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Meinen Eltern.

Jeder junge Wissenschaftler sollte stets die Moéglickeit im Auge behalten, dass
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inkonsistenten Ergebnissen fiihrt, ein- oder zweimal im Leben auch ein
Hinweis auf eine groBartige Entdeckung sein kénnte.“

Patrick Blanckett (1897-1974)
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| Einleitung

| Einleitung

Pferde mit Erkrankungen des Respirationstrakts machen einen groflen Anteil der in Klinik
und Praxis vorgestellten internistischen Patienten aus. Neben der Chronisch Obstruktiven
Bronchitis (COB), stellen auch die immer haufiger diagnostizierte Inflammatory Airway
Disease (IAD) sowie die interstitielle Pneumopathie bedeutende Differenzialdiagnosen
chronischer Lungenerkrankungen beim Pferd dar. Die hohe Pravalenz chronisch
respiratorischer Erkrankungen, insbesondere der COB, in der Pferdepopulation und der, vor
allem beim Sportpferd mit Leistungseinschrankungen verbundene, wirtschaftliche Aspekt
(Wilsher, Allen et al. 2006; Gerber 2013) tragen dazu bei, dass auf diesem Gebiet in den
letzten Jahren viel geforscht wurde. Das Hauptziel bestand darin, den Pathomechanismus so
detailliert wie moglich aufzuschlisseln und dadurch neue prognostische und therapeutische
Ansatzpunkte zu finden. Der Fokus lag hierbei vor allem auf dem Mechanismus der lokalen
Entzindungsreaktion in der Lunge, die als zentraler Punkt in der Pathogenese gilt. Vor allem
in Bezug auf die mit einer allergischen Komponente vergesellschafteten
Atemwegserkrankungen (COB, IAD), rickte dabei das Verstandnis komplexer
immunologischer Zusammenhange in den Vordergrund (Robinson 2001; Pirie 2014).

Langanhaltende und immer wiederkehrende Entzindungsprozesse, wie sie bei genannten
Erkrankungen auftreten, flihren langfristig zu einem Umbau des Lungengewebes. Dabei
kommt es neben Differenzierungsstérungen und damit einhergehendem Funktionsverlust
verschiedener spezialisierter Zellen sowie einer Hypertrophie der glatten Muskulatur auch zu
Fibrosierungen unterschiedlichen Schweregrades (Kaup, Drommer et al. 1990b; Leclere,
Lavoie-Lamoureux et al. 2011a). Langfristig fuhren diese Veranderungen zu persistierenden
Einschrankungen in der Lungenfunktion, wobei die Vernarbung des Lungengewebes je nach
Ausmal} eine bedeutende Rolle spielt (Setlakwe, Leclere et al. 2009).

In der Humanmedizin konnte fiir viele verschiedene, akute wie chronische, respiratorische
Erkrankungen, unter anderem fir das der equinen COB sehr ahnliche Asthma, ein gestortes
hamostatisches Gleichgewicht im Lungenkompartiment als wesentlicher Einflussfaktor fir
ablaufende Fibrosierungsprozesse herausgestellt werden (Wygrecka, Jablonska et al. 2008;
Brims, Chauhan et al. 2009).

Grundsatzlich kommt es bei mechanischen oder entziindlichen Schadigungen natirlicher
Barrieren wie dem Kapillarendothel und dem Alveolarepithel zunachst zu einem
sogenannten plasma protein leakage mit Extravasation und damit einhergehendem Ubertritt
von Plasmaproteinen wie beispielsweise Fibrinogen oder auch Thrombin in den
Alveolarraum. Daran angeschlossen findet in der Regel eine verstarkte
Gerinnungsaktivierung und Fibrinbildung als Teil eines natirlichen Heilungs- und
Reparaturmechanismus statt, der dem primaren Verschluss geschadigter Membranen dient
(Glnther, Mosavi et al. 2000a). Wenn nun jedoch die natirliche Balance zwischen
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Gerinnung und Fibrinolyse gestort ist, fihrt dies zu Ubersteigerter Fibrinbildung mit
dauerhaften Fibrinablagerungen und langfristig zu genannten Bildung schwerwiegender
irreversibler Fibrosen. Dabei ist nicht nur die Vernarbung des Parenchyms mit daraus
resultierenden Lungenfunktionsstérungen von Bedeutung, auch das Fibrinogen und Fibrin
sowie deren Abbauprodukte haben erheblichen Einfluss auf verschiedene pathogenetische
Vorgange im Respirationstrakt. So werden durch diese Molekule unter anderem
profibrotische Prozesse gefordert, die Zytokinproduktion moduliert und die Surfactant-
Funktion negativ beeinflusst (Seeger, Elssner et al. 1993; Sitrin, Pan et al. 1998; Ruppert,
Markart et al. 2008).

Neben dem Beweis Uberschussiger Fibrin- und Fibrosenbildung per se, gelang es bereits
auch die daflr verantwortlichen Mechanismen im Rahmen der Hamostase-Imbalance im
Alveolarraum aufzuschlisseln. Hierbei konnten eine gesteigerte, Uberwiegend extrinsisch
vermittelte Gerinnungsaktivitat in Kombination mit einer signifikanten Fibrinolysehemmung
herausgestellt werden (Wygrecka, Jablonska et al. 2008). Letztere ist unter anderem gepragt
durch vermehrte Expression eines der wichtigsten Inhibitoren der Fibrinolyse, dem
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1  (PAI-1), der wesentlichen Einfluss auf jegliche
Strukturveranderungen in der exrazellularen Matrix (EZM) besitzt (Cho, Ryu et al. 2004;
Ghosh and Vaughan 2012).

Die zahlreichen Erkenntnisse Uber die zentrale Bedeutung von Gerinnung und Fibrinolyse im
Pathomechanismus respiratorischer Erkrankung haben in der Humanmedizin bereits neue
Perspektiven flr therapeutische Interventionen erdffnet (Ware, Bastarache et al. 2005; Lee,
Eren et al. 2012).

Bei der Betrachtung chronisch respiratorischer Erkrankungen beim Pferd wurde der Aspekt
der alveoldren Hamostasestérung bisher weitestgehend auf3en vor gelassen, wenngleich die
veterinarmedizinische Literatur zahlreiche Anhaltspunkte bietet, ahnliche pathologische
Veranderungen von Gerinnung und Fibrinolyse anzunehmen wie beim Menschen.

So konnten bei Pferden mit chronischen Bronchitiden neben einer entzindlich bedingten
Plasmaexsudation, vermehrtem Fibrinogenaufkommen in Sekreten des Respirationstraktes
und histologisch nachweisbaren Fibrinogen- und Fibrinablagerungen sowie Fibrosen, auch
signifikant erhéhte Gerinnungsaktivitaten in Tracheobronchialsekret und bronchoalveolarer
Lavageflissigkeit gefunden werden (Griinig, Hermann et al. 1988; Griinig, Hulliger et al.
1990; Winder, Grinig et al. 1990). Letztere war gleichfalls auf den extrinsischen
Hamostaseweg zurlickzuflihren und korrelierte positiv mit dem Schweregrad der Entziindung
und der Anzahl an neutrophilen Granulozyten, was Hinweise auf einen direkten
pathogenetischen Zusammenhang liefert. Daruber hinaus spielt auch bei der COB des
Pferdes eine gestorte Surfactant-Funktion mit einhergehender Veranderung in der
Phospholipidzusammensetzung eine Rolle, wobei konkrete Hinweise auf dessen Ursachen
bisher weitestgehend fehlen (Jahn and Deegen 1985; Christmann, Welles et al. 2008).
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, in einer prospektiv-klinischen Studie unter
Einschluss einer gesunden Kontrollgruppe, anhand Analysen von bronchoalveolarer
Lavageflissigkeit erstmalig Hinweise auf maogliche Veranderungen in der fibrinolytischen
Aktiviat im alveolaren Kompartiment bei chronisch lungenkranken Pferden zu erhalten und
diese auf etwaige pathogenetische Relevanz zu Uberprifen. Zur Charakterisierung der
Fibrinolyse sollten das Fibrinogen, als essentieller Grundbaustein des Fibrinnetzwerkes, die
D-Dimere als spezifische Abbauprodukte eben dieses sowie PAI-1 und Urokinase (u-PA,
urokinase-type Plasminogenaktivator) als bedeutende hemmende bzw. aktivierende
Regulatoren des fibrinolystischen Weges hinzugezogen werden. Erganzen sollte untersucht
werden, ob eine, in der Therapie beim Pferd regelmaflig zur Anwendung kommende,
Glukokortikoidinhalation Einfluss auf die genannten Parameter hat.

Daruber hinaus wurde in diese Arbeit die Bestimmung von Serum-Amyloid-A (SAA) in
bronchoalveolarer Lavageflissigkeit begleitend mit aufgenommen. Dieses Akute-Phase-
Protein gilt als sehr sensitiver Entzindungsmarker und konnte beim Pferd bereits systemisch
in Zusammenhang mit der COB-Erkrankung gebracht werden (Lavoie-Lamoureux, Leclere et
al. 2012).
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1 Chronisch obstruktive Bronchitis (COB)

1.1 Begriffsbestimmung COPD / COB / RAO

Lange Zeit wurde der aus der Humanmedizin bernommene Begriff ,Chronic Obstructive
Pulmonary Disease” (COPD) fiir die — im deutschen Sprachgebrauch auch als ,Dampfigkeit®,
im Englischen auch als ,heaves* oder ,broken wind“ bekannte — entzindliche Erkrankung
der tiefen Atemwege des Pferdes verwendet (Sasse 1971; Robinson 2001).

Neue Erkenntnisse in Atiologie und Pathogenese deckten jedoch auf, dass das
Krankheitsbild beim Pferd mehr Ahnlichkeit mit dem humanen Asthma hat als mit der COPD,
die progressiv, irreversibel und meist durch Rauchen bedingt ist (Lowell 1990; Fahy, Kim et
al. 1995; Robinson 2001; Leclere, Lavoie-Lamoureux et al. 2011b). Dies machte eine neue
Begriffsdefinition erforderlich und im Jahr 2000 wurde auf dem ,International Workshop on
Equine Chronic Airway Disease“ an der Michigan State University ,Recurrent Airway
Obstruction® (RAQO) als international einheitlich zu gebrauchende Bezeichnung festgelegt
(Robinson 2001). Im Zuge dessen wurde die Krankheit so konkret wie maglich definiert, um
einen falschlichen, Ubergreifenden Gebrauch fiir andere respiratorische Erkrankungen, wie
es mit COPD bisher der Fall war, zu verhindern.

Die wichtigsten Kriterien fur die Diagnosestellung einer RAO sind demnach eine bestehende
Atemwegsobstruktion (ausgedriickt durch eine maximale Interpleuraldruckdifferenz
(APplmax) > 15 cm H;O oder durch einen validierten klinische Score), die durch
Bronchodilatatoren oder Anderung der Haltungsbedingungen reversibel ist sowie eine
charakteristische Zellerhhung in der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit (BALF)
(neutrophile Granulozyten > 25%) (Robinson 2001). Dieses Bild zeigen viele Patienten
jedoch nur im akuten Schub (Exazerbation) der Erkrankung, weshalb im deutschen
Sprachgebrauch meist auf den Begriff ,Chronisch Obstruktive Bronchitis“ bzw. ,Bronchiolitis*
(COB) zuruckgegriffen wird, welche auch in Remission diagnostiziert werden kann, und
dieser Begriff soll daher auch in der vorliegenden Arbeit verwendet werden.

1.2 Differentialdiagnosen — SPAOPD / IAD / interstitielle Pneumopathie

Eine in Klinik und Pathogenese der COB sehr ahnliche Erkrankung ist die sogenannte
Summer Pasture-associated Obstructive Pulmonary Disease (SPAOPD) oder auch Summer
Pasture-associated Recurrent Airway Obstruction (SPA-RAQ). Das
Hauptunterscheidungsmerkmal liegt hierbei in der Atiologie — wahrend die COB vor allem mit
der Staubexposition im Stall verknipft ist, manifestiert sich die SPAOPD nur unter
Weidehaltungsbedingungen, vorzugsweise im Sommer (Seahorn and Beadle 1993; Mair
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1996; Costa, Johnson et al. 2006; Lavoie 2007), wobei ein gleichzeitiges Auftreten beider
Krankheitsformen maoglich ist (Dixon, Railton et al. 1995a; Mair 1996).

Des Weiteren ist die, ebenfalls mit einer Entziindung der tiefen Atemwege einhergehende,
sogenannte Inflammatory Airway Disease von der COB abzugrenzen. Diese Erkrankung ist
in ihrer Atiologie und Pathogenese noch weitestgehend unerforscht, jedoch wurde 2007 in
einem Consensus Statement auf Basis der aktuell vorhandenen Erkenntnisse der Begriff IAD
— soweit anhand bereits vorliegender Erkenntnisse moglich — genauer eingegrenzt und
definiert. Als minimale Kriterien flr die Diagnosestellung einer IAD gelten demnach eine
Leistungsminderung oder gar Leistungsverweigerung sowie fakultativ Husten und tracheale
Mukusansammlungen in Kombination mit einer Lungenfunktionsstérung oder zytologisch
nachweisbaren, nicht infektiosen Atemwegsentzindung (Couetil, Hoffman et al. 2007).
Nolen-Walston, Harris et al. (2013) konnten in einer retrospektiven Studie mit 98 Pferden, die
aufgrund von Leistungsabfall in der Klinik vorgestellt wurden, bei 81% dieser Tiere
zytologisch eine IAD diagnostizieren.

Die Zytologie dieser Erkrankung weist, ebenso wie die COB, eine dominierende Neutrophilie,
allerdings in schwacherer Auspragung (< 20%), auf, kann aber auch durch erhdhte
Ansammlung an metachromatischen Zellen und eosinophilen Granulozyten gekennzeichnet
sein (Moore, Krakowka et al. 1995; Hare and Viel 1998; Nolen-Walston, Harris et al. 2013).
Auch die Lungenfunktionsstérungen sind hier schwacher ausgepragt und nie so weit
fortgeschritten, dass sie sich in offensichtlicher Dyspnoe widerspiegeln (Couetil, Hoffman et
al. 2007). Wahrend die COB eine Erkrankung des alteren Pferdes ist, betrifft die IAD alle
Altersgruppen, vor allem jedoch junge (< 2 Jahre) Tiere mit einer hohen Pravalenz unter
Vollblitern (Allen, Tremaine et al. 2006; Wilsher, Allen et al. 2006; Couetil, Hoffman et al.
2007). Die genannten Spezifikationen der |IAD lassen erkennen, dass, vor allem unter der
Bertcksichtigung von Zellzahl und sichtbarer Dyspnoe, eine Unterscheidung zwischen IAD
und COB in Exazerbation gut mdglich ist, sich die Abgrenzung zu Tieren in Remission durch,
in diesem Fall weitreichende Uberschneidungen klinischer und diagnostischer Befunde,
hingegen als sehr schwierig erweist. Die einzige Mdglichkeit allein klinisch die korrekte
Diagnose zu stellen, ware mittels Bronchoprovokation durch entsprechenden Allergenkontakt
(Schimmelpilzsporen in trockenem Heu) und damit die potentielle Induktion einer akuten
Exazerbation (Pirie 2014).

Therapeutisch wird bislang eine Haltungsoptimierung mit systemischer oder inhalativer
Glukokortikoidtherapie tber 2-4 Wochen empfohlen und je nach Symptomatik auch eine
zusatzliche Behandlung mit Sekretolytika und/oder Bronchospasmolytika. Auch
Mastzellstabilisatoren und Interferone haben sich als effektiv erwiesen (Hare, Viel et al.
1994; Moore, Horney et al. 2004; Couetil, Hoffman et al. 2007). Zusatzlich scheint eine
Langzeitanwendung von Mastzellstabilisatoren bei IAD-Formen mit erh6htem Mastzellanteil
von Vorteil zu sein (Hoffman 1997). Allerdings ist anzumerken, dass flir die Therapie der IAD
noch verlassliche evidenz-basierte Studien fehlen (Couetil, Hoffman et al. 2007).

Eine weitere Erkrankung, die zu den chronischen Lungenerkrankungen des Pferdes zahit
und differentialdiagnostisch mit in Betracht gezogen werden muss, ist die chronisch
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interstitielle Pneumopathie. Die interstitiellen Pneumopathien stellen grundsatzlich ein
heterogenes Krankheitsbild mit unterschiedlichen Ursachen (z.B. Virusinfektion, Inhalation
von Noxen) dar, bei dem es in variabler Auspragung, im Anschluss an eine akute exsudative
Phase mit Alveolarnekrosen, durch proliferative Prozesse zu einer Fibrosierung des
Lungengewebes kommt (Dungworth 1982).

