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Aus der Klinik fiir Nutztiere und Pferde der Universitat Bern
und dem Forschungsinstitut der Eidgenéssischen Turn- und
Sportschule, Magglingen, Schweiz

Kurze Originalmitteilung

Ultrastrukturelle und enzymatische Untersuchungen
an trainierten und untrainierten Pferdeskelettmuskeln

R. Straub, H. Howald, H. Gerber, M. Diehl und B. Pauli!

Seit Jahrhunderten werden im Rennsport Trainingsmethoden modifi-
ziert, um bessere Leistungen zu erzielen. Wenn wir die Verbesserung der Renn-
leistung beim Pferd mit Leistungsverbesserung im Sport beim Menschen ver-
gleichen, so muss man feststellen, dass eine Leistungssteigerung auf seiten des
Rennpferdes kaum, wenn iiberhaupt, vorhanden ist. Die Leistungssteigerung
des Sportlers ist nicht zuletzt den stark verbesserten Trainingsmethoden zu-
zuschreiben und teilweise auch der Unterstiitzung durch die Sportmedizin
und Leistungsphysiologie, die sich seit Jahrzehnten um eine objektive Er-
mittlung der trainingsbedingten Verdnderungen im menschlichen Organis-
mus bemiihen. So wurde u.a. mit den Methoden der Spiroergometrie bewiesen,
dass der sportliche Erfolg bei korperlicher Belastung von mehr als zwei Minu-
ten Dauer in zunehmenden Masse von der maximalen Sauerstoffaufnahme-
kapazitit des Organismus abhingig ist (Howald) [5]. Diese wiederum ist
die Folge einer erhohten Transportkapazitit durch Atmung, Herz und Kreis-
lauf und einer erhthten Oxydationskapazitit im arbeitenden Skelettmuskel.
Durch Training verinderte Stoffwechselleistungen der Muskelzelle resultieren
in einer prozentualen Verdnderung der Anteile seiner Zellstruktur. Gollnick
[2] und Kraus [7] haben 1969 iiber eine Zunahme von Zahl und Grosse der
Mitochondrien im Skelettmuskel der trainierten Ratte berichtet, Kissling
[6] und Morgan [8] bestéatigten 1971 diese Verdnderungen fiir den trainier-
ten Skelettmuskel des Menschen. Bei der trainierten Ratte konnte Holloszy
[3] 1967 erhohte Aktivititen von Enzymen des Citratzyklus, des Transportes
und der Oxydation von freien Fettsduren sowie der Atemkette nachweisen.
Diese Aktivititserhthungen wurden auch im trainierten menschlichen Muskel
nachgewiesen (Moesch) [9]. Mit Hilfe der stereologischen Morphometrie, die
weitgehend in den letzten Jahren von Weibel [10] entwickelt worden ist, ist
es uns moglich, die ultrastrukturellen Verdnderungen exakt quantitativ zu
erfassen und sie mit leistungsphysiologischen und biochemischen Untersu-
chungsmethoden in Zusammenhang zu bringen.

1 Adresse der Autoren: Postfach 2735, CH-3001 Bern (Schweiz)
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Auf Grund der am Skelettmuskel verschiedener Spezies gemachten Er-
fahrungen versuchten wir mit morphometrischen und enzymatischen Unter-
suchungen einer objektiven Beurteilung der Fitness beim Rennpferd etwas
naher zu kommen.

Material und Methoden
Versuchspferde

In dieser Arbeit beschrinkten wir uns auf die Untersuchung zweier Paare. Bei den
beiden untrainierten Pferden handelte es sich um ein gutgezogenes irisches Springpferd
und einen englischen Vollbliiter (Rennpferd). Beide Pferde wurden seit mehr als 6 Monaten
vor Versuchsbeginn nicht mehr trainiert, sondern lediglich téglich an der Hand gefiihrt.
Bei den beiden trainierten Pferden handelte es sich um zwei englische Vollbliter, die seit
itber 2 Jahren in regelméssigem Renntraining standen.

