Einleitung

1. Einleitung

Beim allergischen Asthma des Menschen wurde die Bedeutung der Egidrelzles
Atmungstraktes fur die Entstehung und Aufrechterhaltung der Erkrankung klanerke
sind die ersten Kontaktzellen fiir aul3ere Pathogene, wobei neben AlreeyeteViren eine
grol3e Rolle spielen. Respiratorische Viren kénnen allergisches Asthimelem Uber die
Induktion von Zytokinen auslésen und verstarken (Folkerts et al., 1998). Die dagsties
Epithels fuhrt dabei zur Ausschittung von Wachstumsfaktoren durch mesencizgtiate
mit dem Ziel der Regeneration. Beim allergischen Asthma schaiatveranderte Antwort
der Epithelzellen auf Proliferationsstimuli vorzuliegen, so dal} dakdtpn einem Phanotyp
der vermehrten Produktion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren verbleibt (Holgate, 2000)
Es kommt zu strukturellen Veranderungen der Atemwege, die wesenilicBlestruktion
beitragen (Chiappara et al., 2001).

Beim Pferd wurden bisher tber die Rolle des Epithels bei respacdten Erkrankungen
kaum Untersuchungen durchgefuhrt. Dabei sind Atemwegserkrankungen in der Pendehal
von grol3er Bedeutung und fihren bei Chronifizierung haufig zur Unreitbarkeit eleke £f
Innerhalb der respiratorischen Erkrankungen nimmt die chronisch-obstruktorecHgirs
(COB) eine herausragende Position ein. Bei COB handelt es sicinarbes Pferden weit
verbreitete, chronische, schlecht therapierbare Lungenerkrankung, derernufmggseuf
immunologischer Ebene erst ungeniigend erforscht ist. Sie zeigt mehrhkbitbn zum
allergischen Asthma als zur namensgleichen Lungenerkrankung des Mensadbten €Fal.,
1998).

In Anlehnung an die Gemeinsamkeiten von COB beim Pferd und dem allergisstiena
des Menschen soll der Schwerpunkt dieser Arbeit in der Untersuchureg Wrfgktionen des
Atmungstraktes und der dadurch ausgeldsten Zytokinproduktion liegen. Dafur wird
Uberwiegend eine Zellkultur aus equinem Trachealepithel (ET Zelgmutzt. Zur
Durchfiihrung des Zytokinnachweises findet eine RNA Isolierung aus indzi€ellen statt,
nach Umschreibung in cDNA und anschlie3ender Polymerase Kettenreakii¢tCHR) wird

die vervielfaltigte DNA auf Agarose-Gel sichtbar gemacht.
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2. Literaturuibersicht

COB beim Pferd

Fur COB beim Pferd werden viele Bezeichnungen synonym gebraucht,chnamic
obstructive pulmonary disease, recurrent airway obstruction, small airway disease und
heaves. Bei jungen Pferden handelt es sich iaftammatory airway disease moglicherweise

um die frihe Form der Erkrankung.

Die Inzidenz der Erkrankung reicht je nach Studie von 12% im Norden der(lLi8gon und
Busch, 1985) bis hin zu 37% (Winder et al., 1991) bzw. 54% (Bracher et al.,, 1991) de
Schweizer Pferde.

Es sind vor allem Pferde der nérdlichen Hemisphére betroffen, daglsdéma und feuchte
Sommermonate eine langere Einstallung und schlechte Heu-und Strohdpedalitéten. Eine
ahnliche Erkrankung ist im heil3en und feuchten Sidosten der USA bei Wealéepéts
summer pasture associated obstructive pulmonary disease (SPAOPD)bekannt (Seahorn und
Beadle, 1993). Diese Erkrankung wird auf eine Reaktion auf Schimmelpérspor
Weidegras zurickgefihrt.