Im Gegensatz zu den akuten progredient verlaufenden Formen, die in der Regel mit
deutlichen respiratorischen Symptomen einhergehen, ist die chronische Verlaufsform oft
schleichend und symptomlos oder mit nur geringgradigen Erkrankungsanzeichen
vergesellschaftet, wobei ein haufiger Vorstellungsgrund der Pferde eine Leistungsschwache
ist (Buergelt, Hines et al. 1986; Dieckmann, Klein et al. 1990). Im Falle von apparenten
klinischen Symptomen ist die Abgrenzung zu einer klassischen COB haufig schwierig
(Winder and von Fellenberg 1987). So waren beispielsweise von 18 — histologisch sicher mit
einer interstitiellen Pneumopathie diagnostizierten — Schlachtpferden in der Schweiz 8 Tiere
laut Vorbericht und Klinik an COB erkrankt.

Die Diagnose der chronisch interstitiellen Lungenerkrankung stellt sich in der Regel durch
eine charakteristische Kombination von Untersuchungsbefunden. Dazu zahlen der typische
Vorbericht, eine arterielle Normoxie, wenig gering bis mafig viskéser Schleim in der Trachea
sowie eine deutlich erhdhter Makrophagenanteil im Tracheobronchialsekret (TBS) wie auch
in der BALF und eine verschieden stark ausgepragte diffuse Verschattung des gesamten
Lungenfeldes (Winder and von Fellenberg 1987; Dieckmann, Klein et al. 1990; Fey and
Grabner 2013). Therapeutisch sollte eine Kombination von Haltungsoptimierung und einer
langen Belastungspause von bis zu drei Monaten sowie in jedem Fall auch eine
Glukokortikoidtherapie Uber einen langeren Zeitraum (z.B. Prednisolon per os (p.o.) Uber
mindestens 10 Tage) erfolgen (Dieckmann, Klein et al. 1990).

1.3 Vorkommen und Klinik

Die COB wird in der Literatur einheitlich als eine Erkrankung des alteren Pferdes
beschrieben (McPherson, Lawson et al. 1979b; Dixon, Railton et al. 1995b; Lavoie 2007).
Dabei liegen die durchschnittlichen Altersangaben fir die grofite Wahrscheinlichkeit des
Erkrankens bei = 4 (Couetil and Ward 2003), zwischen 6 und 10 Jahren (McPherson,
Lawson et al. 1979b), = 7 (Lavoie 2007) und @ 9 (Dixon, Railton et al. 1995b) Jahren, wobei
mit zunehmendem Alter eine steigende Pravalenz vermerkt wird (McPherson, Lawson et al.
1979b; Couetil and Ward 2003; Hotchkiss, Reid et al. 2007). So stellten Couetil und Ward
(2003) in einer retrospektiven Fall-Kontroll-Studie mit rund 1500 Tieren (aus Nord Amerika)
heraus, dass bei Pferden, die = 7 Jahre alt sind, eine 6-7x hohere Wahrscheinlichkeit
besteht, an COB zu erkranken als mit < 4 Jahren.

Grundsatzlich ist aber auch vereinzelt das Auftreten bei jungen Pferden ab etwa zwei Jahren
mdglich (Gerber 1973; McPherson, Lawson et al. 1979b).
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Die weltweite Pravalenz in der Pferdepopulation liegt bei bis zu 50 % (Bowles, Beadle et al.
2002), variiert jedoch in Abhangigkeit von den Erdregionen. In warmen Gebieten, in denen
die Pferde Uberwiegend drauRen gehalten werden, wie beispielweise in Australien und
Kalifornien, tritt die COB sehr selten auf, wahrend in kalteren sowie stark urbanisierten
Regionen, in denen Stallhaltung und Heufltterung stark verbreitet sind, das Vorkommen
hingegen hoher ist (Robinson, Derksen et al. 1996; Hotchkiss, Reid et al. 2007).
Landerspezifisch schwanken die Zahlen zwischen 7 % in Nordamerika (Larson and Busch
1985), 14 % in GroRbritannien (Hotchkiss, Reid et al. 2007) und 54 % in der Schweiz
(Bracher, von Fellenberg et al. 1991), wobei bei letzterem zu bericksichtigen ist, dass
aufgrund der Kriterien zur Diagnosestellung andere entzindliche Erkrankungen der
Atemwege nicht ganz ausgeschlossen werden kdnnen. Allerdings deckten, ebenfalls in der
Schweiz durchgefiihrte, post mortem Untersuchung von 100 Schlachtpferden mit 37,4 %
eine ahnlich hohe Zahl fur die Pravalenz der Erkrankung auf (Winder and von Fellenberg
1987; Robinson, Derksen et al. 1996). In den Niederlanden liegt der Anteil der an COB
erkrankten Tiere sogar bei 79% (Gerber 2013).

Neben diesen regionalen Unterschieden in Bezug auf das Krankheitsvorkommen gibt es
zusatzlich noch Haufungen, was das klinische Auftreten der COB betrifft. So werden in den
Wintermonaten sowie im Herbst und Fruhling vermehrt Tiere mit respiratorischer
Symptomatik dem Tierarzt vorgestellt und als an COB erkrankt eingestuft (Couetil and Ward
2003; Hotchkiss, Reid et al. 2007).

In Bezug auf die Geschlechter- und Rasseverteilung existieren in der Literatur
unterschiedliche Angaben. In der Regel scheinen beide Geschlechter und alle Rassen
gleichermalden betroffen zu sein (Dixon, Railton et al. 1995b; Lavoie 2007). Jedoch gibt es
auch Studien, die Uber ein gehauftes Vorkommen bei zum Beispiel Vollblitern (Couetil and
Ward 2003) oder Ponys berichten (McPherson, Lawson et al. 1979b). Bei letzteren spielte
aber eine erhdhte Allergenexposition durch qualitativ schlechtes Futter und Einstreu in der
Ponypopulation eine Rolle. Auch wenn in Einzelfallen eine Geschlechterdominanz bezliglich
der Erkrankungswahrscheinlichkeit besteht, weisen die meisten Studien eine ausgeglichene
Verteilung der Erkrankungswahrscheinlichkeit von mannlichen und weiblichen Tieren auf
(Couetil and Ward 2003; Lavoie 2007).

Das klinische Bild der COB ist in Form und Auspragung sehr variabel. Die Intensitat der
Symptome hangt dabei von dem Krankheitsstatus des Tieres ab. So ist der Wechsel von
akuten Exazerbationsphasen und klinisch milden bis inapparenten Remissionsphasen ein
Charakteristikum der COB.

Wenn sich das Pferd in Remission befindet, erscheint es in Ruhe haufig als klinisch gesund.
Erst bei Belastung kann eine Leistungsintoleranz auffallen, die sich durch schnelles
Schwitzen, schnelle Ermidung, herabgesetzten Leistungswillen, verstarkte Atemarbeit und
anschlielend verzdogerte Normalisierung der Atemfrequenz bemerkbar machen kann.
Husten tritt in dieser Phase haufig zu Beginn der Arbeit oder auch beim Fressen auf.
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Auskultatorisch lassen sich meist nur bei forcierter Atmung, induziert durch beispielsweise
eine CO,-Rickatmung, abnorme Lungengerausche feststellen (Lavoie 2007).

Die Exazerbationsphase stellt die akute Phase dieser chronischen Atemwegserkrankung
dar. In diesem Stadium zeigen die Pferde deutliche Symptome, die die ablaufende
Entzindungsantwort in den Atemwegen mit resultierender  Hypersekretion,
Atemwegsobstruktion- und hyperreagibilitdt widerspiegeln (Pirie 2014). Dies &ufert sich
klinisch in inkonsistentem Nasenausfluss (serds, seromukds, mukds oder mukopurulent),
Husten, forcierter Atmung, gekoppelt mit einer Erhéhung der Atemfrequenz sowie
Leistungsintoleranz oder -verweigerung, wobei die Intensitat entsprechend variiert.

Die forcierte Atmung als Zeichen von Dyspnoe kann sich exspiratorisch in einer bi-phasigen
abdominal betonten Atemtatigkeit und inspiratorisch in geblahten Nustern und einsinkenden
Interkostalrdumen aulern sowie einer atemsynchronen Ein- und Auswartsbewegung des
Afterkegels, der sogenannten Afteratmung. Zusatzlich wird von manchen Tieren eine
gestreckte Kopf-Hals-Haltung eingenommen.

Die lang andauernden und erschwerten Ausatmungsphasen Uber einen langen Zeitraum
fuhren zu einer &auferlich sichtbaren Hypertrophie des Musculus obliquus externus
abdominis, der sogenannten ,Dampfrinne” oder auch ,heave-line* und sind ein Indiz fiir die
Chronizitat der Erkrankung. Dartber hinaus kann es in schweren Fallen durch einen
resultierenden erhdhten Energiebedarf zu deutlichem Gewichtsverlust kommen (Mazan,
Deveney et al. 2004).

Auskultatorisch kénnen neben verscharften Atemgerauschen auch Hiemen und Giemen,
Rasseln oder Knistern zu héren sein, wobei hier nicht zwingend ein Zusammenhang mit dem
auleren Bild besteht und der Auskultationsbefund auch ,falsch® negativ ausfallen kann und
durch seine Subjektivitat mit dem Untersucher variiert (Dixon, Railton et al. 1995b).

Die Lungenperkussion kann ein eventuell vorhandenes vergroRertes Lungenfeld aufdecken,
was die Folge einer massiven Hyperinflation durch sogenanntes ,air trapping“ und im
schlimmsten Fall eines Lungenemphysems im Zuge der Atemwegsobstruktion ist
(McPherson, Lawson et al. 1978; Dixon, Railton et al. 1995b; Pirie 2013).

1.4 Atiologie und Pathogenese

Die Ursachen und Mechanismen der COB sind inzwischen schon in viele Richtungen
detailliert erforscht und zum Teil bis auf molekularer Ebene aufgeschlossen. Dieser Abschnitt
soll daher nur eine zusammenfassende Ubersicht liefern.

Atiologisch handelt es sich bei der COB um ein multifaktorielles Geschehen, bei dem
genetische und immunologische Komponenten mit Umweltfaktoren interagieren (Lavoie
2009). Wie dem humanen Asthma wird auch der COB des Pferdes eine mit einer
Bronchokonstriktion einhergehende Hyperreagibilitait der Atemwege zugesprochen (Klein
and Deegen 1986; Doucet, Vrins et al. 1991; Fairbairn, Lees et al. 1993; Leclere, Lavoie-
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Lamoureux et al. 2011b). So zeigten Fairbairn and Lees et al. (1993), dass an COB
erkrankte Pferde in Remission nach einer Antigenexposition durch Stroh und Heu starker auf
Metacholin, ein Acetylcholinderivat und somit direktes Parasympathomimetikum, reagierten
als gesunde. Klein und Deegen (1986) untersuchten die Hyperreagibilitat mittels Histamin-
Inhalations-Provokations-Test (HIPT). Hierbei zeigten 25% mit milden Symptomen und 100%
der schwer erkrankten Tiere eine positive Testantwort, die sich in einer Herabsetzung der
Lungenfunktion widerspiegelte. Bei den gesunden Pferden blieb eine Reaktion hingegen
aus.

Zu den Allergenen, die diese Hypersensitivitatsreaktion der Lunge auslosen kdnnen, zahlen
organische Bestandteile wie Schimmelpilzsporen, Aktinomyzeten, Milben und deren Fazes
sowie Endotoxine, aber auch anorganische Bestandteile und Schadgase wie Ammoniak und
Methan (Clarke and Madelin 1987; Woods, Robinson et al. 1993; Hare, Viel et al. 1999;
Robinson 2001; Pirie, Collie et al. 2003a; Lavoie 2007). Betroffen sind somit besonders
Pferde aus dauerhafter Stallhaltung, die durch trockenes Stroh und Heu sowie durch
Staubexposition aus der Umgebung standig diesen Allergenen ausgesetzt sind (Woods,
Robinson et al. 1993; McGorum, Dixon et al. 1993a; McGorum, Ellison et al. 1998; Lavoie
2007). In der Stallluft vorkommend und wesentlich beteiligt am Geschehen sind unter
anderem die Schimmelpilzart Aspergillus fumigatus sowie die thermophilen
Aktinomyzetenarten Faenia rectivirgula und Thermoactinomyces vulgaris (McPherson,
Lawson et al. 1979a; Derksen, Robinson et al. 1988; Woods, Robinson et al. 1993;
McGorum, Dixon et al. 1993a). Welchen Anteil die jeweilige Art an der pulmonalen
Hyperreagibilitatsantwort hat, bleibt unklar. Bewiesen ist jedoch, dass viele verschiedene
Komponenten zusammen eine gréfiere Wirkung haben als einzelne und dass neben den drei
genannten Organismen noch weitere Bestandteile in der Inspirationsluft eine Rolle spielen.
So zeigte die Studie von McGorum et al. (1993) eine hdhere Neutrophilie in der BALF von
Pferden mit COB nach einer sogenannten ,natural challenge® (d.h. Kontakt mit Stroh oder
Heu) als bei denen, die isoliert F. rectivirgula und A. fumigatus ausgesetzt wurden. Speziell
die Endotoxine in Form von Lipopolysacchariden (LPS) scheinen hier eine weitere
wesentliche Rolle zu spielen. Die Entzindungsantwort der Lunge fallt starker aus, wenn
ebendiese ein Bestandteil der Einatmungsluft sind (Pirie, Collie et al. 2003a; Pirie, Dixon et
al. 2003b).

Darliber hinaus werden auch vorangegangene virale Infektionen, vor allem mit Influenza
Viren, atiologisch fiir die Entstehung der COB in Betracht gezogen (Gerber 1973; Thorsen,
Willoughby et al. 1983; Hotchkiss, Reid et al. 2007). Wahrend dieser Zusammenhang bei
Hotchkiss et al. (2007) und Gerber (1973) epidemiologisch begriindet ist und die Virusart
nicht weiter spezifiziert wird, konnten Thorsen et al. (1983) signifikant hohere Antikérper-Titer
gegen Influenza A equine 1 in Serum und Mukus des Respirationstraktes von Pferden mit
COB verglichen mit gesunden nachweisen.

Inzwischen ist auch bekannt, dass die Heritabilitat bei der Entstehung der COB eine
wesentliche Rolle spielt. Das Risiko der Nachkommen entsprechend zu erkranken, erhéht
sich, wenn ein Elternteil erkrankt ist und ist noch gréRer, wenn beide Vorfahren betroffen
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sind (Marti, Gerber et al. 1991; Gerber, Swinburne et al. 2008). Laut Gerber (2008) ist die
Wahrscheinlichkeit hierfir entsprechend dreimal bzw. finfmal groRer. Molekulargenetische
Studien an Halbgeschwister-Populationen konnten zudem eine signifikante Korrelation
zwischen der phanotypischen Auspragung der Erkrankung und den Equinen Chromosomen
ECA13 und ECA15 sowie dem, auf ECA13 lokalisiertem, Interleukin-4-Rezeptor-a-Gen
feststellen (Jost, Klukowska-Rotzler et al. 2007; Swinburne, Bogle et al. 2009).

Trotz der erblichen Komponente bleibt die COB des Pferdes eine multifaktorielle Krankheit,
deren grolde Variabilitdt in der Auspragung durch die komplexe Interaktion zwischen Genetik
und Umwelt bedingt ist (Marti, Gerber et al. 1991; Ramseyer, Gaillard et al. 2007; Gerber,
Baleri et al. 2009).

Die genannten &tiologischen Faktoren initieren bei an COB erkrankten Pferden einen
komplexen pathologischen Prozess, dem als zentraler Wirkmechanismus eine Entziindung
der Atemwege in Form einer Bronchitis bzw. Bronchiolitis zugrunde liegt und der eine
reversible Atemwegsobstruktion zur Folge hat (Robinson, Derksen et al. 1996; Lavoie 2007).
Die Verengung der Luftwege ist bedingt durch Bronchospasmus, Odematisierung der
Schleimhaut und vermehrte Mukusansammlungen (Robinson, Derksen et al. 1996). Die
Ubersteigerte Kontraktion der glatten Muskulatur der Bronchien wird vor allem
parasympathisch Uber muskarinerge Rezeptoren gesteuert und durch
Entziindungsmediatoren, wie beispielweise Serotonin, Histamin oder Leukotrien B4 (LTB,),
ausgelost (Olszewski, Robinson et al. 1999). Ein chronisch anhaltender Spasmus flihrt zu
einer Hypertrophie und Hyperplasie der Myozyten, was die Obstruktion weiter verstarkt
(Leclere, Lavoie-Lamoureux et al. 2011a). Durch eine Hyper- und Dyskrinie, gekoppelt mit
einer gestdrten mukozilidren Clearance, kommt es zu der vermehrten Mukusakkumulation in
den tiefen wie auch luftleitenden Atemwegen (Gerber, King et al. 2000; Gerber, Straub et al.
2004). Verantwortlich hierfir werden unter anderem eine Becherzellhyperplasie sowie -
metaplasie (Lugo, Harkema et al. 2006; Range, Mundhenk et al. 2007) und eine erhéhte
Expression des Muzin-Gens (eq)MUCS5AC (Gerber, Robinson et al. 2003) gemacht.

