Muskel- oder Leberbelastung sowie auf eventuelle
Nebenwirkungen hinweisen, wurden bestimmt (Aktivitéten der Enzyme: CK, LDH, AST,
GLDH; klinisch-chemische Parameter: Laktat, Bilirubin, Harnstoff, Kreatinin, Gesamtei-
weil3 und das Blutbild). Allen Versuchstieren (K und G) wurden innerhalb einer M essperi-
ode, vier Blutproben entnommen: Vorwerte (vw) vier Tage vor dem Grasbahntraining,
Werte vor der Belastung (vT), direkt im Anschluss an die Belastung (nT1) und 20 Stunden
nach der Belastung (nT2).

Folgende Ergebnisse wurden erzielt:
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Das oral supplementierte Glutamin wurde von den Pferden gut vertragen. Nebenwirkungen
waren weder im Verhalten der Tiere noch im Blutbild zu erkennen. In der glutamin-
supplementierten Gruppe konnte ein signifikanter Anstieg der Glutaminkonzentration im
Blut gemessen werden. Somit war eine vermehrte Bereitstellung fir die GSH-Synthese
gegeben (G vw: 400 = 54pmol/l; G vT: 600 £ 80pumol/l).

Von den zur Beurteilung von potentiell auftretenden Organschaden gemessenen Parame-
tern waren die mittleren Enzymaktivitdten von GLDH und LDH sowie die mittlere Kon-
zentration von Kreatinin nach dem Training hoher (nicht signifikant), wahrend das Laktat
erwartungsgemald deutlich angtieg. Die Ubrigen gemessenen Parameter (Harnstoff, Ge-
samteiweil3, AST) blieben durch die Glutaminsupplementierung und das Grasbahntraining
unbeeinflusst.

Die Parameter zur Beurteilung des antioxidativen Status wiesen in der glutaminsupplemen-
tierten Gruppe hdohere GSH- (KnT1: 803 = 182umol/l; GnT1: 891 + 277umol/l) und nied-
rigere GSSG-Mittewerte (K nT1: 116 = 79umol/l; G nT1: 101 £ 65mmol/l) auf. Auch die
Mittelwerte der TEAC (K nT1: 0,290 = 0,048 mmol/l; G nT1: 0,321 +0,026 mmol/l) und
der Vitamin C-Konzentrationen (K nT2: 11,23 + 5,53umol/l; G nT2: 13,46 + 2,99umol/l)
waren hoher in der glutaminsupplementierten Gruppe. Diese Unterschiede sind zwar Satis-
tisch nicht signifikant, aber die Vielzahl der erwartungsgemal3en Veranderungen der ein-
zelnen Parameter des antioxidativen Status unterstiitzen die Hypothese der Steigerung der

GSH-Synthese infolge der Glutaminsupplementierung.

Von besonderer Relevanz fur die Praxis ist wahrscheinlich der signifikant geringere An-
stieg der Kreatinkinase (K nT1: 5559 + 2484 nkat/l; G nT1: 3622 + 627 nkat/l) in der glu-
taminsupplementierten Gruppe, welcher auf eine Reduzierung von M uskelgewebeschéden

hinweist.

Es wére interessant, die Wirkung von Glutamin bei einer grélieren Anzahl von Pferden und
unter maximaler Belastung, wie sie zum Beispiel in einer realen Rennsituation gegeben it,
und in der anschliefRenden Regenerationsphase zu Uberprifen, da dann die Glutaminwir-

kung wahrscheinlich eindeutig nachgewiesen werden kann.
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8 Summary

The glutamine supplement and it's effects on the antioxidant status of race hor ses

Strong physical exertion causes an increased production of oxygen radicals in humans as
well as in animals. The maximum training of race horses also causes a strong oxidative
stress. The protection of the organism could be improved by the diatary intake of antioxi-

dants and therefore oxidative stress is reduced.

The aim of this study was to prove the hypothesis that through the oral supplement of the
aminoacid L-glutamine, the intra-cellular concentration of the antioxidant glutathione
(GSH) could be increased and the result is less oxidative stress. Glutamine serves as a sub-
strate for glutathione-synthesis, the most important intra-cellular antioxidative system and

has numerous other metabolic functions.

In order to examine the protective effects of glutamine on the antioxidant status, steeple
chase horses at peak training levels which are under extreme physical exertion were given
a supplement of the aminoacid L-glutamine in their food. The examination were focused
on an intensive training programme on the grass track on a 3000-metres distance with

horses ridden at high speed and over hurdles.

The horses were devided into a glutamine supplemented group (G, 20 g/100Kg for a dura
tion of four days before and on the actual day of training) and a control group (K).

The process of Glutamine concentration within the serum was defined. The parameters for
observation of the antioxidant status (GSH and GSSG, TEAC, Vitamine C, Vitamine E,)
and for tissue damage of liver and muscles as well as possible side effects (activities of
enzymes. CK, LDH, AST, GLDH; other clinical parmeters. lactate, bilirubin, urea,

creatinine, total proteins and hemogram) were determined.

Four blood samples were taken from each horse within a certain period ie.: Pre-samples
four days before the next grass track training (vw), samples shortly before (vT) and after
(nT1) and finally 20 houres after exercise (NT2).
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The following results have been identified:

All glutamine-supplementation was well tolerated without recognizable side effects neither
in behaviour nor in hemogram. Through the supplementation of glutamine, significant in-
crease of glutamine in the blood of the G-group was identified and therefore an increased
glutamine availability for GSH-synthesis was evident (G vw: 400 = 54umol/l; G vT: 600 +
80pmol/l).

The parameters concerning tissue damage, like the medium activities of GLDH and LDH
as well as medium concentrations of creatinine after training were higher (statistically in-
significant) while the level of lactate, was as anticipated, increased. The other measured

parameters (urea, tota proteine, AST) were not effected by glutamine supplementation.

The parameters for the observation of the antioxidative status showed higher GSH (KnT1:
803 £ 182umol/l; GnT1: 891 £+ 277umol/l) and lower medium GSSG concentrations (K
nT1: 116 + 79umol/l; G nT1: 101 + 65mmol/l) in the glutamine-supplemented group. Also
the values of medium TEAC (K nT1: 0,290 + 0,048 mmol/I; G nT1: 0,321 £0,026 mmol/I)
and medium Vitamine C concentrations (K nT2: 11,23 = 5,53umol/l; G nT2: 13,46 +
2,99umol/l) were higher in the glutamine group. Even though the differences are not sta-
tistically significant, the plurality of the expected changes of the single parameters of the
antioxidative status support the hypothesis of the increased GSH synthesis due to gluta-

mine supplementation.

Of practical relevance were the results of creatine kinase (CK, K nT1: 5559 + 2484 nkat/l;
G nT1l: 3622 + 627 nkat/l) which showed a significant reduction in the glutamine-

supplemented group which could prove a decrease in the muscle tissue damage.

It would be interesting to test the effects of glutamine in a larger number of horses under
maximal exertion such as a racing situation followed by regeneration phase because this
could prove the actual effects of glutamine.
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