Im histologischen Bild zeigt sich, dal3 es sich trotz der hierzulandehébl Bezeichnung
chronisch-obstruktive Bronchitis um eine Bronchiolitis und Peribronchiolimst
peribronchiolarer und perivaskularer Ansammlung von mononuklearen Zellen und
intraluminaler Ansammlung von hauptsachlich neutrophilen Granulozyten handette(G
1973; Winder et al., 1991). Die frihesten strukturellen Veranderungen werdépitéuel der
terminalen Luftwege gefunden (Kaup et al., 1990 a, b).

Zytokine

Zytokine, zu denen auch die als Lymphokine, Monokine, Interleukine (IL) und Imueefer
(IFN) bezeichneten Substanzen gehoéren, sind sezernierte Proteine voigemedr
Molekulargewicht. Zytokine wirken in nachster Entfernung parakrin und dienen der
Kommunikation zwischen Entziindungszellen (Roitt, 1993). Sie steuern Starkeauadder
Immun-und Entztindungsreaktionen.

Die Zytokine des Menschen kénnen nach ihrer Wirkungsweise unterteiltrwékdea, IL-

1B, IL-6, IL-11, Tumor Nekrosefaktor alpha (TNF und Granulozyten-Makrophagen-
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Kolonienstimulierender Faktor (GM-CSF) werden als proinflammstbe Zytokine

bezeichnet (Chung and Barnes, 1999). &L tihd IL-1B benutzen den gleichen Rezeptor und

haben demzufolge gleiche Wirkungen, wobei ti-ftiiher als IL-PB gebildet wird, IL-PB
wiederum in grol3erer Menge. IlB3Ihat viele Effekte, es verursacht Fieber, die Freisetzung
von Neutrophilen aus dem Knochenmark und stimuliert die Produktion von anderen
Zytokinen durch eine Vielzahl von Zellen. Weiterhin ist es fur die vidttung von T-
Lymphozyten verantwortlich. IL-&pielt ebenfalls bei der Aktivierung und Differenzierung
von T-Zellen eine Rolle und hat dartber hinaus wachstumsregulierendeun3Emil viele
Zellen. Es induziert in B-Zellen Immunglobulin (Ig) G, -IgA- und IgM-Sslan, aul3erdem

ist es ein wichtiger Kofaktor fur die IL-4-abhéangige IgE-Syntheselllkvurde urspriinglich

als essentieller Faktor fur die Megakaryozyten-und Thrombopoese entdeckssin et al.
konnten allerdings 1996 nachweisen, dal3 es bei direkter Applikation in gesunde Maus
Hyperreaktivitat und Entztindung der Atemwege fuhrt. @NEigt grofdtenteils synergistische
Effekte zu IL-I3 und erhdht weiterhin dessen Freisetzung von antigen-prasentierenden Zellen.
GM-CSF induziert die Synthese und Freisetzung einer Vielzahl von Zytokinen durch
Makrophagen und verlangert die Uberlebenszeit von Eosinophilen in der KultkretPa.,
1998).

IL-8 gehort zur Gruppe der Chemokiif€hung and Barnes, 1999) und ist ein potentes
Stimulans fir die Anlockung und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten.

IL-2, IL-4, IL-5, IL-13 und IFNy sind wichtig fur die Unterscheidung zwischen Th (T-

Helferzellen)1- und Th2-Antwortles Immunsystems (Roitt, 1993): Es werden zytotoxische

T-Lymphozyten, die den CD8 (Cluster of Differentiation 8)-Rezeptortaaf Zelloberflache
tragen, von T-Helferzellen unterschieden, die den CD4-Rezeptor besittdglferzellen
stimulieren bevorzugt die Synthese von Antikérpern in B-Zellen und lassemach ihrem
vorherrschenden Zytokinprofil in Thl- und Th2-Zellen unterteilen. Bei VorliegenTh1-
Zellen wird 1L-2 und IFNy nachgewiesen, Th2-Zellen sind durch die Produktion von IL-4

5 und_IL-13gekennzeichnet. IL-4 und auch IL-13 veranlassen die Umstellung der Produktion
von Antikérpern auf IgE durch B-Lymphozyten, wahrenddessen IL-5 fur die Aktiviarndg
Einwanderung von eosinophilen Granulozyten verantwortlich ist (Janeway und sTraver
1997).