Diese pathogenetischen Vorgange resultieren letztendlich in einer Hypoventilation, einem
gestorten Sauerstoffaustausch und der phanotypischen Auspragung in Form von dem fir die
COB charakteristischen klinischen Bild, das bereits beschrieben wurde.

Grundlage fur die im Mittelpunkt stehende Entziindungsreaktion in den Atemwegen ist ein
komplexes Zusammenspiel zwischen verschiedenen Entziindungszellen, Zytokinen und
anderen proinflammatorischen Faktoren, wobei der jeweilige Einfluss, die exakte Bedeutung
und die genaue Interaktion der verschiedenen Komponenten noch nicht vollstandig
aufgeklart ist.

Sicher ist, dass das angeborene und das erworbene Immunsystem gemeinsam an der
Entstehung der Entziindungsreaktion beteiligt sind (Laan, Bull et al. 2006a) und dass bei
letzterem die zu der Gruppe der Lymphozyten gehoérenden (eq)CD4+-Zellen eine
wesentliche Rolle spielen (McGorum, Dixon et al. 1993b; Kleiber, Grunig et al. 1999).
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Die CD4+-Zellen stellen die sogenannten T-Helferzellen (Th-Zellen) dar, die sich in den Th1-
und den Th2-Subtyp aufteilen. Der jeweilige Subtyp ist spezifisch flr eine bestimmte
Immunreaktion mit entsprechendem Zytokin- und Zellprofil, wobei aus der Th2-vermittelten
Reaktion eine humorale und aus der Th1-vermittelten Reaktion eine zellulare Immunantwort
hervorgeht. Wahrend beim humanen Asthma die Th2-Immunantwort vorherrscht (Holgate
2008), wird der jeweilige Einfluss von Th1- oder Th2-Zellen bei der COB in der Literatur
kontrovers diskutiert (Lavoie 2007).

So konnte zum einen eine vermehrte zelluldare Expression von Zytokinen nachgewiesen
werden, die flir eine Th2-vermittelte Immunantwort sprechen, wie Interleukin (IL)-4 und IL-5
(Lavoie, Maghni et al. 2001; Bowles, Beadle et al. 2002; Cordeau, Joubert et al. 2004), zum
anderen aber auch eine fir eine Th1-Reaktion charakteristische Expression, wie die von IL-
1B, IL-8 und Interferon-gamma (IFN-Y) (Ainsworth, Grunig et al. 2003; Ainsworth, Wagner et
al. 2006; Laan, Bull et al. 2006a). Zum Teil wurde diese Divergenz auch innerhalb einer
Studie festgestellt (Giguere, Viel et al. 2002; Horohov, Beadle et al. 2005). So konnten
Giguere et al. (2002) neben einem Anstieg der mRNA von IL-1B, IL-8, IFN-Y und
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) (Zytokine der Th1-Zellen) auch eine Erhéhung der IL-4
(Th2) mRNA messen. Horohov, Beadle et al. (2005) stellten die Hypothese auf, dass die
kontroversen Forschungsergebnisse auf die heterogene Methodik der einzelnen Studien
zurlckzufuhren sind und untersuchten mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR,
Polymerase-Chain-Reaction) die Expression von IL-4, IL-5, IL-13 und IFN-Y bei COB
Pferden zu verschiedenen Zeitpunkten. Die lymphozytare Zytokinproduktion wurde vor dem
Auftreten von klinischen Symptomen, wahrend der akut symptomatischen Phase und noch
einmal im folgenden asymptomatischen Stadium gemessen, wobei sich eine zeitlich und
symptomatisch gekoppelte Variation in der Erhéhung von IL-4, IL-13 und IFN-Y zeigte. Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass beide T-Helferzelltypen die Immunantwort bei der
COB beeinflussen, ihre jeweilige Dominanz jedoch von dem Krankheitsstatus und
Probenentnahmezeitpunkt abhangt (Horohov, Beadle et al. 2005). Auch Pietra, Cinotti et al.
(2011) konnten diese Hypothese zu einem spateren Zeitpunkt bestatigen (Pietra, Cinotti et
al. 2011).

Neben den ,klassischen“ CD4+ Zelltypen Th1 und Th2 gibt es auch noch den relativ neu
entdeckten Th17-Typ, der unter anderem das proinflammatorisch und chemoattraktiv
wirkende IL-17 exprimiert. In der Humanmedizin wurde eine Beteiligung dieses Subtyps mit
seinem Zytokin bei asthmatischen Erkrankungen bereits bewiesen, was die zunehmende
Annahme untermauert, dass das humane Asthma in Atiologie, Pathogenese und Klinik sehr
heterogen und nicht immer nur eine Th2-Reaktion mit vorherrschender Eosinophilie
krankheitspragend ist (Molet, Hamid et al. 2001; Cosmi, Liotta et al. 2011). Auch bei Pferden
mit RAO scheint dieses Zytokin eine Rolle zu spielen, was eine erhdhte mRNA Expression
von IL-17 in BALF bei exazerbierten Probanden zeigt (Debrue, Hamilton et al. 2005;
Ainsworth, Wagner et al. 2006), wobei die genaue Einordnung in den pathologischen Kontext
und die Beteiligung der Th17-Zellen noch unklar ist (Ainsworth, Wagner et al. 2006).
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Neben den T-Lymphozyten sind auch andere, residente und transiente, Zellen des
Respirationstraktes wie Epithel- und Endothelzellen, Makrophagen, Mastzellen und
neutrophile Granulozyten an der Entzindungsantwort beteiligt. Dabei ist der zugrunde
liegende Mechanismus immer ein Wechselspiel zwischen den verschiedenen Zellen in
Bezug auf Exprimierung, Freisetzung und Wirkung.

So besteht zum Beispiel eine Interaktion zwischen den residenten Lungenmakrophagen und
transienten neutrophilen Granulozyten. Letztere stellen fir die initiale Reizantwort und den
weiteren inflammatorischen Prozess Schllsselzellen dar. Die neutrophilen Granulozyten, die
bereits 4h (Peak bei 7h) nach einer Allergenexposition in die Lunge eingewandert sind
(Fairbairn, Page et al. 1993), werden unter anderem durch IL-8, IL-13, TNF-a und
Macrophage Inflammatory Protein (MIP-2) chemotaktisch angelockt. Diese Zytokine werden
neben den Th1-Zellen unter anderem auch durch Makrophagen exprimiert (Franchini, Gilli et
al. 1998; Franchini, Gill et al. 2000; Laan, Bull et al. 2006a). Die aktivierten neutrophilen
Granulozyten setzten schlieldlich selbst auch Entziindungsmediatoren in Form von Zytokinen
frei (Joubert, Silversides et al. 2001) und wirken darUber hinaus durch Bildung von
Histiotoxinen schadigend auf das Lungengewebe ein (Lavoie 2007). Zu den Histiotoxinen
zahlen unter anderem die sogenannten Reactive Oxygen Species (ROS), die zu
Zellschadigung durch oxidativen Stress flhren, was in der Exazerbationsphase der COB
eine Rolle spielt (Art, Kirschvink et al. 1999).

Zusatzlich zu der Anregung der Zytokin-Ausschittung durch ihresgleichen wird deren
Bildung noch durch eine bei an COB erkrankten Tieren mehrfach erhéhte Aktivitat des
Transkriptionsfaktors Nuclear Factor kappaB (NF-kB) verstarkt (Bureau, Bonizzi et al. 2000;
Marti, Horohov et al. 2003). Die gesteigerte Faktoraktivitat bedingt Uberdies eine verstarkte
Expression des Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) durch die alveolaren
Epithelzellen, was fur die Adhasion der neutrophilen Granulozyten im Rahmen der
Leukodiapedese entscheidend ist (Bureau, Bonizzi et al. 2000).

Diese enge Verknlpfung und das stetige Wechselspiel zwischen Entziindungszellen und -
mediatoren verdeutlicht die Komplexitdt der immunologischen Vorgange und lasst die
Schwierigkeit, die in ihrer Entschlisselung und Gewichtung der jeweiligen Bedeutung liegt,
erahnen.

Neben den Makrophagen und neutrophilen Granulozyten sind auch die Mastzellen und
eosinophilen Granulozyten am pathogenetischen Prozess der COB beteiligt, wobei letztere
eher eine untergeordnete Rolle spielen (Fairbairn, Page et al. 1993; Lavoie 2007). Die
Mastzellen hingegen sind mit ihrer Immunglobulin (Ig)-E-vermittelten Degranulation und
insbesondere der damit einhergehenden Histaminfreisetzung malgeblich an der
Hyperreagibilitdt der Atemwege und deren Folgen beteiligt (McGorum, Dixon et al. 1993c;
Hoffman, Mazan et al. 1998; Hare, Viel et al. 1999). In diesem Zusammenhang steht auch
die Hypothese der Hypersensitivitatsreaktion vom Typ 1 als Ursache flir die Hyperreagibilitat
der Atemwege, die von den Autoren mit dem Auftreten erhohter IgE-Spiegel gegen
bestimmte Pilzantigene in der BALF begriindet wird (Halliwell, McGorum et al. 1993). Andere
Autoren hingegen ziehen aufgrund fehlender unmittelbarer Sofort-Reaktion auf eine
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Allergenexposition (<5h) eher eine Uberempfindlichkeitsreaktion vom Spattyp in Betracht
(McGorum, Dixon et al. 1993c; Deaton, Deaton et al. 2007).

Als weitere Einflussfaktoren auf die Pathogenese der COB und hierbei insbesondere in
Bezug auf die Veranderungen im Lungengewebe sind die Matrixmetalloproteasen (MMPs)
zu nennen, eine Gruppe von zinkhaltigen Enzymen, die durch ihre proteolytischen
Eigenschaften wesentlich am Umbau der extrazellularen Matrix inklusive der Basalmembran
beteiligt sind (Raulo, Sorsa et al. 2006). Sie spielen hier in Form von Kollagenasen unter
anderem als MMP-8 und MMP-13 (Koivunen, Maisi et al. 1997; Raulo, Sorsa et al. 2001a)
und in Form von Gelantinasen als MMP-9 (Koivunen, Maisi et al. 1997; Raulo, Sorsa et al.
2001b) eine Rolle und werden von Epithelzellen, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten
und Lymphozyten exprimiert, was anhand von Immunassays gezeigt werden konnte (Raulo,
Sorsa et al. 2001a; Raulo, Sorsa et al. 2001b). Nevalainen, Raulo et al. (2002) konnten einen
direkten Zusammenhang zwischen dem Ausldsen einer Hyperreaktivitatsreaktion durch Heu
und Stroh, eine Hay Dust Suspension (HDS) und LPS bei Pferden mit COB und einer
Erhéhung der MMP-9 Aktivitat sowie ihrer Vorstufe, der pro-MMP-9, nachweisen. Die
Erhéhungen waren dabei bereits 5 Stunden nach der Allergenexposition zu messen. Zudem
zeigte sich eine positive Korrelation zwischen MMP und der Anzahl der neutrophilen
Granulozyten in der BALF (Nevalainen, Raulo et al. 2002). Somit sind die MMPs nicht nur
hinweisgebend auf einen pathologischen Gewebsumbau, sondern bieten auch
Anhaltspunkte fir ihren Gebrauch als Entziindungsmarker, insbesondere MMP-9, in der
Diagnostik der COB (Raulo, Sorsa et al. 2001b; Nevalainen, Raulo et al. 2002).

Im Gegensatz zu all diesen weitreichenden Forschungsergebnissen Uber die
pathogenetischen Mechanismen im Respirationstrakt, gibt es nur wenige Untersuchungen,
die sich mit systemisch-plasmatischen Auswirkungen der COB beschaftigen, wobei auch hier
vereinzelt physiologische Abweichungen vorhanden sind (Lavoie-Lamoureux, Leclere et al.
2012; Pirie 2014). Lavoie-Lamoureux, Leclere et al. (2012) untersuchten beispielsweise die
Serumkonzentrationen verschiedener Akute-Phase-Proteine und Entziindungsmediatoren
bei exazerbierten Pferden und gesunden Kontrolltieren zu verschiedenen Zeitpunkten. Dabei
zeigten sich fur die erkrankten Probanden signifikant hdhere Konzentrationen flr
Haptoglobin  sowie ein  signifikant vermehrter = SAA-Nachweis mit  hdoherer
Durchschnittskonzentration an Tag sieben nach Antigenkontakt. Veradnderungen bei
verschiedenen Entziindungsmediatoren konnten jedoch nicht festgestellt werden und auch
eine Korrelation zwischen Lungenfunktion und Neutrophilenanzahl mit den veranderten
Parametern blieb aus, weshalb die endgliltige biologische Relevanz zu klaren bleibt (Lavoie-
Lamoureux, Leclere et al. 2012).

1.5 Pathomorphologische Verdanderungen

Neben makroskopisch sichtbaren Merkmalen, wie vermehrter Blasse durch Hyperinflation als
Folge von ,air trapping“, Exsudat in den luftleitenden Atemwegen sowie vereinzelt bei
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schweren Fallen auch interlobulare und vesikulare Emphyseme (Gerber 1973; Beech 1991)
zeigen sich vor allem histomorphologisch Befunde, die mit einer Bronchiolitis und
Peribronchiolitis gleichzusetzen und fir die COB charakteristisch sind (Gerber 1973;
Robinson, Derksen et al. 1996). Diese werden vor allem durch drei grundlegende Prozesse
verursacht: Alteration und Proliferation von verschiedenen Zellen und Geweben sowie
flussige und zelluldre Exsudation bzw. Infiltration in das Interstitium oder Lumen betroffener
Gebiete (Van den Ingh 1985).

Letzteres ist in  mdglichen entzindungsbedingten Permeabilitatsveranderungen
peribronchialer und peribronchiolarer Kapillaren begriindet (Van den Ingh 1985). Je nach
Schwere der entziindlich bedingten Kapillarschadigung kénnen dabei Plasmaproteine wie
Albumin und Fibrinogen austreten, was zu einem Exsudat mit fibrinbsem Charakter und
histologisch nachweisbaren Fibrinogen- sowie Fibrinablagerungen fuhrt (Van den Ingh 1985;
Winder, Grinig et al. 1990; Kaup, Drommer et al. 1990b).

Die prominentesten histomorphologischen Befunde erstrecken sich auf die Bronchiolar — und
Alveolarregion, wobei auch die Iuftleitenden Atemwege von morphologischen
Veranderungen betroffen sein kénnen (Kaup, Drommer et al. 1990a; Kaup, Drommer et al.
1990b). Dort lasst sich vor allem ein fokaler Verlust von zilientragenden Epithelzellen und
vereinzelt eine Zilienmalformation finden. Der Verlust der flr die mukozilidre Clearance so
bedeutenden spezialisierten Zellen wird durch die Ausbildung undifferenzierter zilienloser
hyperplastischer Epithelzellen kompensiert (Kaup, Drommer et al. 1990a). Weitere Befunde
in dieser Region sind dilatierte Interzellularraume und Mastzellakkumulationen, die von
Kaup, Drommer et al. (1990a) als Ausdruck einer unspezifischen Hypersensibilitatsreaktion
gewertet werden.

Die histomorphologischen Veranderungen in den terminalen Atemwegen sind gepragt durch
einen chronischen Entzindungsprozess und erstrecken sich von den Bronchiolen bis auf die
Alveolarregion (Van den Ingh 1985; Kaup, Drommer et al. 1990b; Nyman, Lindberg et al.
1991; Naylor, Clark et al. 1992; Robinson, Derksen et al. 1996).