Elektronenmikroskopie

Die Muskelbiopsien wurden aus dem M.semitendineus, in der Mitte des Muskel-
bauches unter Lokalanésthesie mit der Nadeltechnik von Bergstrom [1] entnommen.
Die trainierten Pferde wurden 24 Stunden vor der Biopsie nicht mehr bewegt. Mit jeder
Biopsie entnahmen wir ca. 30 mg Muskelgewebe, welches sofort fixiert wurde. Fiir tech-
nische Details beziiglich Fixation und Zubereitung des Muskelgewebes fur die Elektro-
nenmikroskopie sei auf die Arbeit Hoppeler [4] verwiesen. Von jeder Biopsie wurden
4 Blocke geschnitten, von denen je 16 Aufnahmen mit dem Philips EM 200 bei 25 000
facher Endvergrosserung hergestellt wurden. Die Morphometrie wurde nach Weibel [10]
durchgefiihrt.

Enzymaktivititen

Zur enzymatischen Untersuchung entnahmen wir an der gleichen Stelle des Muskels
eine weitere Biopsie. Die Muskelproben wurden sofort in Paraffinfolie verpackt und in
flitssigen Stickstoff verbracht, wo sie bis zur Weiterverarbeitung nicht linger als 2 Stun-
den belassen wurden.

Homogenisierung des Gewebes und Bestimmung der Aktivititen von Glyceraldehyd-
3 P-Dehydrogenase (EC 1.2.1.12), Malat-Dehydrogenase (EC 1.1.37), Succinat-Dehydro-
genase (EC 1.3.99.1) und 3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase (KC 1.1.1.35) wurden mit
der fiir den menschlichen Skelettmuskel bewédhrten Technik vorgenommen (Moesch) [9].

Resultate

Morphometrie

Die Mittelwerte mit Standardabweichungen und die Signifikanz des
Gruppenunterschiedes fiir die Volumenanteile der in der Skelettmuskelzelle
des Pferdes in erster Linie interessierenden Ultrastrukturen sind in der Tabelle
1 zusammengefasst. In den Muskelzellen unserer beiden trainierten Pferde
war der Anteil interfibrillirer Mitochondrien im Vergleich mit den untrainier-
ten Pferden hoch signifikant grisser (p<0,001). Ebenso besteht ein hoch
signifikanter Unterschied (p <<0,001) beim Quotient Mitochondrienvolumen/
Myofibrillenvolumen. Dagegen bestand bei den genannten Parametern inner-
halb der beiden Pferdepaare kein statistisch signifikanter Unterschied.
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Tab.1 Mittelwerte (x), Standardabweichung (s) und Signifikanz von Volumenanteilen einzelner
Ultrastrukturen im untrainierten (NT) und trainierten (T) M.semitendineus des Pferdes.

Volumenanteile Anzahl NT T p<
EM-Bilder X s = s
Myofibrillen 131,79 6,83 131,78 8,16 —
Mitochondrien (interfibrillar) 3,95 2,90 6,84 3,76 0,001
Cytoplasma 128 32,24 7,47 29,38 7,9 -
Lipidtropfen 0,015 0,124 0,023 0,151 -
Mitochondrien/Myofibrillen (.10—2) 3,011 2,233 5,303 3,067 0,001
Enzymaktivitdten

Die Muskelenzymaktivititen des M.semitendineus trainierter und un-
trainierter Pferde gehen aus der Tabelle 2 hervor. Am auffilligsten sind vor
allem die Erhohung der Malat-Dehydrogenase und Succinat-Dehydrogenase
bei gut trainierten Vollbliitern.

Tab.2 Muskelenzymaktivititen untrainierter (NT) und trainierter (T) Pferde (M.semitendi-
neus).

Aktivitat
Stoffwechselabschnitte Enzyme (pg/min g Gewebe)
NT T
238 452
Anaerobe Glycolyse Glyceraldehydrogenase 259 496
2,01 6,23
Citrateyclus Malat-Dehydrogenase 2,99 7,04
7,20 14,64
Citrateyclus Sucecinat-Dehydrogenase 9,54 10,52
878 376
B-Oxydation von freien Fett- 3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydroge- 530 455
séuren nase
Diskussion

Wir wihlten fiir die Biopsien den M.semitendineus wegen seiner leichten
Zuginglichkeit fiir die Biopsie bei stehendem Pferd und wegen seines funk-
tionellen Beitrages zur Fortbewegung des Tieres. Komplikationen wie Hama-
tome, Infektionen oder Funktionsbeeintrichtigungen traten keine auf. Ob-
wohl wir bisher nur vier Pferde untersucht haben, sind aufgrund der Ergeb-
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nisse und der Erfahrungen bei anderen Spezies gewisse Schlussfolgerungen zu-
lassig. Wie beim Menschen (Hoppeler) [4] besteht auch im Muskel der trainier-
ten Pferde ein statistisch hoch signifikant hoherer Volumenanteil an inter-
fibrilliren Mitochondrien. Ebenso ist das Verhéltnis von Mitochondrien zu
Myofibrillen beim trainierten Pferd signifikant zu Gunsten der Mitochondrien,
also der energieliefernden Strukturen verschoben.