IL-10 wird als_inhibitorisches Zytokibezeichnet (Chung and Barnes, 1999). Es verringert die

Synthese von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1 und IL-6 und wirkt immunesgipr

durch Hemmung der Monozyten- und Makrophagenfunktion.
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Mehrere equine Zytokine wurden bereits kloniert und sequenziert (zur ithiessehe
Steinbach et al., 2002).

Asthma beim Menschen

In der Humanmedizin wird zwischen allergisch bedingtem (extrinsischamd nicht-
allergischem (intrinsischem) Asthma unterschieden (Romanet-Maréntl., 2002).
Allergisches oder atopisches Asthma wird zur HypersensibiligkBom vom Typ | oder
auch Uberempfindlichkeit vom Soforttyp gerechnet. Dabei kommt es zur iégtian von
Mastzellen und Basophilen, die durch deren Vernetzung durch IgE vermitiékltSo wird
bei allergischen Asthmatikern ein hoherer totaler IgE-Spiegel enins gemessen als bei
Gesunden (Hizawa et a., 2001).

Die dominierende Lymphozyten-Subpopulation bei Asthma sind Th2-Zellen, wasssc
dem nachgewiesenen Zytokinprofil von IL-4, IL-5 und IL-13 schlieRen laf3t (Koniaty, et
1997; zur Ubersicht siehe Jeffery, 1999).

Die genauen pathogenetischen Zusammenhénge der bei allergischem Astieganden
Hyperreaktivitat der Atemwege bleiben noch unklar. Vermutlich spiejgn Wwelche an
Rezeptoren an der Zelloberflache der glatten Muskelzellen binden,wéthéige Rolle
(Martin, 2001). Weiterhin konnte die Bedeutung der Zytokine IL-5, IL-1, GNEM-CSF
und IL-11 fur die Entstehung der Hyperreaktivitat nachgewiesen werden (ChuiBgaumes,
1999).

Die Zytokine IL-4 und IL-13 stellten sich auch im Hinblick auf die gmsobie Grundlage von

allergischem Asthma als wichtig heraus (Shirakawa et al., 2000).

Virale Infektionen und Asthma

Von mehreren respiratorischen Viren ist bekannt, dal3 sie allergigestesna sowohl
auslosen als auch verstarken konnen. Die wichtigsten Erreger sind dalbegparatorische
Synzytialvirus (RSV) und Parainfluenzavirus (PIV) bei jungeren Kindewies humane
Rhinoviren (HRV) bei Erwachsenen (Nicholson et al., 1993; Johnston et al., Tegii

sollen die Infektion der Epithelzellen und die dadurch ausgeléste Zytokinproduktion
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Hyperreaktivitat der Atemwege, Eosinophilie und IgE-Synthese flihren (Eokdeal., 1998;
Chung und Barnes, 1999).

Verschiedene Untersucher konnten nach Infektion mit HRV sowohl vivo in
nasopharyngealen Aspiraten als auchitro eine Erhéhung bzw. Induktion der Expression
von IL-1[B, IL-6, IL-8, IL-11, TNFa und GM-CSF nachweisen (Zhu et al., 1996; Terajima et
al, 1997; Schroth et al. 1999; zur Ubersicht siehe Gern und Busse, 1999; Papadstpalulos
2000). Diein vitro-Versuche wurden auf primaren und permanenten Epithelzellkulturen der
Atemwege durchgefihrt. Die Induktion der Zytokinproduktion nach viraler Infektibairsic
dabei Uber eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nuklear-Fakir (NF-kB)
stattzufinden. NFB kontrolliert die Induktion vieler inflammatorischer Gene. Kim &t a
(2000) konnten die Beteiligung von NB an der Produktion von GM-CSF nach viraler
Infektion nachweisen, wahrenddessen fur IL-6 und IL-8 einkBFRinabhangiger Weg
existiert.