Charakteristisch ist hier, neben intraluminalen Mukusansammlungen mit oder ohne
neutrophile  Granulozyten und Zelltrimmern, vor allem eine bronchiolare und
peribronchiolare Infiltration mit mononuklearen Entzindungszellen, vorwiegend lympho-
plasmazellurdrer Natur, selten mit Eosinophilen (Winder and von Fellenberg 1987; Kaup,
Drommer et al. 1990b; Naylor, Clark et al. 1992). Weniger regelmaRig treten — insbesondere
bei mittelgradig und hochgradig erkrankten Tieren — auch peribronchiolare Fibrosen auf, die
sich bis auf die anliegenden Alveolarsepten erstrecken und dort zu Septenverdickungen
fuhren (Winder and von Fellenberg 1987; Kaup, Drommer et al. 1990b; Setlakwe, Leclere et
al. 2009). Frihe Stadien von Fibrosen wurden indes von Kaup, Drommer et al (1990b)
einheitlich bei allen hochgradig erkrankten Tieren gefunden. Zudem zeigten sich hier bei
milderen Formen der COB bereits charakteristische Vorldufer eines Fibrosierungsprozesses
in Form von proteinreichen Odemen in den Alveolarsepten, Kollagenen, elastischen Fasern
und verschiedenen Bindegewebszellen (Kaup, Drommer et al. 1990b). Setlakwe, Leclere et
al. (2009) konnten bei an COB erkrankten Pferden einen nahezu zweifach erhdhten
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Kollagengehalt in den supepithelialen Bereichen der peripheren Atemwege verglichen mit
gesunden Kontrolltieren zeigen. Diese Fibrosen waren dabei in der Remissionsphase und
nach einer induzierten Exazerbation unverandert und Kkorrelierten Uberdies mit
Lungenfunktionsmessungen. Dies liefert deutliche Indizien dafiir, dass sich im Zuge der
Chronizitat der Erkrankung persistierende Fibrosen bilden, die malgeblich an einer
permanenten Lungenfunktionsstorung beteiligt sind (Setlakwe, Leclere et al. 2009).
Zusatzlich kommt es, wie in den proximaler gelegenen Bereichen, zu gravierenden
Epithelveranderungen in Form von Becherzellhyper- und -metaplasie, Basalzellhyperplasie
sowie Metaplasie der Clara-Zellen mit Granulationsverlust (Winder and von Fellenberg 1987;
Kaup, Drommer et al. 1990b; Nyman, Lindberg et al. 1991; Naylor, Clark et al. 1992; Range,
Mundhenk et al. 2007). Die Becherzellhyperplasie kann sich zuweilen auf Bronchien und
Trachea ausweiten (Range, Mundhenk et al. 2007).

Im Bereich der Alveolen aufiern sich die Epithelverdanderungen in Nekrosen der, die Blut-
Luft-Schranke bildenden und damit fir den Gasaustausch wesentlich verantwortlichen,
Pneumozyten vom Typ |. Deren Fehlen wird durch eine Proliferation von — flir die
Surfactantbildung verantwortlichen — Typ Il Pneumozyten kompensiert (Kaup, Drommer et al.
1990b). In emphysematdsen Bereichen konnte dartber hinaus noch eine Vermehrung der
sogenannten Kohn-Poren festgestellt werden (Kaup, Drommer et al. 1990b).

Eine weitere Zellgruppe, die im Laufe des chronischen Erkrankungsprozesses deutliche
morphologische Veranderungen aufweisen, sind die Myozyten. So weisen die peripheren
Atemwege bei an COB erkrankten Pferden signifikante Massenzunahmen der glatten
Muskulatur auf (Herszberg, Ramos-Barbon et al. 2006; Leclere, Lavoie-Lamoureux et al.
2011a). Ursachlich hierflr ist neben einer Hypertrophie vor allem eine Gewebshyperplasie
mit hoher Apoptose- und Proliferationsrate (Herszberg, Ramos-Barbon et al. 2006; Leclere,
Lavoie-Lamoureux et al. 2011a).

All die genannten pathomorphologischen Veranderungen der verschiedenen Zellen und des
umgebenden Parenchyms kdnnen unter dem Begriff ,,Airway Remodeling“ zusammengefasst
werden und sind letzten Endes, zusammen mit resultierenden Mukusakkumulationen, fir
eine Lumenreduktion der Atemwege, eine Reduktion von Compliance und Resistance, eine
gestorte mukoziliare Clearance sowie eine verminderte Gasaustauschfahigkeit der Lunge
verantwortlich (Lavoie 2007). Dieser Gewebsumbau scheint in einem gewissen Malle
irreversibel und auch bei optimierter Haltung und klinisch gesunden Pferden persistent und
fur eine dauerhaft eingeschrankte Lungenfunktion verantwortlich zu sein (Miskovic, Couetil et
al. 2007; Setlakwe, Leclere et al. 2009).

Aullerdem ist an dieser Stelle noch kurz die morphologische Veranderung des fur die
Lungenfunktion so bedeutenden Surfactant zu nennen. Untersuchungen von verdinntem wie
auch unverdinntem Tracheobronchialsekret von Pferden mit chronischen Bronchitiden
deckten eine mit dem Schweregrad der Erkrankung positiv korrelierende, signifikante
Veranderung der Phospholipidzusammensetzung dieses Faktors auf (Jahn and Deegen
1985). Diese Bildungsstérung wird unter anderem von den Autoren mit der oben
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aufgefihrten pathologischen Vermehrung der Typ Il Pneumozyten und ihrer verstarkten
Freisetzung von unreifem Surfactant erklart (Jahn and Deegen 1985; Kaup, Drommer et al.
1990b). Auch Christmann, Welles et al. (2008) konnten bei BALF-Analysen signifikante
Veranderungen in der Surfactant-Zusammensetzung bei Pferden mit klinischer RAO
feststellen.

1.6 Diagnostik

Zu der Diagnosestellung der COB kdnnen, neben einer ausfuhrlichen Anamneseerhebung
und einer allgemeinen und speziellen klinischen Untersuchung, auch weiterfUhrende
Untersuchungsmethoden zur Evaluierung mit herangezogen werden. Dazu zahlen eine
arterielle  Blutgasanalyse, ein Belastungstest, Lungenfunktionsmessungen, eine
Bronchoskopie mit Tracheobronchialsekretentnahme oder bronchoalveolarer Lavage
inklusive Zytologie und eine radiologische Untersuchung des Thorax.

Die Erhebung und Ubergreifende Interpretation mehrerer Parameter ist dabei von enormer
Bedeutung, da sich eine genaue Differenzierung zwischen verschiedenen entziindlichen
Atemwegserkrankungen zum Teil als schwierig erweist (Couetil, Rosenthal et al. 2001;
Kutasi, Balogh et al. 2011).

Die Evaluation anhand der Klinik allein deckt zwar relativ zuverlassig die COB in
Exazerbation auf, lasst jedoch haufig keine sichere Unterscheidung zwischen COB in
Remission, IAD und gesunden Pferden zu, da hier eine Uberlappung der Symptomart und -
starke besteht bzw. ebendiese auch fehlen kénnen (Couetil, Rosenthal et al. 2001) und eine
prasente, klinisch jedoch inapparente Obstruktion der tiefen Atemwege unentdeckt bleiben
kann (Robinson, Olszewski et al. 2000).

Uberdies erméglicht die Hinzunahme weiterer diagnostischer Methoden eine objektivierte
Befunderhebung und Klassifizierung des Krankheitsgrades und dadurch auch eine gute
Kontrolle und Beurteilung von Krankheitsverlauf und Therapieerfolg des Patienten
(Tesarowski, Viel et al. 1996; Pirie 2014). Validierte Scoring-Systeme helfen bei solch einer
objektiven Einstufung (Ohnesorge, Trotschel et al. 1998; Robinson 2001). Tilley, Sales Luis
et al. (2012) haben hierflr ein relativ umfassendes Modell entwickelt, das Kklinische,
endoskopische, rontgenologische und zytologische Befunde mit einschliet und damit eine
differenziertes Staging von COB-Pferden ermdoglicht (Tilley, Sales Luis et al. 2012).

Im Folgenden soll nun kurz auf einzelne weiterfuihrende Untersuchungsmethoden
eingegangen werden.

Einen Teil davon stellen die Lungenfunktionsmessungen dar. Lange Zeit war die Ermittlung
von MessgroRRen wie Lungenwiderstand (R.), dynamische Compliance (Cgyn), Atemarbeit und
maximale Interpleuraldruckdifferenz (APplmax) mittels der Interpleuradruckmessung in
Kombination mit pneumotachographischen Aufzeichnungen eine gebrauchliche Methode zur
Evaluierung der mechanischen Funktionalitdt der Lunge. Aufgrund ihrer relativ hohen
Invasivitat und geringen Sensitivitdt wurden jedoch zunehmend andere Verfahren, wie
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beispielsweise die Messung des forcierten expiratorischen Volumens (FEV) mittels
Spirometrie, die volumetrischen Kapnographie oder die Impulsoszillometrie fiir den Einsatz
beim Pferd validiert (Herholz, Gerber et al. 2003; van Erck, Votion et al. 2004; Pirie 2014).
Diese Methoden machen unter anderem eine Unterscheidung zwischen gesunden Pferden
und Pferden in Remission mdéglich (Herholz, Gerber et al. 2003) und lassen auch schon
frihzeitige Lungenfunktionsstérungen bei subklinischen Fallen von IAD erkennen (Richard,
Fortier et al. 2009).

Darlber hinaus findet die Lungenfunktionsmessung ihren Einsatz bei der Durchfiihrung von
Bronchoprovokationstests. Hierbei werden den Probanden definierte Konzentrationen von
beispielsweise Histamin oder Metacholin Uber die Atemwege zugefihrt und anschlief3end
wird anhand den gemessenen Veranderungen in der Lungenfunktion die unspezifische
Reagibilitdt der Atemwege eingeschatzt (Klein and Deegen 1986; Fairbairn, Lees et al. 1993;
Mazan, Hoffman et al. 1999).

In engem Zusammenhang mit den mechanischen Lungenfuktionsstorungen stehen die
Gasaustauschstérungen der Lunge, die durch die arterielle Blutgasanalyse in die
Routinediagnostik der COB mit einflieRen, wobei das besondere Augenmerk hier auf dem
arteriellen Sauerstoffpartialdruck (paO,), dem arteriellen Kohlendioxidpartialdruck (paCO.,),
der alveolo-arteriellen Sauerstoffpartialdruckdifferenz (A-aDO,) und dem Saure-Basen-
Status (Bikarbonat (HCOj"), pH, Base Excess (BE)) liegt. Diese Parameter sind zwar relativ
einfach zu bestimmen, allerdings auch zum Teil recht variabel, was zu Fehlinterpretationen
in Bezug auf die Gasaustauschfahigkeit der Lunge flihren kann (Dixon, Railton et al. 1995c).
Es empfiehlt sich daher, mehrere Proben zeitgleich und Gber mehrere Tage auszuwerten.
Analysen des Ventilations-Perfusionsverhaltnises mittels Szintigraphie (Votion, Ghafir et al.
1999) oder der Multiple-Inertgas-Eliminationtechnik (MIGET) (Nyman, Bjork et al. 1999)
lassen eine  sensitivere und zudem genau lokalisierte  Beurteilung von
Gasaustauschstérungen zu, sind jedoch aufwendig und in praxi noch nicht etabliert.
Allgemein unterliegt die Lungenfunktion tageszeitlichen Schwankungen (Deegen, Stadler et
al. 1985; Stadler and Deegen 1986), was in der Klinik bei der Interpretation von
Messergebnissen und in der Forschung beim Studiendesign beachtet werden sollte
(Deegen, Stadler et al. 1985). Deegen, Stadler et al. (1985) konnten zeigen, dass fur die
Funktionsparameter Compliance, Resistance, Atemarbeit und arteriellem paO, ein
signifikanter sinusfoérmiger Verlauf Gber 24h mit einem Optimum zwischen 6:00 und 13:00
Uhr und einem Pessimum zwischen 18:00 und 01:00 Uhr besteht.

Ein hilfreiches und in der Klinik regelmaflig angewandtes Diagnostikum ist die
endoskopische Untersuchung der Atemwege, dessen Bedeutung in der guten Korrelation
zwischen den dabei erhobenen Befunden und einer vorhandenen Atemwegsentzindung
begrindet ist (Koblinger, Nicol et al. 2011; Kutasi, Balogh et al. 2011).

Dabei werden - in der Regel anhand von Scoring-Systemen - insbesondere
Mukusansammlungen und -beschaffenheit, Schleimhautverdickung und -rétung, Schwellung
der Carina und ein eventueller dynamischer Bronchialkollaps beurteilt (Dieckmann 1987;
Gerber, Straub et al. 2004). Die jeweiligen Parameter gehen dabei mit einer
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unterschiedlichen Sensitivitat einher. Die Beurteilung der Mukusmenge zeigt in diesem Fall
die hochste Reproduzierbarkeit und Verlasslichkeit bezlglich der Diagnosestellung (Gerber,
Straub et al. 2004; Koblinger, Nicol et al. 2011). Allerdings ist zu beachten, dass tracheale
Schleimansammlungen nicht ausschlief3lich COB-spezifisch sind (Dixon, Railton et al. 1995c;
Gerber, Straub et al. 2004) und die Abwesenheit ebensolcher eine Entzindung der tiefen
Atemwege nicht ausschlie3t (Koblinger, Nicol et al. 2011).

Weniger sensitiv ist hingegen die Beurteilung der Schwellung der Carina. Wahrend
Koblinger, Nicol et al. (2011) eine gute Korrelation mit dem Grad der Atemwegsentziindung
zeigten, konnten Koch, Straub et al. (2007) keinen signifikanten Zusammenhang hierzu
feststellen, wohl aber zum Alter der Tiere (signifikant hdhere Messwerte bei Pferden > 10
Jahren) (Koch, Straub et al. 2007; Koblinger, Nicol et al. 2011).

Ein weiteres diagnostisches Tool mit groRem Nutzen stellt die Gewinnung und zytologische
Untersuchung von Tracheobronchialsekret und bronchoalveolarer Lavageflissigkeit allein
oder in Kombination dar, wobei die Untersuchung des TBS zwar einen Uberblick Giber den
Entziindungsstatus der Atemwege gibt, jedoch eine grof3e Variabilitat mit sich bringt und zum
Teil nicht mit den Befunden aus der BALF korreliert (Derksen, Brown et al. 1989; May 2009).
Die Auswertung von Lavageflussigkeit gilt hier als sensitiver und besitzt eine hohe
Aussagekraft fur die Art und Schwere der Entzindung in den tiefen Atemwegen (Derksen,
Brown et al. 1989; Fey 2005; Hoffman 2008). Grundsatzlich ist fur die BALF-Zytologie eine
Probe aus einem Bronchialsegment ebenso wie nur ein zurlickgewonnener Anteil der
gesamten instillierten Flissigkeit reprasentativ flr die gesamte Lunge (Sweeney, Rossier et
al. 1992; McGorum, Dixon et al. 1993f; Pickles, Pirie et al. 2002a; Jean, Vrins et al. 2011)
und die transendoskopische wie auch die ,blinde“ Probenentnahme stellen diagnostisch
gleichwertige Vorgehensweisen dar (Wehrli, Feige et al. 2000). Zudem besitzt diese
Untersuchungsmethode eine gute Reproduzierbarkeit Uber einen langeren Zeitraum, was
neben ihrem Nutzen in der Differentialdiagnostik entziindlicher Atemwegserkrankungen auch
die Relevanz fir ein Monitoring von Krankheits- und Therapieverlauf unterstreicht (Jean,
Vrins et al. 2011).

Die radiologische Untersuchung der Lunge wird in der Regel seltener angewendet und dient
vor allem dem Ausschluss anderer Pathologien, wie abszedierenden Pneumonien oder
Neoplasien, kann aber auch zusatzlichen Aufschluss Uber das Krankheitsbild der COB
geben. So konnen unter anderem bronchiale und/oder interstitielle Zeichnungen, von
Hyperinflation betroffene oder emphysematdse Bereiche sowie Bronchiektasien
hinweisgebend auf Art und Schwere der Erkrankung sein (Ainsworth 2010; Tilley, Sales Luis
et al. 2012).

Weiterhin werden im Rahmen der Diagnostik haufig intradermale Allergietests mit aufgefuhrt,
die jedoch von untergeordneter Bedeutung sind, da sie sehr kontrare Ergebnisse liefern und
als unzuverldssig fir die Diagnosestellung der COB wie auch fir die Spezifizierung des
Antigens gelten (Evans, Paradis et al. 1992; Lorch, Hillier et al. 2001).

SchlieBlich ist als mdgliches Diagnoseverfahren noch die Lungenbiopsie zu erwahnen, die
ein detailliertes und differenziertes Bild Uber die spezifische Lungenpathologie liefert und
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somit vor allem bei schwierigen Diagnosestellungen, wie der interstitiellen Pneumopathie
eingesetzt wird (Fey 2005).

1.7 Therapie

Die Therapie der COB stellt eine Kombinationstherapie aus Haltungsoptimierung und
medikamentdser Behandlung dar, welche sich stark nach dem jeweiligen Krankheitstatus
des Patienten richtet und individuell zu gestalten ist. Das Ziel ist vor allem eine Bekampfung
der fir Pathogenese und Klinik ausschlaggebenden Entziindungsreaktion in den tiefen
Atemwegen sowie dartber hinaus das Erreichen einer Bronchospasmolyse und/oder
Sekretolyse (Pirie 2014).