Uberraschend war, dass im Vergleich zur menschlichen Muskelzelle im
M.semitendineus des Pferdes sowohl beim trainierten als auch beim untrainier-
ten Tier sehr wenig Fettreserven festzustellen waren. Die iibrigen Zellstruk-
turen wie Myofibrillen und Cytoplasma zeigten keine vom Trainingszustand
abhingigen Unterschiede. Beim Menschen wurde eine strenge Korrelation
zwischen Mitochondrienvolumen und maximaler Sauerstoffaufnahmekapazitéit
nachgewiesen. Diese Sauerstoffaufnahmekapazitit widerspiegelt sich in der
aeroben Energiebereitstellung und diese wiederum in der mitochondrialen
Oxydationskapazitit. Letztere kann durch direkte Enzymaktivitdtsbestim-
mungen erfasst werden, und entsprechend sind bei unseren gut trainierten
Pferden die Aktivititen der Enzyme, die am aeroben Stoffwechsel beteiligt
sind, erhoht. Im Gegensatz zu den morphometrischen Ergebnissen lasst die
kleine Anzahl der analysierten Gewebeproben bei den Enzymaktivitdten keine
statistische Berechnung zu.

Die beschriebenen Untersuchungsmethoden sind zusammen mit der beim
Menschen gebriduchlichen Spiroergometrie ein gutes Mittel zur Beurteilung des
Leistungsvermégens. Allerdings sind sie als Routinemethoden wegen dem
grossen Zeitaufwand und den daraus entstehenden Kosten kaum geeignet.

Es wird sich spéter zeigen, ob andere Skelettmuskeln fiir die morphome-
trischen und enzymatischen Untersuchungen besser geeignet sind und ob die
Methode empfindlich genug ist, auch wenig voneinander verschiedene Trainings-
umstinde objektivieren zu konnen.

Zusammenfassung

In einer orientierenden Mitteilung wird die morphometrische und enzymatische
Untersuchung am M.semitendineus zweier trainierter und untrainierter Rennpferde be-
schrieben.

Im trainierten Muskel war der interfibrillire Mitochondrienvolumenanteil hoch-
signifikant grosser (p<<0,001) als im untrainierten. Was die Enzymalktivititen anbe-
trifft, so waren vor allem die Succinat-Dehydrogenase- und die Malat-Dehydrogenase-
Aktivititserhohungen bemerkenswert. Mit weiteren Untersuchungen wird man versuchen,
der Objektivierung der Fitness beim Rennpferd néher zu kommen.

Résumé

11 s’agit d’une description de l’examen morphométrique et enzymatique au M.
semitendineus de deux chevaux de course entrainés et de deux chevaux de course sans

entrainement.
Dans le muscle entrainé la portion volumétrique des mitochondries interfibrillaires
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était nettement (p <<0,001) plus élevée que dans le muscle sans entrainement. Quant aux
activités des enzymes, les élévations des déhydrogenases de succinate et de malate
étaient remarquables. Avec des examens suivants on tachera de préciver 1’état d’en-
trainement des chevaux de course.

Riassunto

I stata compiuta un’analisi morfometrica ed enzimatica del muscolo semitendinoso
di due cavalli da corsa allenati e di altri due non allenati. La densitd volumetrica (volume
density) dei mitocondri centrali era decisamente superiore nei muscoli allenati (p 0,001)
che in quelli non allenati. Le attivita della sucecinato-deidrogenasi (EC 1.3.99.1) e malato-
deidrogenasi (EC 1.1.37) erano considerevolmente piu elevate nel muscolo allenato. In
ulteriori ricerche cercheremo di stabilire I’appropriatezza piu obiettivamente.

Summary

A morphometric and enzymatic analysis of the M.semitendineus of two trained
and two untrained racehorses is given. The volume density of central mitochondria in
trained muscles was significantly higher (p <0,001) than in untrained ones.

Succinate-dehydrogenase (EC 1.3.99.1) and malate-dehydrogenase (EC 1.1.37)
activities were remarkably higher in the trained muscle. In further investigations we will
try to assess fitness more objectively.
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