Oh et al. wiesen 2002 erhohte Spiegel von IL-6 und IL-11 in nasopharyngealesté&spion
Kindern nach Infektion mit RSV nach.

Vergleich von COB beim Pferd mit dem allergischem Asthma des Menschen

Auch beim Pferd konnte in Untersuchungen auf der Grundlage von
Verwandschaftsbeziehungen eine genetische Disposition fir das AuftvetenCOB
nachgewiesen werden (Marti et al., 1991). Weitere Forschungen Uber&imspBsition auf
Genomebene stehen noch aus.

Die Zugehorigkeit von COB zu einem bestimmten Allergietyp ist uttestriSo konnten von
einigen Untersuchern im Serum bzw. in der bronchoalveolaren LavageflisgiBRéiF)
COB-kranker Pferde erhthte Spiegel von allergenspezifischem IgE naekgewverden
(Halliwell et al., 1993; Eder et al., 2000). Hauptallergene scheinemioast Proteine von
Aspergillus fumigatus und Alternaria alternata zu sein (zur Ubersicht siehe Robinson et al.,
1996), die auch beim Menschen mit Stauballergien eine Rolle spielamé@r 1998). Die
naturliche Exposition ruft beim Pferd eine starkere Reaktion hergodial Belastung mit
einem einzelnen Allergen (Mc Gorum et al., 1993a). COB geht bei Hattenéferde im

Freien oder unter geringer Allergenbelastung in Remission.
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Die Bestimmung der IgE-Spiegel beim Pferd wird dadurch erschwétgeigenwartig noch
keine monoklonalen Antikorper fur equines IgE zur Verfiigung stehen. Hauttestseicdh
Menschen zur Allergiediagnose genutzt werden konnen, sind beim Pferd nicht
ausssagekraftig, da die meisten Pferde positive Hautreaktionen aieliBllergene in ihrer
Umgebung zeigen. Allerdings scheinen an COB erkrankte Pferde auf eineegiifiahl

von Allergenen positiv zu reagieren (Mc Gorum et al., 1993b).

Zu unterschiedlichen Ergebnissen kamen die verschiedenen UntersuchiablickHauf die
dominierende Lymphozyten-Subpopulation: Wahrend Mc Gorum et al. (1993a) einesgAnsti
der CD4+ Zellen nach Allergenexposition in der BALF COB-kranker défarachwiesen,
konnte dies von anderen Untersuchern nicht nachvollzogen werden (Berendonk, 2000).
Lavoie et al. (2001) konnten mit Hilfe der in situ-Hybridisierung eimélete Expression von
IL-4- und IL-5-mRNA in der BALF COB-kranker Pferde im Vergleizh gesunden Pferden
nachweisen, sowie eine erniedrigte Expression von mRNA fiy, I&ds ebenfalls wie bei
Asthma auf eine durch Th2-Zellen vermittelte Immunantwort schlié®&n Eine erhéhte
Expression von mRNA fur IL-4 und IL-13, aber nicht fur IL-5 wurden von Bowlesl.
(2002) in der BALF von an SPAOPD erkrankten Pferden wahrend der Zeisckier
Symptome gemessen. Allerdings wurde in dieser Untersuchung die RT-RCR a
Nachweismethode genutzt .

Wie bei Asthma liegt bei COB beim Pferd eine Hyperreaktidgit Atemwege vor, die zu
Bronchospasmus, Hypertrophie der glatten Muskulatur und zur Hyperplasie deslEpi
fuhrt, was eine wesentliche Rolle bei der Obstruktion der Atemwege spielt.