Der zentrale Punkt des gesamten Therapiekonzeptes und in jedem Fall unabdingbar ist die
Verbesserung der Lufthygiene und damit die Reduzierung entsprechender Allergene in der
Umgebung des Patienten (Jackson, Berney et al. 2000; Couetil, Chilcoat et al. 2005). Dies
kann zum einen durch dauerhafte Weidehaltung geschehen und zum anderen auch durch
den Austausch von Stroh und Heu durch zum Beispiel Sagespane und Heulage oder
eingeweichtes Heu, was beides erwiesenermal(en zu einer signifikanten Verminderung der
Staubpartikel in der Atemluft fihrt (Clements and Pirie 2007a; Clements and Pirie 2007b).
Auf dieser Basis kann dann eine auf die Symptome abgestimmte, medikamenttse Therapie
erfolgen. Fey and Ohnesorge (2009) haben hierfir eine sogenannte Stufentherapie
formuliert, wonach an erster Stelle die Haltungsoptimierung mit optionaler
Bronchospasmolyse und/oder Sekretolyse steht. Erfolgt innerhalb von zwei Wochen damit
keine Besserung wird als nachster Schritt eine zusatzliche Glukokortikoidgabe und
schlielBlich, bei weiter anhaltender Symptomatik, als ultima ratio MaRnahme eine
Lungenspilung empfohlen. Jeder Therapiestufe geht dabei selbstverstandlich eine
eingehende Untersuchung voraus, die zunehmend detailliertere Diagnostik mit einschlief3t
(Fey and Ohnesorge 2009).

Im Folgenden soll nun auf die gebrauchlichsten Therapeutika ndher eingegangen werden.
Wie schon erwahnt, ist die Reduktion der Entzindungsreaktion essentiell. Die fur diese
Indikation sonst haufig eingesetzten nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAIDs) haben sich fir
die Behandlung der COB als wirkungslos erwiesen (Gray, Derksen et al. 1989; Lavoie 2007).
Im Gegensatz dazu zeigen Glukokortikoide einen sehr guten antiinflammatorischen Effekt in
den tiefen Atemwegen mit nachweisbarer klinischer Verbesserung und sind dadurch fur die
Therapie der COB von essentieller Bedeutung (van der Velden 1998; Ainsworth and Hackett
2004). Zwar beeinflussen beide Wirkstoffgruppen den bei der COB verdnderten
Arachidonsaurestoffwechsel, greifen jedoch hierbei auf verschiedenen Stufen ein. So hemmt
die Gruppe der NSAIDs lediglich die Cyclooxygenase, deren Abbauprodukte nicht
ausschlaggebend fir die Pathogenese der Erkrankung zu sein scheinen (Gray, Derksen et
al. 1989; Watson, Sweeney et al. 1992). Die Glukokortikoide hingegen verhindern schon die
Arachidonsaurebildung an sich und damit die Bildung aller aus dieser Stoffwechselkaskade
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hervorgehenden Produkte inklusive der Leukotriene. Diese spielen eine zentrale Rolle im
Pathomechanismus der COB, insbesondere durch ihre bronchokonstriktorische Wirkung,
aber auch durch Erhéhung der Gefallpermeabilitat und Mukusproduktion (Lavoie, Leguillette
et al. 2002). Zusatzlich beeinflussen die Glukokortikoide Uber intrazellulare Rezeptoren die
Synthese verschiedener Zytokine. Dies geschieht indirekt Uber die Hemmung von
Transkriptionsfaktoren wie beispiesiweise NF-kB (van der Velden 1998; Leguillette 2003).
Einzelheiten hierzu wurden bereits im Kapitel 1I, Abschnitt 1.4 ,Atiologie und Pathogenese*
aufgefihrt.

Diese genannten Eigenschaften erklaren den gro3en unabdingbaren Nutzen dieser
Wirkstoffklasse bei der Therapie der COB.

Bei der Anwendung der Glukokortikoide ist eine systemische (enterale wie parenterale)
sowie inhalative Applikation moglich. Die haufigsten systemisch eingesetzten
Glukokortikoide sind das Prednisolon und das Dexamethason, wobei Letzteres intravends
verabreicht die schnellste und gréfite Wirkung (Verbesserung der Lungenfunktion innerhalb
von 2h mit Peak bei 4-6 h bei einer Dosierung von 0,1mg/kg Kérpergewicht(KGW)/24h) zeigt
und daher bei akuter Exazerbation mit starker Dyspnoe anderen Mdglichkeiten vorgezogen
werden sollte (Cornelisse, Robinson et al. 2004). Zusatzlich kann mit der parenteralen
Dexamethasongabe eine signifikante Reduktion der neutrophilen Granulozyten in der BALF
erreicht werden, was aufgrund der Bedeutung dieses Zelltyps in der Pathogenese der COB
von Vorteil ist (Robinson, Jackson et al. 2002). Die orale Anwendung von Dexamethason
(0,05-0,164 mg/kg KGW/24h) geht zwar mit einem etwas verzdgerten Wirkungseintritt
einher, ist jedoch bei praprandialer Gabe ebenso effektiv mit zum Teil verlangerter
Wirkungsdauer (Cornelisse, Robinson et al. 2004; Leclere, Lefebvre-Lavoie et al. 2010). Das
ausschliel3lich enteral zu verabreichende Prednisolon hat eine etwas schwachere Wirkung
und empfiehlt sich vor allem fur die Langzeittherapie der COB (max. 1,5 mg/kg KGW
ausschleichend Uber 6 Wochen) (Fey and Ohnesorge 2009). Hier ist darauf hinzuweisen,
dass die Vorstufe Prednison aufgrund ihrer schlechten Bioverfiigbarkeit und der mangelnden
Metabolisierung in der Leber beim Pferd flir eine adaquate Behandlung nicht geeignet ist
(Peroni, Stanley et al. 2002).

Weniger gebrauchliche Glukokortikoide sind das Isoflupredon und das Triamcinolon. Das
Isoflupredon zeigt bei einer Dosierung von 0,03 mg/kg KGW/24h zwar eine vergleichbare
Wirkung wie das Dexamethason (0,04 mg/kg KGW/24h), ist jedoch auch mit einem grofieren
mineralokortikoiden Effekt verbunden, der sich in einer Hypokaliamie wiederspiegelt
(Picandet, Leguillette et al. 2003). Auch das Triamcinolon hat sich als effektiv fiir die COB-
Therapie erwiesen. So konnte bei exazerbierten Patienten durch einmalige intramuskulare
Injektion (0,09 mg/kg KGW) eine signifikante Verbesserung der Lungenfunktion fur bis zu
funf Wochen erreicht werden (Lapointe, Lavoie et al. 1993). Trotzdem ist dieses Medikament
nicht fir die Therapie der COB empfohlen, da es sich um ein Depot-Kortison handelt, bei
dem die Langzeitwirkung auch eine groflere Wahrscheinlichkeit flr unerwiinschte
Arzneimittelwirkungen mit sich bringt (Lavoie 2007).
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Mogliche Nebenwirkungen der systemischen Glukokortikoidgabe sind unter anderem
adrenale Supression, Hufrehe und bakterielle Pneumonie, weshalb sie vor allem bei Pferden
mit Stoffwechselerkrankungen wie dem Equinen Metabolischen Syndrom (EMS) und dem
Equinen Cushing Syndrom (ECS) kontraindiziert sind (Lavoie 2007; Niedermaier and Gehlen
2009).

Die inhalative  Verabreichung hingegen  bietet den Vorteil, lokal hohe
Medikamentenkonzentrationen in der Lunge zu erreichen und dabei gleichzeitig die
systemischen Glukokortikoideffekte weitestgehend zu umgehen (Duvivier, Votion et al.
1997). Mogliche Applikationsformen sind via Metered Dose Inhaler (MDI), Dry Powder
Inhaler (DPI), Jet-Vernebler oder Ultraschallvernebler (Votion, Ghafir et al. 1997,
Niedermaier and Gehlen 2009). Die Effizienz der Medikation ist dabei von mehreren
Variablen, wie beispielsweise dem Atemtyp des Patienten, der Medikamentenformulierung,
der ,Verneblerart sowie der erreichten PartikelgréfRe (Optimum bei 1-5 pym), abhangig
(Votion, Ghafir et al. 1997; Mevissen and Burgener 2010).

Als wirkungsvoll fir die inhalative Glukokortikoidtherapie haben sich Beclomethason-
dipropionat (3750 ug/Pferd/12h) (Ammann, Vrins et al. 1998; Rush, Raub et al. 1998),
Fluticasonpropionat (2000-6000 ug/Pferd/12h) (Giguere, Viel et al. 2002; Robinson, Berney
et al. 2009) und Budesonid (1,4 mg/Pferd/12h) (Kampmann 2001) erwiesen. Im Falle einer
akuten Exazerbation (Robinson, Berney et al. 2009) oder bei hochgradig erkrankten Tieren
(Kampmann 2001) ist eine isolierte inhalative Therapie jedoch meistens nicht ausreichend
wirksam, da zum einen der Wirkungseintritt zu verzdégert und schwach geschieht und zum
anderen auch durch die bestehende Bronchokonstriktion schon per se nicht genlgend
Medikament bis in die tiefen Atemwege gelangt (Kampmann 2001; Robinson, Berney et al.
2009). In diesen Fallen kann eine vorangehende oder begleitende Gabe eines
Bronchodilatators und/oder systemischen Glukokortikoids von Vorteil sein (Rush, Hoskinson
et al. 1999; Pirie 2014). Besonders vor dem Hintergrund der minimalen systemischen
(Neben)wirkungen von inhalativen Glukokortikoiden sind diese vor allem fir die
Langzeittherapie der COB und zur Pravention von Exazerbationsschiben gut geeignet
(Robinson, Berney et al. 2009; Dauvillier, Felippe et al. 2011). Eine Langzeitstudie, bei der
an COB erkrankte Pferde eine Fluticason-Inhalation Uber einen Zeitraum von elf Monaten
erhielten, hat gezeigt, dass diese Therapieform langfristig weder Auswirkungen auf das
Immunsystem in jeglicher Form, noch andere systemische Nebenwirkungen zur Folge hat
(Dauvillier, Felippe et al. 2011).

Die mit der Entziindungsreaktion einhergehende Obstruktion der Atemwege ist bedingt durch
luminale Mukusansammlungen, Odematisierung der Schleimhaut und durch eine
Bronchokonstriktion, die durch die Wirkung der Entzindungsmediatoren auf die glatte
Muskulatur hervorgerufen wird. Letzterem kann, naturlich neben der Bekdmpfung der
Entziindung selbst, mit Bronchodilatatoren entgegengewirkt werden. Diese greifen auf
nervaler Ebene an, was eine Unterteilung in Sympathomimetika und Parasympatholytika mit
sich bringt.
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Erstgenannte finden ihre Anwendung in Form von B,-Adrenorezeptor-Agonisten und kénnen
systemisch (Clenbuterol) wie auch inhalativ (z.B. Salbutamol, Salmeterol) verabreicht
werden.

Das Clenbuterol in seiner oralen Formulierung (0,8 pg/kg/12h, stufenweise bis 3,2 ug
moglich) wird, mitunter auch durch entsprechende arzneimittelrechtliche Zulassung, am
haufigsten angewandt (Erichsen, Aviad et al. 1994; Fey and Ohnesorge 2009). Der Wirkstoff
hat neben seiner bronchodilatatorischen Wirkung noch einen antiinflammatorischen (Laan,
Bull et al. 2006b; Laan, Bull et al. 2006c) sowie die Sekretkonsistenz und mukuziliare
Clearance beglinstigenden (Turgut and Sasse 1989; Dixon 1992) Effekt. Die Anwendung
Uber einen langeren Zeitraum fuhrt allerdings zur Tachyphylaxie durch Down-Regulierung
der B-Rezeptoren und damit zu einer Wirkungsminderung, was beim Pferd anhand von
Untersuchungen an lymphozytaren 3,-Adrenorezeptoren gezeigt werden konnte (Abraham,
Brodde et al. 2002). Eine gleichzeitige oder vorangehende Gabe von Dexamethason
verhindert bzw. beugt einer Desensibilisierung vor (Abraham, Brodde et al. 2002).
Unerwinschte Arzneimittelwirkung von Clenbuterol werden durch die nichtselektive Bo-
Rezeptor Wirkung hervorgerufen und aufdern sich beispielsweise in Schwitzen, Zittern und
Nervositat, sind jedoch bei moderater Dosierung vernachlassigbar (Erichsen, Aviad et al.
1994).

Neben dem systemisch zu verabreichenden Clenbuterol gibt es fur die B,-Sympathomimetika
auch inhalativ wirksame Praparate, die man in schnell- bzw. kurzwirksame (Rapid Acting
Beta Agonists, RABA bzw. Short Acting Beta Agonists, SABA — Salbutamol/Albuterol,
Fenoterol, Terbutalin und Pirbuterol) und langwirksame (Long Acting Beta Agonists, LABA —
Salmeterol und Formoterol) Beta-Agonisten einteilt (Hoffman 1997; Niedermaier and Gehlen
2009). So konnte beispielsweise durch Verabreichung von Albuterol (360 pg/Pferd)
(Derksen, Olszewski et al. 1999), Fenoterol (1-2 mg/Pferd )(Tesarowski, Viel et al. 1994)
oder Pirbuterol (600 pjg/Pferd) (Derksen, Olszewski et al. 1996) eine signifikante
Verbesserung der Lungenfunktion bei Pferden mit akuter Exazerbation innerhalb von etwa
funf bis zehn Minuten und einer Dauer von 1-6 Stunden erreicht werden. Mit Salmeterol (210
pg/Pferd), als Beispiel flr ein LABA-Praparat, konnte eine Verbesserung der Lungenfunktion
innerhalb von 15-30 Minuten und eine Wirkungsdauer von etwa sechs Stunden erzielt
werden (Henrikson and Rush 2001). Beim Einsatz dieser Praparate ist jedoch zu beachten,
dass sie fir die Anwendung am lebensmittelliefernden Tier verboten sind.

Der andere Weg, die Bronchokonstriktion zu beeinflussen, ist Uber den Parasympathikus
mittels Anticholinergika. Diese sind in der Regel potenter als die B>-Agonisten und daher in
Einzelfallen diesen vorzuziehen. Auch hier besteht die Mdglichkeiten der systemischen
(Atropin, Glykopyrrolat) wie auch inhalativen (Ipratropiumbromid, Tiotropiumbromid)
Verabreichung (Hoffman 1997). Das Atropin ist das klassische systemisch eingesetzte
Anticholinergikum und findet wegen seiner hohen Potenz und dem schnellen Wirkungseintritt
vor allem bei Notfallen mit starker akuter Dyspnoe seinen Einsatz (0,01-0,015 mg/kg KGW,
intravends (i.v.)) und sollte wegen seinen weitreichenden Nebenwirkungen (u.a. lleus,
Tachykardie, Mydriasis, zaherer Schleim) auch dieser Indikation vorbehalten sein (Pearson
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and Riebold 1989; Fey and Ohnesorge 2009; Pirie 2014). Mit geringeren Nebenwirkungen,
jedoch vergleichbarer Potenz einhergehend hat sich das bisher Uberwiegend zur
gastrointestinalen Spasmolyse und Tokolyse eingesetzte N-Butylscopolamin (0,3 mg/kg
KGW) erwiesen, was daher als Alternative zu dem ublichen Atropin-Einsatz mit in Betracht
gezogen werden sollte (Couetil, Hammer et al. 2012; de Lagarde, Rodrigues et al. 2014;
Pirie 2014). Als inhalatives Anticholinergikum hat sich vor allem das schnell wirksame
Ipratropiumbromid (600-1200 p/kg KGW) als effektiv gezeigt, wobei der Vorteil in der
Anwendung neben der Reduktion von Nebenwirkungen auch in der verlangerten
Wirkungsdauer (4-6 h vgl. mit 2 h bei Atropin) liegt (Robinson, Derksen et al. 1993; Duvivier,
Votion et al. 1997). lpratropiumbromid steht, im Gegensatz zum Tiotropium, auf der
Positivliste fur Equiden und kann somit auch beim Schlachtpferd eingesetzt werden.

Auch die Gruppe der Methylxanthine (Theophylline, Theobromin, Koffein) wirkt Gber eine
Phosphodiesterase-Inhibierung  und  folgender intrazelluldarer cAMP  (zyklisches
Adenosinmonophosphat)-Erhéhung sympathomimetisch sowie darUber hinaus
mastzellstabilisierend. Sie werden  jedoch aufgrund ihrer unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen und einer geringen therapeutischen Breite eher nicht flr die Therapie
der COB eingesetzt (Pearson and Riebold 1989; McKiernan, Koritz et al. 1990; Lavoie 2007).
Fur die an der Atemwegsobstruktion beteiligte Mukusakkumulation ist neben der verringerten
mukuzilidren Clearance auch eine Hyper- und Dyskrinie mitverantwortlich, der ebenfalls
medikamentds entgegengewirkt werden kann. Neben dem Clenbuterol, das laut Dixon
(1992) am potentesten ist, gilt das Dembrexin (0,6 mg/kg/12h, p.o.) — ein Bromhexinderivat —
als bedeutendes Sekretolytikum in der Pferdemedizin (Dixon 1992; Mevissen and Burgener
2010). Seine Wirkung erschlie3t sich aus einer Forderung der Produktion von flissigerem
Sekret sowie einer Begunstigung der mukuziliaren Clearance und der Surfactantbildung
(Matthews, Hackett et al. 1988; Mevissen and Burgener 2010). Darlber hinaus kann
unterstitzend eine Inhalation mit saliner Losung erfolgen (Niedermaier and Gehlen 2009)
und durch regelmaRige leichte bis mittlere Belastung die natirliche Reinigungsfunktion der
Lunge geférdert werden.

Zur Pravention der COB-Symptomatik kdénnen, abgesehen von einer dauerhaften
Haltungsoptimierung, Mastzellstabilisatoren eingesetzt werden. Die inhalative Verabreichung
von Chromoglyzinsdure hat sich hier bei Pferden mit COB als wirkungsvoll erwiesen und
fuhrt bereits nach einmaliger Gabe zu einer deutlichen Verzdégerung des Auftretens von
Symptomen nach Antigenkontakt (Murphy, McPherson et al. 1979; Thomson and McPherson
1981). Die Wirkungseffizienz dieses Therapeutikums ist jedoch individuell sehr variabel und
das Pharmakon daher nicht allgemeingliltig einsetzbar (Niedermaier and Gehlen 2009).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Therapie der COB auf die Bekampfung der
zentralen Pathomechanismen Entziindung, Bronchospasmus sowie Hyper- und Dyskrinie
abzielt, wobei die Haltungsoptimierung der Schlisselpunkt ist und die Basis flr jegliche
weitere medikamentése Therapie bildet. Dabei sollten die zunehmend besser werdenden
Méglichkeiten der inhalativen Medikamentenapplikation immer mit in Betracht gezogen
werden. Allerdings sind die geltenden arzneimittelrechtlichen Vorschriften zu beachten und
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eventuelle Probleme bezlglich der Besitzer-Compliance sowie wirtschaftlichen Aspekte bei
der Wahl des Therapeutikums abzuwagen.

2 Das Hamostasesystem

Neben der eigentlichen Hamostase im engeren Sinne, die eine effiziente Blutstillung
bezeichnet, kann man auch die Fibrinolyse im weiteren Sinne zu dem gesamten
Hamostasesystem hinzuzahlen, da beide Mechanismen eng miteinander verknlpft sind und
in einem wechselseitigen Balanceakt zueinander stehen (Preissner 2008).

Im Folgenden werden die beiden Vorgange in ihren Grundziigen erlautert und es wird auf
einzelne, fur diese Arbeit relevante, Faktoren néher eingegangen.

2.1 Das Gerinnungssystem

211 Die Physiologie der Gerinnung

Die Gerinnung ist ein Teil des Ubergeordneten Hamostasesystems und hat zum Ziel, bei
Verletzungen des Gefalisystems ein stabiles lokales Koagulat aus Fibrin und Thrombozyten
zu bilden und damit einen Ubermafligen Blutverlust zu verhindern sowie ein adaquates
Ausgangsmilieu fur anschlieRende Entziindungs- und Reparaturmechanismen zu bilden.
Dabei liegt dem Ganzen ein komplexer Mechanismus mit Beteiligung und Wechselwirkung
von zellularen (Thrombozyten, Endothel) und plasmatischen (Gerinnungsfaktoren)
Komponenten zugrunde, welcher fir die meisten Saugetierspezies identisch ist (Meyers,
Menard et al. 1987). Der entscheidende Schritt besteht dabei in der Generierung
ausreichender Mengen an enzymatisch wirksamem Thrombin. Die Stabilitdt des Gerinnsels
steht und fallt mit der Konzentration dieses Enzyms (Wolberg 2007).

Da physiologischerweise die Erhaltung eines kontinuierlichen Blutflusses im Vordergrund
steht, liegen entsprechende Faktoren und Zellen in inaktiver antithrombotischer Form vor, in
der sie sich gegenseitig abstolien. Erst bei entsprechendem Insult werden sie in eine aktive
Form Uberfihrt, die unter anderem durch Ausbildung spezifischer Oberflachenrezeptoren
und Freisetzung verschiedener Faktoren gekennzeichnet ist, was dann schliellich die
Interaktion der Gerinnungskomponenten ermdéglicht (Preissner 2008).

Lange Zeit wurde der komplexe Gerinnungsablauf anhand des, in den 60er Jahren
etablierten, sogenannten klassischen Kaskaden- oder auch ,Waterfall* Modells beschrieben
(Davie and Ratnoff 1964; Preissner 2008). Neuere Erkenntnisse lieRen die Wissenschaftler
jedoch zu dem Schluss kommen, dass diese Beschreibung der Gerinnungskaskade zwar ein
guter theoretischer Ansatz ist und vor allem bei der Vorstellung und Interpretation der
gangigen Gerinnungstests (Prothrombinzeit (PTZ), aktivierte partielle Thromboplastinzeit
(aPTT)) hilft, jedoch keine adaquate Darstellung der Vorgénge in vivo prasentiert (Hoffman
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and Monroe 2007; Brooks 2008). Im Zuge dessen wurde das sogenannte ,cell-based model
of hemostasis” formuliert (Hoffman and Monroe 2001).

Da das Kaskadenmodell jedoch zum Verstandnis der Gerinnung beitragt und durch die
Anwendung der Gerinnungstests immer noch Bestand im Kilinikalltag hat, sollen im
Folgenden beide Modelle in ihren Grundzigen beschrieben werden.

2.1.1.1 Das Kaskaden-Modell

Bei dem klassischen Modell der Gerinnung erfolgt eine grundlegende Einteilung in primare
und sekundare (plasmatische) Gerinnung mit Differenzierung zwischen einem extrinsischen
und einem intrinsischen Weg. Die einzelnen Vorgange sind naturlich miteinander verknlpft
und laufen mehr oder weniger parallel ab, sollen aber aufgrund der besseren Anschaulichkeit
hier getrennt voneinander erlautert werden.

Primére Hamostase

Die primare Hamostase steht am Anfang der Gerinnung und umfasst vaskulare wie zellulare
(Thrombozyten) Strukturen. Im Mittelpunkt stehen dabei die generelle Aktivierung des
Gerinnungsprozesses und die Bildung eines ,vorlaufigen“ Thrombus (Preissner 2008).
Ausgel6st wird dieser Schritt durch eine Lasion am Endothel, durch die Strukturen der
Basalmembran, wie verschiedene Kollagene oder der von-Willebrand-Faktor (vVWF)
freigelegt werden. Dies hat die Adhasion zirkulierender, inaktiver Thrombozyten zur Folge.
Diese binden dabei mit ihren Oberflachenrezeptoren Glykoprotein (GP) la und GP Ib an
Kollagen bzw. den vWF. Dadurch werden die Blutplattchen aktiviert, gehen in eine kugelige,
Pseudopodien enthaltende Form (ber und setzen thrombozytenaktivierende sowie
adstringierende Faktoren, wie beispielsweise das Adenosindiphosphat (ADP), den
plattchenaktivierenden Faktor (PAF) und das Thromboxan A2, frei (Meyers, Menard et al.
1987; Preissner 2008).

Im Zuge der Formanderung werden zudem weitere Oberflachenrezeptoren exprimiert, von
denen das GP llb/llla eine zentrale Rolle spielt, da es als Bindungsstelle fir Fibrinogen
fungiert, welches wiederum ein essentielles Briickenmolekll zwischen den Plattchen
darstellt. Diese Wechselwirkung sorgt so fir die entscheidende Thrombozytenaggregation
und die Bildung des sogenannten ,weilen Thrombus®, der durch Leukozyten- und
Erythrozyteneinlagerungen in den stabileren ,roten Thrombus* Ubergeht.

Sekundéare Hadmostase

Die sekundare Hamostase umfasst die plasmatische Gerinnung mit ihrer kaskadenartigen
Faktoraktivierung, die im klassischen Sinne je nach Initiator als (exogener) extrinsischer bzw.
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(endogener) intrinsischer Weg bezeichnet wird und deren Ziel die Bildung von
quervernetztem Fibrin darstellt.

Die Gerinnungskaskade — im alten wie im neunen Modell — ist charakterisiert durch
enzymatische und proteolytische Prozesse, bei denen die einzelnen Gerinnungs- bzw.
Kofaktoren in Form von Enzymkomplexen miteinander interagieren und dafiir sorgen, dass
die inaktiven Proenzyme in die aktive Form Uberfuhrt werden, die dann wiederum katalytisch
tatig werden kann. Bestandteile eines solchen Enzymkomplexes sind in der Regel ein Enzym
mit seinem nicht enzymatischen Kofaktor, eine kalziumvermittelte lonenbindung an negativ
geladene Phospholipide der freigelegten Membran sowie das entsprechende Proteinsubstrat
(Proenzym) (Preissner 2008). Die enzymatisch wirksamen Gerinnungsfaktoren gehoéren alle
der Gruppe der Serinproteasen an. Nur der Faktor (F) XllII bildet als Transglutaminase eine
Ausnahme.

Die Abb. 1 (S. 27) gibt eine schematische Ubersicht tiber die klassische Gerinnungskaskade
mit ihren zwei fakultativen Wegen.

Der extrinsische Weg gilt inzwischen als Hauptkomponente der Gerinnung. Die Aktivierung
dieses Weges erfolgt tber die Bindung von F VIl an den nicht enzymatischen Kofaktor tissue
factor (TF), auch Gewebsthromboplastin oder Faktor Ill genannt, wodurch der F VIl aktiviert
wird. Der entstandene FVIla/TF-Enzymkomplex bildet die sogenannte extrinsische Tenase,
die mit dem Faktor X als Substrat fur die Faktor Xa-Generierung zustandig ist (Preissner
2008).

Der intrinsische Weg beginnt mit der Bildung von aktiviertem F Xlla durch Wechselwirkung
zwischen F Xl und verschiedenen Proteinen, wie dem High Molecular Weight Kininogen
(HMWK) oder dem Prekallikrein (PK). F Xlla aktiviert den F X| zu F Xla, der wiederum den F
IX zu F IXa aktiviert. Dieser bildet dann Zusammen mit seinem Kofaktor Vllla die sogenannte
intrinsische Tenase, die genau wie die extrinsiche Tenase den Enzymkomplex fur die Faktor
Xa-Generierung darstellt (Hoffman and Monroe 2007; Preissner 2008).

An dem Punkt der F Xa-Generierung gehen die beiden Gerinnungszweige in einen
gemeinsamen Weg Uber. Der F Xa bildet mit seinem membranassoziierten Kofaktor F Va,
die sogennante Prothrombinase, die das entsprechende Substrat Prothrombin (F II) aktiviert
und somit fur die entscheidende Thrombin (F lla)-Bildung sorgt (Preissner 2008).

Das Thrombin katalysiert schlieBlich die Enstehung von Idslichem Fibrin aus dem
Fibrinogenmolekll und aktiviert zusatzlich den Faktor Xlll zu F Xllla, der wiederum die
Quervernetzung des Fibrins bewirkt, woraus letztendlich die endgultige stabile Fibrinstruktur
resultiert. Dieser Mechanismus wird an entsprechender Stelle (Kapitel Il, Abschnitt 2.1.2
,vom Fibrinogen zum Fibrin“) noch naher erlautert.

Neben den genannten Schwerpunkten in der Interaktion zwischen den einzelnen Faktoren
bestehen noch viele weitere Querverbindungen und Auto-Aktivierungen, die jedoch an dieser
Stelle nicht weiter ausgefliihrt werden sollen, da sie fir die Untersuchungen im Rahmen
dieser Arbeit nicht relevant sind (Engelmann, Luther et al. 2003; Preissner 2008).
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F Il (Prothrombin) ———> F lla (Thrombin) ———>

F Xllla

Fibrinogen ———> Fibrin — Fibrin
(I6slich) (quervernetzt, stabil)

Abb. 1: Schematische Ubersicht iiber die sekundire (plasmatische) Himostase mit
ihrem extrinsischen und intrinsischen Gerinnungsweg modifiziert nach Hoffman and
Monroe (2007) und Preissner (2008). Das Ziel der kaskadenartigen Faktoraktivierung ist
die Bildung von quervernetztem Fibrin. TF, HMWK (high molecular weight kininogen), PK
(Prekallikrein), F Vllla und F Va fungieren dabei als Kofaktoren und sind Bestandteile der
verschiedenen Enzymkomplexe, die eine Aktivierung der Proenzyme (inaktive
Gerinnungsfaktoren) bewirken.

2.1.1.2 Das Zell-basierte Modell

Auf der Basis neuerer Erkenntnisse, insbesondere was die Bedeutung der Zellen als
Rezeptoren wie auch Faktortrager und -produzenten angeht, entwickelten Wissenschaftler
das sogenannte ,cell-based model of hemostasis®, das die Gerinnungsprozesse in vivo
realistischer wiedergibt (Hoffman and Monroe 2001; Brooks 2008).
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Grundlage bilden TF-exprimierende Zellen, wie Endothelzellen, Fibroblasten oder Monozyten
und ruhende wie aktivierte Thrombozyten, wobei die bekannten intrinsischen und
extrinsischen Wege vom Prinzip weiter Bestand haben, jedoch entsprechend zellgebunden
und in sich verknipft ablaufen (Hoffman and Monroe 2007).

Grundlage des Zell-basierten Gerinnungsmodells bilden die drei Phasen Initiation,
Amplifikation und Propagation, an deren Ende der sogenannte , Thrombinburst* steht. Abb. 2,
S. 29 zeigt eine schematische Ubersicht Uiber die einzelnen zellgebundenen Vorgange.

Die erste Phase, die Initiation, lauft an der Oberflache TF-tragender Zellen ab und
beinhaltet im weiteren Sinne den extrinsischen Weg. Dabei bildet der membrangebundene
TF mit seinem Kofaktor F Vila einen Enzymkomplex (Tenase), der zum einen die
Aktivierung von F X zu F Xa und zum anderen die Aktivierung von F IX zu Faktor F IXa
katalysiert. Entscheidend zu diesem Zeitpunkt ist allerdings ersteres, wahrend F [Xa an
spaterer Stelle noch zum Tragen kommt. Der aktivierte F Xa kann nun mit seinem
membranassoziierten Kofaktor FVa den sogenannten Prothrombinase-Komplex bilden und
das Substrat Prothrombin umsetzten — eine geringe Grundmenge an Thrombin ist so
entstanden und fungiert als Trigger-Molekiil flir den nachfolgenden Schritt. So werden in der
zweiten Phase, der Amplifikation, durch das Thrombin F VIII, F Xl und der
membranassoziierte F V in ihre jeweiligen aktiven Formen Uberfihrt, die dann im letzten
Schritt zum Tragen kommen. Der Faktor V kann hierbei auch aus thrombozytaren Granula
freigesetzt werden. Im Zuge der Amplifikation kommt es schliel3lich zu einer Aktivierung der
Thrombozyten und dem Ubergang in die dritte und letzte Phase, die Propagation. Diese ist
an die Oberflache der nun aktivierten Plattchen gekoppelt. Dabei schliel3t sich der bei der
Initiation gebildete F IXa mit dem aktivierten und an die Thombozyten gebundenen F Vllla zu
einem Tenase-Komplex zusammen, der die F Xa-Generierung katalysiert. Durch
membrangebundenen F Xla wird die Menge an bereits gebildetem F IXa noch zusatzlich
erhoht. Der enzymatisch gebildete F Xa bildet nun wiederum mit dem membranassoziierten
F Va die Prothrombinase, die an dieser Stelle nun zu dem genannten finalen
» 1 hrombinburst® fihrt. Die dabei entstandenen Thrombin-Mengen sind jetzt ausreichend, um
einen stabiles Fibringerinnsel zu bilden (Hoffman and Monroe 2007; Brooks 2008; Preissner
2008). Auch in diesem System spielen noch viele weitere Interaktionen eine Rolle, die hier
ebenfalls nicht weiter genannt werden sollen (Hoffman and Monroe 2007; Preissner 2008).
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Abb. 2: Schematische Darstellung des zell-basierten Gerinnungsmodells modifiziert
nach Hoffman and Monroe (2007). Grundlage bilden hier Tissue Factor (TF) exprimierende
Zellen (z.B. Endothelzellen, Fibroblasten und Monozyten) sowie ruhende und aktivierte
Thrombozyten an denen die verschiedenen Gerinnungsprozesse ablaufen, die im
Wesentlichen den klassischen intrinsischen und extrinsischen Kaskaden entsprechen. Die
zellgebundenen Vorgange werden in die drei Phasen Initiation (1), Amplifikation (2) und
Propagation (3) unterteilt, an deren Ende der sogenannte finale ,Thrombinburst” steht.