Die fur das allergische Asthma des Menschen typische Eosinophilie tritt betimifeselten

auf, dagegen wird in der BALF ein erhdhter Anteil an neutrophilen Granelvhbgobachtet.
Franchini et al. (1998) fuhren dies auf eine vermehrte Produktion chermolaltirkender
Substanzen wie IL-8 und Makrophagen-inflammatorisches Protein-2 (MIB4&)ck.
Allerdings sind auch beim Menschen akute schwere AsthmaanfalléNewitrophilie im
Sputum assoziert (Fahy et al., 1995), vor allem wenn virale InfektioreerAwuloser

nachgewiesen werden konnten.

Virale Infektionen und COB

Beim Pferd gibt es eine Reihe von respiratorischen Viren, die iabétinblick auf ihre

Beteiligung bei der Entstehung von COB nur ungentigend untersucht wurden. Fir die equinen



Einleitung

Herpesviren Typ 2 und Typ 4 (EHV-2 und -4) wird ein Zusammenhang mit COButetr
(Robinson et al., 1996).

Equines Herpesvirus Typ (EHV-1) konnte hauptsachlich als Erreger seuchenhafter Aborte

und neurologischer Stérungen erkannt werden, verursacht aber auch milde Erkramlasngen
oberen Respirationstraktes (Studdert, 1974). Infektionen mit EHV-1 gehefusbildung
einer Viramie einher.

Bei EHV-4 handelt es sich um den typischen Erreger der Rhinopneumonitis beird Pfer
(Studdert, 1974). EHV-4-DNA konnte aber auch aus dem Liquor von drei Pferden mi
neurologischen Stérungen nachgewiesen werden (Thein et al., 1993) und ist ®lfall
Aborten gefunden worden (Ludwig et al., 1988).

Im Gegensatz zu EHV-1 und —4 ist die Bedeutung von Infektionen der PferdeHvi2

noch unklar. EHV-2 wurde bei Pferden mit respiratorischen Erkrankungenligufi@ufig
gefunden (Palfi et al., 1978; Murray et al., 1996; Wolfinger, 1998). Schlockdr sellten
1995 eine Beziehung zwischen respiratorischen Erkrankungen und EHV-2 fesit dbs
Virus in den Lungenmakrophagen von Pferden mit COB nachwiesen. Bei gesundkm Pfe
gelang eine Virusisolierung nicht.

Equine Rhinovirerwerden ebenfalls mit milden Erkrankungen des oberen Respirationstraktes
in Verbindung gebracht (Plummer, 1962; Steck et al., 1978). Da sie rkibt@lentioneller

Methoden schwierig zu isolieren sind, wurde ihnen wenig Bedeutung zugemessene N
Untersuchungen zeigen jedoch ihre weite Verbreitung und lange Persidgtébzzt al.,
1997).

Die equinen Rhinoviren als Mitglieder der Familie &etornaviridae und friher des Genus
Rhinovirus wurden neu einklassifiziert. Der frihere Serotyp 1 wurde in EquinastiBhA
Virus (ERAV) umbenannt und ins Genusphthovirus eingeordnet, wéhrenddessen der
frihere Serotyp 2 jetzt den Namen Equines Rhinitis B Virus (ERBAGt und das einzige
Mitglied des Genug&rbovirus darstellt (Huang et al., 2001). ERAV und ERBV unterscheiden
sich in ihrer Nukleotidsequenz stark voneinander. ERAV zeigt mehr Gsamekeiten zum
Erreger der Maul-und Klauenseuche (ebenfalls Geépishovirus), wahrenddessen ERBV
eher dem Encephalomyokarditis-Virus (EMCV, FarRicornaviridae, Genus: Murine
Cardioviren) dhnelt (Wutz et al., 1996).
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Uber die Zytokininduktion in den Atemwegen nach viraler Infektion wurden béerd P
bislang noch keine Untersuchungen durchgeftihrt. Bureau et al. (2000) nutzten an COB
erkrankte Pferde als Tiermodell fur das allergische Asthmavieschen. Sie konnten in
Bronchialzellen von COB-Pferden wahrend eines akuten Krankheitsschubese hoher
Aktivitaten des Transkriptionsfaktors NéB im Vergleich zu gesunden Pferden und Pferden
in Remission messen. Fir MB- ist beim Menschen nachgewiesen, dald es nach viraler
Infektion zur Aktivierung und damit zur Induktion inflammatorischer Gene ko(kim et