Der gesamte Gerinnungsprozess unterliegt verschiedenen Kontroll- und
Hemmmechanismen, die physiologischerweise eine (berschieflende und generalisierte
Thrombusbildung verhindern (Preissner 2008).

Dazu tragen neben der Fibrinolyse, auf die spater noch naher eingegangen wird,
antikoagulatorische, die Thrombingenerierung eingrenzende Faktoren wie der Tissue Factor
Pathway Inhibitor (TFPI), das Antithrombin (AT) und das Protein C bei. Die wichtigste
Stellung nimmt das AT ein, das als sogenannter Serinproteaseinhibitor (SERPIN) alle
Serinproteasen des Gerinnungsweges hemmt, wobei die grofte Affinitat zu F Xa und
Thrombin besteht, mit denen es Enzyminhibitor-Komplexe, wie den Thrombin-Antithrombin-
Komplex (TAT) eingeht.
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An zweiter Stelle steht das Protein C — eine inaktive Serinprotease, die durch den Thrombin-
Thrombomodulin-Komplex aktiviert wird. Dieser bildet sich, indem der grote Anteil des
gebildeten Thrombins in der Umgebung des Gewebeschadens an das Thrombomodulin
bindet, welches seinerseits an das gesunde Endothel gebunden ist. Dadurch kommt auch
dem Thrombin selbst eine indirekte regulierende Wirkung zugute (Preissner 2008). Das
aktivierte Protein C (APC) geht einen Komplex mit dem membranassoziierten Protein S ein,
der schlieBlich direkt die Faktoren Va und Vllla inhibiert. Durch zusatzliche Hemmung des
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 greift das Protein C dariber hinaus aktivierend in das
fibrinolytische System ein.

Der TFPI hemmt die Gerinnung auf Ebene des TF/F Vlla-Komplexes und des Faktors Xa.

2.1.2 Vom Fibrinogen zum Fibrin

2.1.2.1 Das Fibrinogenmolekiil

Das Fibrinogenmolekdl ist ein 430 kDa schweres Glykoprotein und wird hauptsachlich in der
Leber synthetisiert, wobei eine Freisetzung auch durch Plattchengranula erfolgen kann
(Plendl, Caliebe et al. 2002). Beim Menschen ist zudem eine Bildung durch Pneumozyten
Typ Il beschrieben (Haidaris 1997).

Es erscheint mikroskopisch als lineare, trinodulare Struktur, auch ,coiled coil“ genannt, die
sich aus der komplexen Verknlpfung der einzelnen Untereinheiten ergibt (Fowler and
Erickson 1979; Plendl, Caliebe et al. 2002).

Wie die Abb. 3 (S. 31) zeigt, besteht das Molekil aus jeweils 3 parallel angeordneten Paaren
von Polypeptidketten, die sich in ihrer Aminosaureanzahl und ihrem Molekulargewicht
unterscheiden. Die groflte ist die sogenannte Aa-Kette, gefolgt von der BB-Kette und
schliellich der Y-Kette als kleinster Teil. Die insgesamt sechs Ketten sind an mehreren
Stellen Uber eine unterschiedliche Anzahl an Disulfidbricken miteinander verknipft und
bilden eine zentrale E-Domane und zwei terminale D-Domanen. Die E-Domane wird von den
aminoterminalen Enden aller sechs Ketten gebildet sowie den carboxyterminalen Enden der
zwei Aa-Ketten, die sich von Aullen her wieder zuriickschlagen und im Zentrum eine nicht
kovalente Bindung eingehen. In diesem zentralen Bereich enthalten die Aa- und Bp-Ketten
zudem an ihren aminoterminalen Enden die namensgebenden Fibrinopeptide A und B (FPA
und FPB).

Die D-Domanen bestehen jeweils aus den carboxyterminalen Enden einer BB- und einer Y-
Kette, wobei auf letzterer zudem die Bindungsstellen fir den GP lIb/llla-Rezeptor und den
Faktor Xllla lokalisiert sind (Plendl, Caliebe et al. 2002).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Fibrinogenmolekiils modifiziert nach Geiger

(2010). Die insgesamt sechs Polypeptidketten, aus denen das Molekil aufgebaut ist, sind
Uber Disulfidbriicken miteinander verknipft und bilden im Zentrum die sogenannte E-
Domane und an den Aulenseiten jeweils eine D-Domane. Wahrend die E-Doméne die
Fibrinopeptide-A und-B (FPA, FPB) enthalt, sind an der D-Domane die Bindungsstellen fir
den Glykoprotein (GP) llb/llla-Rezeptor sowie fur den Faktor Xllla lokalisiert. Im Zuge der
Fibrinbildung werden die Fibrinopeptide A und B durch das Thrombin abgespalten, wodurch
neue Bindungsstellen entstehen.

2.1.2.2 Das Fibrinogen und seine klinische Bedeutung

Die Hauptfunktion des Fibrinogens liegt im Bereich der Hamostase, speziell in der
Gerinnung. Als Grundbaustein des gesamten Fibrinnetzwerkes kommt ihm hier eine
besondere Bedeutung zu. Im Zuge dessen spielt es auch fur Fibrinablagerungen in den
tiefen Atemwegen bei verschiedenen respiratorischen Erkrankungen eine wesentliche Rolle
(Winder, Grinig et al. 1990; Gunther, Mosavi et al. 2000a), worauf im Laufe der Arbeit noch
naher eingegangen wird.

Wahrend das Blutgerinnsel in seiner Gesamtheit ein optimales Milieu fir die Wundheilung
mit Einwanderung von Entziindungs- und Gewebezellen darstellt, konnte dem
Fibrinogenmolekiil, speziell seinen Aa- und Bp-Ketten, hierbei eine besondere Bedeutung flr
die Fibroblastenmigration und -proliferation zugeordnet werden, was auf die Rolle dieser
Spaltungsprodukte bei Fibrosierungsprozessen im Zuge der Gewebereparatur hindeutet
(Gray, Bishop et al. 1993; Gray, Bishop et al. 1995).

Ferner gehdrt dieses Molekil zu den klassischen Akute-Phase-Proteinen und fungiert in
diesem Zusammenhang als Marker fir Gewebeschadigungen, Entziindungen und
Infektionen (Murata, Shimada et al. 2004). Im Vergleich mit anderen Proteinen, wie dem
Serum-Amyloid-A steigt es jedoch relativ langsam an und weist bei gesunden Pferden
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zudem einen weiten Referenzbereich auf (Allen and Kold 1988; Pollock, Prendergast et al.
2005). Dabei wird die Fibrinogensynthese durch inflammatorische Cytokine wie IL-1, IL-6
und TNF-a beeinflusst (Nguyen and Simpson-Haidaris 2000; Pollock, Prendergast et al.
2005).

Der Nachweis von Fibrinogen kann einmal Uber die Bestimmung des funktionell indifferenten
Molekils mittels Hitzeprazipitation oder immunologischen Methoden oder (ber die
Bestimmung des aktivierten und hamostatisch wirksamen Fibrinogens mittels Gravimetrie,
Fotometrie oder der Koagulationsmethode nach Clauss geschehen (Mischke 2013).

2.1.2.3 Die Entstehung von Fibrin aus dem Fibrinogenmolekiil

Am Ende der Gerinnungskaskade stehen die Umwandlung vom Fibrinogenmolekil zum
Fibrin und die Bildung eines Fibrinnetzwerkes. Fir die Entstehung dieses Netzwerkes sind
im Wesentlichen zwei Schritte notwendig, die durch die Enzyme Thrombin und Faktor Xllla
katalysiert werden.

Im ersten Schritt entstehen die sogenannten Fibrinmonomere. Dabei werden die
Fibrinopeptide A und B an den aminoterminalen Enden entsprechender Ketten durch
Thrombin vom Fibrinogenmolekil abgespalten, wodurch in der zentralen E-Domane neue
Bindungsstellen (A und B) frei werden. Diese kénnen nun nicht kovalent an entsprechenden
Bindungsstellen (a und b) im Bereich der D-Domane benachbarter Fibrinogenmolekiile
binden. Es kommt zur parallelen Anordnung einzelner Fibrinmonomere und Bildung von
doppelstrangigen Protofibrillen. Diese wiederum binden lateral aneinander, wodurch die
sogenannte Fibrinfaser in Form eines Fibrinpolymers entsteht (Plendl, Caliebe et al.
2002). Der zweite groRe Schritt fuhrt schlieBlich zur Bildung des stabilen Fibrinnetzes und
damit zum Abschluss der Blutgerinnung. An dieser Stelle kommt der durch Thrombin
aktivierte Faktor Xllla zum Tragen. Dieser katalysiert, unter anderem durch die Verbindung
der D-Doménen von jeweils zwei Y-Ketten, die kovalente Quervernetzung zwischen den
einzelnen Fibrinpolymeren (Plendl, Caliebe et al. 2002).

Das entstandene Fibringerinnsel ist nun in seiner stabilsten Form und kann erst durch
Einwirken fibrinolytischer Faktoren wieder aufgelost werden.

2.2 Das Fibrinolysesytem

2.2.1 Die Physiologie der Fibrinolyse

Die Fibrinolyse ist der zweite Teil des Hamostasesystems und erflullt verschiedene
Aufgaben. Zum einen gilt sie als Gegenspieler der Gerinnung, der neben den direkten
Antikoagulantien dafir sorgt, dass eine UberschieRende oder gar generalisierte
Thrombusbildung verhindert und das gebildete Fibringerinnsel nach Abschluss der
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Gewebereparatur wieder aufgeldst wird. Zum anderen ist das fibrinolytische System an Auf-
und Abbauvorgdngen der Extrazellularen Matrix und damit am Gewebeumbau auch
aullerhalb des Gefalisystems beteiligt (Preissner 2008). Entsprechend spricht man auch von
intravasaler bzw. extravasaler Fibrinolyse (Madlener and Pétzsch 2010).

Vom Prinzip entspricht die Funktionsweise des fibrinolytischen Systems der des
Gerinnungsprozesses, bei dem Aktivierung und Inhibition von Faktoren und enzymatische
Ablaufe im Vordergrund stehen. Die beteiligten Enzyme sind hier Uberwiegend
Serinproteasen oder Serinproteaseinhibitoren (Serpine) (Geiger 2010).

Schlisselenzym ist hierbei das Plasmin mit seinen proteolytischen Eigenschaften.

Die Abb. 4 zeigt die wesentlichen Zusammenhange des fibrinolytischen Systems, die im
Folgenden naher erlautert werden.

Fibrin
(quervernetzt, stabil) Plasmlnogen

/f— t-PA / u-PA

a2-AP H” Plasmm oAl

V
v O\

X-Oligomere D-Dimere

Fibrinabbauprodukte

Abb. 4: Schematische Ubersicht iiber das fibrinolytische System als Gegenspieler der
Gerinnung modifiziert nach Geiger (2010) und Stokol, Erb et al. (2005). Fibrin und
Plasminogen gehen hier einen Enzymkomplex ein, bei dem das Fibrin als Kofaktor fungiert.
t-PA (tissue-type Plasminogenaktivator) und u-PA (Urokinase) haben eine aktivierende und
der PAIl (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor) sowie das a2-AP (a2-Antiplasmin) eine
inhibierende Rolle. Die hier dargestellten Fibrinabbauprodukte (X-Oligomere und D-Dimere)
kdnnen ausschlielBlich aus dem plasmin-vermittelten Abbau von, durch Thrombin- und F
Xllla-Wirkung entstandenem, quervernetztem Fibrin resultieren.
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2.2.1.1 Die Aktivierung der Fibrinolyse

Da das Plasminmolekul das Effektorenzym des fibrinolytischen Systems darstellt, steht seine
Aktivierung am Anfang des Prozesses. Die Umwandlung des inaktiven Proenzyms
Plasminogen erfolgt dabei durch die Serinproteasen tissue-type Plasminogenaktivator (t-PA)
und Urokinase (u-PA) (Hoffman and Monroe 2007), wobei fur die intravasale Gerinnung das
t-PA essentiell ist (Mondino and Blasi 2004). Die beiden Aktivatoren werden ebenfalls in
einer aktivierbaren einkettigen pro-Form sezerniert und durch proteolytische Vorgange —
unter anderem durch Plasmin selber — in ein zweikettiges aktives Molekul tberfihrt (Geiger
2010).

Das unter anderem durch Endothelzellen gebildete t-PA bindet zusammen mit Plasminogen
an Fibrin, wodurch lokal am Wirkungsort ein Enzymkomplex entsteht, bei dem das Fibrin die
Rolle des Kofaktors einnimmt. Durch proteolytische Spaltung des Substrates Plasminogen
durch das Enzym t-PA entsteht das doppelstrangige aktive Plasminmolekiil (Preissner 2008;
Geiger 2010).

Auf diesen Initiierungsschritt folgt, wie schon bei der Gerinnung, eine Amplifikation der
Fibrinolyse, die hier durch positive Feedbackmechanismen gesteuert wird. So werden zum
einen durch die proteolytische Aktivitat des gebildeten Plasmins Bindungsstellen in Form von
carboxyterminalen Lysinresten am Fibrin frei, die wiederum neue Bindungen des Proenzyms
Plasminogen und seiner Aktivatoren ermdglichen, und zum anderen kommt es zu leichten
Formanderungen von t-PA und Plasminogen, die zu einer erhéhten Bindungsaffinitat und
katalytischen Effektivitat fihren (Preissner 2008).

Bei der extravaskularen Fibrinolyse ist zusatzlich die Aktivierung der inaktiven Vorstufen von
u-PA und von Matrix-Metalloproteinasen durch das entstandene Plasmin fir eine positive
Ruckkopplung und Potenzierung der Ablaufe entscheidend (Preissner 2008).

2.2.1.1.1 Die Plasminwirkung und die Entstehung der D-Dimere

Nachdem das Plasminogen in das aktive Plasminmolekul Uberfuhrt wurde, kann es
proteolytisch tatig werden. Wahrend die enzymatische Wirkung intravasal vor allem am
Fibrin ausgetbt wird, kommt sie extravaskular an Komponenten der extrazellularen Matrix
zum Tragen. Hierbei kann das Plasmin direkten und indirekten Einfluss auf den
Gewebeumbau und -abbau nehmen. Dies geschieht beispielsweise durch Spaltung von
Proteoglykanen und damit einem direkten Angriff der extrazelluldren Matrix oder durch
Umwandlung von pro-MMPs in aktive MMPs, die dann wiederum Strukturveranderungen der
EZM bewirken (Kucharewicz, Kowal et al. 2003). Auf die schon angesprochene Bedeutung
dieser Vorgange bei Pathologien des Atemtraktes wird im Laufe dieser Arbeit noch einmal
naher eingegangen.

Die intravasale Auflésung des Fibringerlists geschieht ausschlieBlich Uber eine direkte
Plasmin-Wirkung. Dabei kann die Spaltung der Fibrinmolekile ausschlieBlich zwischen den
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E- und D-Domaénen stattfinden, da die durch F Xllla gebildeten Verbindungsstellen fir das
Effektorenzym unangreifbar sind (Geiger 2010).

Durch Trennung der Fibrinpolymere an unterschiedlichen Stellen entstehen verschieden
grolie Abbauprodukte, zu denen die sogenannten X-, Y-, D-, E-, und D-D-Fragmente — auch
D-Dimere genannt — sowie hochmolekulare X-Oligomere zahlen (Stokol, Brooks et al. 2000).
Wahrend X-, Y-, D- und E-Fragmente durch die Spaltung von Fibrinogen und I6éslichem
Fibrin entstehen kdnnen, gehen die D-D Fragmente ausschliellich aus dem Abbau von
quervernetzem Fibrin hervor und sind somit spezifische Indikatoren fir die plasminvermittelte
Fibrinolyse. Diese Eigenschaft verschafft den D-Dimeren einen grofien labordiagnostischen
Vorteil gegenliber den Fibrin-Fibrinogen Abbauprodukten (fibrin-fibrinogen degradation
products, FDP), die auch Spaltprodukte friiherer Schritte darstellen kdnnen (Stokol, Erb et al.
2005). In der folgenden Abb. 5 ist die Entstehung der D-Dimere schematisch dargestellt.