al., 2000).

Weitere Untersuchungen beschéftigten sich mit der ZytokinfreisetzudgriBALF COB-
kranker Pferde: Franchini et al. wiesen 2000 eine erhdhte Freisetzuhig-&am Vergleich

zu gesunden Pferden nach; erhdhte Spiegel von mRNA fur3,II{4Fa und IL-8 konnten

von Giguere et al. (2002) gemessen werden.

Rolle der Epithelzellen beim Asthma des Menschen

Nicht nur T- und B-Zellen, Mastzellen, eosinophile und neutrophile Granutozgigen sich

fur die Immunpathogenese bei Asthma verantwortlich, auch dem Epithelrderen
Atemwege wird eine Schlisselrolle zugesprochen.

Zum einen sind die Epithelzellen nicht nur passives Zielorgan versokied@en, sondern

sie produzieren nach viraler Infektion Zytokine, denen bei Asthma Bedeutunmessgn

wird (siehe oben: Virale Infektionen und Asthma).

Weiterhin wird das Bronchialepithel fur die Aufrechterhaltung der ceob@n Entziindung

und der klinischen Symptome auch in Abwesenheit von Allergenen verantwgseichcht.

Dabei soll es durch die Produktion von Zytokinen, Chemokinen und Wachsumsfaktoren zum
Entzindungsgeschehen beitragen (Busse et al, 1999; Holgate et al., 1999 und 2000). Die
vorliegenden strukturellen Veranderungen in Form von Wandverdickungen der Luftwege
werden alsirway remodeling bezeichnet und umfassen subepitheliale Fibrose, Hypertrophie
und Hyperplasie der glatten Muskulatur sowie der Myofibroblasten (R€€); Zhu, 2001).
Dabei konnten die Verfasser zeigen, dal3 der subepithelialen Fibrokellagenablagerung

eine Uberexpression von IL-6 und IL-11 zugrunde liegt.

Beim COB-kranken Pferd kénnen &hnliche histologische Veranderungen nachgewiese
werden, die allerdings mehr im Bereich der Bronchioli als der Brencbder Trachea zu
finden sind (Kaup et al., 1990 a, b).
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2.1  Zielsetzung

Es soll die Rolle der Epithelzellen bei der Immunpathogenese resggsicaer Erkrankungen
des Pferdes untersucht werden. Dafur soll zum einen das Zytokinspektsumquai@en
Trachealepithels bestimmt werden. Von Interesse ist weiterheén Fliage, welche
respiratorischen Viren des Pferdes auch die unteren Atemwegéeririzund welche
Zytokine durch sie induziert werden. Zentraler Untersuchungsgegenstand imérdne
Institut fir Veterinar-Pathologie der FU Berlin etablierte equireeiiealepithelzellkultur (ET
Zellen) sein (Wolfinger et al., 2002).

- Zu Beginn soll die Permissivitat der ET Zellen fur verschiedene respicitensren
des Pferdem vitro Gberpruft werden.

- Daraufhin soll die Zytokinexpression der ET Zeliewitro vor und nach viraler
Infektion bestimmt werden.

- AnschlieR3end soll Trachealepithel von weiteren Pferden gewonnen und infiziert
werden, die dabei entstehendzvivo - Zytokinmuster sollen mit dem der ET Zellen

verglichen werden.