D-D-Fragmente (D-Dimere) X-Oligomere
und E-Fragmente

Abb. 5: Schematische Darstellung tiber die Entstehung der D-Dimere modifiziert nach
Stokol, Brooks et al. (2000). Die plasmin-vermittelte Spaltung der quervernetzten
Fibrinmolekile kann ausschlieRlich zwischen den E- und D-Domanen stattfinden. Die, durch
den Faktor Xllla herbeigefuhrte, Verbindung der Y-Ketten zwischen den D-Doméanen bleibt
fur das Enzym hingegen unangreifbar. Dadurch entstehen die D-D- und E-Fragmente sowie
die hohermolekularen X-Oligomere.

2.2.1.1.2 Die D-Dimere und ihre klinische Bedeutung

Als spezifische Abbauprodukte des quervernetzen Fibrins sind die D-Dimere ein Indikator fiir
pathologische Prozesse mit exzessiver thrombinvermittelter Fibrinbildung und gleichzeitigem
plasminvermitteltem fibrinolytischen Abbau (Stokol, Brooks et al. 2000; Monreal 2003). Unter
diesem Gesichtspunkt haben sie, vor allem in der Humanmedizin und zunehmend auch in
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der Veterindrmedizin, eine grofle Bedeutung bei der Diagnose prothrombotischer Zustande
erlangt. Hierbei gelten sie als sensitive Marker, die es mdglich machen, eine
Gerinnungsaktivierung bei verschiedenen systemischen Erkrankungen schon frih zu
erkennen. Diese friihe Erkennung entsprechender Pathologien ist von gro3er Relevanz, da
prothrombotische Stadien, die mit primaren systemischen Erkrankungen vergesellschaftet
sind, und auch frihe Formen der disseminierten intravasalen Gerinnung (DIG) haufig ohne
klinisch bemerkbare Veranderungen einhergehen und somit haufig unterdiagnostiziert
werden, was eine erhohte Mortalitat durch falsche oder zu spate antithrombotische Therapie
zur Folge haben kann (Monreal 2003).

In der Humanmedizin sind die D-Dimere inzwischen etablierte Marker, die in der
Routinediagostik von thrombotischen und thrombembolischen Erkrankungen, insbesondere
von tiefen Beinvenenthrombosen und Lungenembolien verwendet werden. Aufgrund ihrer
sehr hohen Sensitivitdt, aber relativ geringen Spezifitdt erfolgt in der Regel eine
Ausschlussdiagnostik mit Festlegung von Cut-off-Werten, die einen negativen prediktiven
Wert (negative predicitive value, NPV) von moglichst nahezu 100% ermoglichen (Di Nisio,
Squizzato et al. 2007).

Auch beim Hund haben sich die D-Dimere als sensitive Marker flr die Diagnose von
thrombotischen Erkrankungen und einer DIG erwiesen (Stokol, Brooks et al. 2000; Griffin,
Callan et al. 2003; Nelson and Andreasen 2003; Dewhurst, Cue et al. 2008). So zeigte sich
beispielsweise bei Nelson und Andreasen (2003) bei einem Cut-off-Wert von > 500 ng/ml
eine Sensitvitat von nahezu 100% fur die Erkennung thrombembolischer Erkrankungen. Die
Spezifitdt war jedoch — den Bedingungen in der Humanmedizin gleichend — mit 70% auch
hier wesentlich geringer.

Die hier zusatzlich gemessenen Fibrin(ogen)-Abbauprodukte (FDPs) zeigten hingegen
keinerlei Erhdhung bei den Tieren mit thrombotischen Erkrankungen, was deren schlechte
Sensitivitdt und den Vorteil der D-Dimer-Messung widerspiegelt (Nelson and Andreasen
2003). Entsprechende Vergleiche beim Pferd konnten dies bestatigen (Stokol, Erb et al.
2005).

Auch beim Pferd hat sich im Allgemeinen ein guter Nutzen der D-Dimer Bestimmung fur die
Erkennung prothrombotischer Zustdnde oder einer bestehenden DIG gezeigt, insbesondere
im Zusammenhang mit darmassoziierten Kolikerkrankungen (Sandholm, Vidovic et al. 1995;
Feige, Kastner et al. 2003; Stokol, Erb et al. 2005; Cesarini, Monreal et al. 2010) sowie der
Sepsis des Fohlens (Armengou, Monreal et al. 2008). Der jeweilige Nutzen und die
entsprechenden Zusammenhange bei den verschiedenen Erkrankungen werden in Abschnitt
4.2 ,Die Fibrinolyse beim Pferd bei ausgewahlten Erkrankungen® im Einzelnen erldutert.

Die Bestimmung der D-Dimere kann mit verschiedenen immunologischen Analyseverfahren
erfolgen, zu denen die qualitativ-quantitative ELISA (Enzyme-linked Immunosrobent Assay)-
Methode sowie quantitative und semiquantitative Methoden, wie die Immunturbidimetrie und
die Latexagglutination (LA) zahlen. Letztere hat in Form von Schnelltests als sogenannter
Point-of-Care-Test besondere Bedeutung in der Notfalldiagnostik erlangt.
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Dabei sind Kreuzreaktivitdten zwischen den — wursprunglich fur die Humanmedizin
entwickelten — eingesetzten monoklonalen Antikérpern und caninen (Griffin, Callan et al.
2003; Boutet, Heath et al. 2009) wie equinen (Sandholm, Vidovic et al. 1995; Stokol, Erb et
al. 2005) D-Dimer Antigenen erwiesen und verschiedene Tests entsprechend validiert, wobei
sich semiquantitative Schnelltests aufgrund ihrer vielen Vorteile (schnell und einfach, z.T.
ohne spezielle Gerate durchfihrbar, Einzelbestimmungen mdglich) trotz geringerer
Sensitivitdt durchgesetzt haben. Trotz allem wird eine 100%ige Kreuzreaktivitat nicht
erreicht, was bei der Interpretation stets im Hinterkopf behalten werden sollte (Stokol, Erb et
al. 2005).

Da aufgrund ihrer Praktikabilitdt dieser Tests ihre Entwicklung in der Humanmedizin immens
vorangetrieben wurde, werden hier inzwischen sogar Sensitivitdts/NPV-Werte von
anndhernd 100 % erreicht, womit sie dem ELISA als urspringlichen Gold-Standard so gut
wie ebenbdrtig sind (van der Graaf, van den Borne et al. 2000; Schutgens, Haas et al. 2003).
Auch beim Tier sind Daten vorhanden, die eine gleichwertige Aussagekraft beider Verfahren
im klinischen Alltag belegen (Griffin, Callan et al. 2003).

Die Angaben Uber physiologische Referenzwerte von D-Dimeren im Plasma beim Pferd
liegen in der Regel bei etwa 500 ng/ml, weisen jedoch Schwankungen bis zu einer maximal
gemessenen Konzentration von um die 1000 ng/ml auf (Monreal, Angles et al. 1995; Weiss,
Monreal et al. 1996; Monreal, Angles et al. 2000; Stokol, Erb et al. 2005).

2.2.1.2 Die Inhibierung der Fibrinolyse

Ebenso wie die Gerinnung unterliegt auch das fibrinolytische System speziellen
Kontrolimechanismen, um eine frihzeitige Fibrinolyse eines noch nicht stabilen Gerinnsels
sowie unangemessene systemische Effekte zu verhindern. Die Regulation erfolgt dabei zum
einen durch direkte Inhibierung des zentralen Effektormolekiils Plasmin und zum anderen
durch Hemmung seiner Bildung Uber Beeinflussung des Aktivierungsweges. Neben explizit
der Fibrinolyse zugehdérigen Regulationsmechanismen nimmt darlber hinaus auch die
Gerinnung mit ihrem Bestreben des Thrombuserhalts an verschiedenen Stellen
inhibitorsichen Einfluss.

Im fibrinolytischen System lassen sich spezifische und unspezifische Inhibitoren unterteilen,
wobei erstere durch ihre Serinprotease-hemmende Funktion die Bezeichnung
Serinproteaseinhibitor (SERPIN oder Serpin) tragen (Geiger 2010).

Ein wichtiger spezifischer Plasmininhibitor ist das a2-Antiplasmin (a2-AP). Dieses Serpin
hemmt die Fibrinolyse relativ frihzeitig und ist somit bedeutend fur die Stabilisierung des
Fibringerinnsels (Preissner 2008). Dabei nimmt der Gerinnungsweg selbst Einfluss auf die
Funktionalitat dieses Enzyms. So findet die Aktivierung des AP durch seine kovalente
Bindung an Fibrin statt, die von dem Gerinnungsfaktor Xllla vermittelt wird. In gebundenem
und aktiviertem Zustand kann das AP dann mit hoher Spezifitit und
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Reaktionsgeschwindigkeit das Plasminmolekul binden und hemmen und so einem
frihzeitigen plasminvermittelten Fibrinabbau entgegenwirken (Preissner 2008; Geiger 2010).
Ebenfalls eine Rolle fir die Regulation des zeitversetzten Ablaufs von Gerinnung und
Fibrinolyse spielt der zu den unspezifischen Inhibitoren zahlende Thrombin-aktivierbare
Fibrinolyse-Inhibitor (TAFI). Der zur Gruppe der Procarboxypeptidasen zahlende Faktor
spaltet an teilweise degradiertem Fibrin die Bindungsstellen ab, an die sonst Plasminogen
und t-PA binden wiarden und wirkt somit dem fibrinolytischen Aktivierungsweg entgegen.
TAFI selbst wird unter anderem durch Plasmin und Thrombin in hohen Konzentrationen
aktiviert, wobei gebildete Thrombin-Thrombomodulin-Komplexe (TMT-Komplexe) diesen
Effekt immens erhéhen (Bouma and Meijers 2003; Geiger 2010). Somit wirkt auch hier
wieder die Gerinnung indirekt selbstregulatorisch.

Als weiterer unspezifischer Inhibitor ist noch das a2-Makroglobulin zu nennen. Die Wirkung
dieses Glykoproteins erfolgt im Wesentlichen Gber die Komplexbildung mit entsprechenden
Proteasen, in diesem Fall Plasmin, die eine Endozytose des Proteins bewirkt, wodurch das
zentrale Effektormolekil aus dem Gefallraum entfernt und somit seinem Wirkungsort
entzogen wird (Geiger 2010).

Auf Ebene der indirekten Hemmung des Fibrinolysesystems kommen schlielBlich die
wichtigsten spezifischen Serinproteaseinhibitoren PAI-1 und PAI-2 zum Tragen. Diese gehen
mit den Hauptaktivatoren t-PA und u-PA kovalente 1:1 Bindungen ein und bilden so inaktive
Enzym-Inhibitor-Komplexe, was die Bildung des fibrinolytischen Schliisselenzyms Plasmin
verhindert (Preissner 2008; Geiger 2010). Wahrend PAI-1 auf beide Serinproteasen Einfluss
nimmt, beschrankt sich die Wirkung des PAI-2 vor allem auf das u-PA (Preissner 2008).

2.2.1.2.1 Der PAI-1 und seine klinische Bedeutung

Der etwa 50 kDa messende Plasmin-Aktivator-Inhibitor-1 gehért der Serpin-Subfamilie E an
und wird daher auch als Serpin E1 bezeichnet (Collatos, Barton et al. 1994; Geiger 2010;
Ghosh and Vaughan 2012). Wie alle Serpine ist auch PAI-1 ein einkettiges Glykoprotein, das
mit seinem Zielsubstrat eine kovalente Bindung an dem sogenannten ,reactive center loop*
eingeht, was die Bildung eines inaktiven Enzymkomplexes zur Folge hat (Geiger 2010).
Neben seiner freien aktiven und seiner komplexierten inaktiven Form kann PAI-1 noch in
latentem, reaktivierbaren Zustand vorliegen (Geiger 2010). Gebildet wird das Protein durch
verschiedenste Zellen, unter anderem Endothelzellen, Hepatozyten, Adipozyten,
Makrophagen, Fibroblasten (Ghosh and Vaughan 2012) und Thrombozyten (Brogren,
Karlsson et al. 2004). Letzteres erklart eine wesentlich effektivere Hemmung der Fibrinolyse
in plattchenreichen Thromben, wie sie insbesondere im arteriellen System zu finden sind
(Preissner 2008). Darlber hinaus sind auch Lungenepithelzellen in der Lage, PAI-1 zu
synthetisieren (Shetty, Padijnayayveetil et al. 2008).

Die Exprimierung und Freisetzung aus den Zellen wird unter anderem durch
Entzindungsmediatoren, wie Interleukine, TNF-a, IFN-Y oder TGF-f (Transforming Growth
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Factor-beta) stimuliert (Kucharewicz, Kowal et al. 2003) und erlangt im Zuge dessen eine
Bedeutung als Akute-Phase-Protein, welches beispielsweise nach schwerem chirurgischen
Trauma ansteigt und kennzeichnend fir den in der Humanmedizin beschriebenen
sogenannten ,fibrinolytic shutdown® ist (Schneiderman and Loskutoff 1991; Geiger 2010).
Zum Teil ist der die Expression stimulierende Faktor zellspezifisch — so flihrt beispielsweise
in Lungenfibroblasten das IL-6 zu einer erhdhten PAI-Synthese (Samad, Bergtrom et al.
1994). Daruber hinaus unterliegt, zumindest beim Menschen, die basale
Plasmakonzentration zirkadianen Schwankungen mit morgendlichen Hoéchstwerten und
einem Tiefpunkt am Nachmittag (Geiger 2010).

Die Funktion des PAI-1 liegt in seiner schon angesprochenen Inhibierung von t-PA und u-PA.
Dabei stellt es den potentesten Inhibitor fur die beiden Aktivatorproteasen im gesamten
fibrinolytischen System dar. Zusatzlich ist dieses Enzym noch in der Lage, Thrombin und
APC zu inaktivieren (Geiger 2010).

Durch die Hemmung von t-PA und u-PA nimmt PAI-1 in logischer Konsequenz erheblichen
Einfluss auf die Plasminbildung und dadurch weiter auch indirekt auf die Aktivierung von
Matrixmetalloproteasen. Damit spielt es zum einen bei der Kontrolle der Gerinnselbildung
eine wichtige Rolle, hat aber Uberdies auch zentralen Einfluss auf die Regulation von
Gewebeum- und -abbauvorgangen (Ghosh and Vaughan 2012).

Daraus ergeben sich auch die verschiedenen pathologischen Konsequenzen. Wahrend in
der Veterinarmedizin diesem, wie auch anderen fibrinolytischen Faktoren, nur vereinzelt
Studien zukommen, ist die pathologische Bedeutung des PAI-1 in der Humanmedizin schon
sehr detailliert erforscht. So weil® man, dass ein PAI-1 Mangel zu erhdhter oder verlangerter
Blutungsneigung und verstarkter Zellproliferation fihrt und eine Ubermaflige Produktion
dieses Faktors auf die Fibrosierung verschiedener Organe, wie Herz, Lunge, Leber, Niere
und Haut (Ghosh and Vaughan 2012) sowie auf die Bildung von Artherosklerosen (Aso
2007) einen wesentlichen Einfluss hat. Im Zusammenhang mit der Fibrosierung kommt dem
PAI-1 auch eine besondere Bedeutung bei verschiedenen respiratorischen Erkrankungen zu,
worauf im Laufe der Arbeit noch naher eingegangen wird. Darlber hinaus hat die
quantitative Bestimmung von PAI-1 zusammen mit u-PA eine wichtige Stellung in der
Diagnostik von Mammakarzinomen erlangt. So ist die Erhéhung einer oder beider Faktoren
mit einer schlechten Prognose und gréReren Rezidivrate vergesellschaftet (Annecke, Schmitt
et al. 2008).

Der Nachweis des Serpin E1 kann durch quantitative Detektion des Proteins mittels ELISA
oder durch quantitative Bestimmung seiner enzymatischen Aktivitat mittels entsprechender
Aktivitatsassays erfolgen.
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3 Die pulmonale Hamostase beim Menschen

3.1 Allgemeine Pathophysiologie der pulmonalen Hamostase

Im alveoldaren Kompartiment der gesunden Lunge herrscht im Allgemeinen ein
antikoagulatorisches und profibrinolytisches Milieu (ldell, James et al. 1989b; Chambers
2008). Dabei ahneln die Gerinnungs- und Fibrinolyseprozesse denen im Intravasalraum,
wobei in den Alveolen die Koagulation ausschlief3lich tber den extrinsichen Weg, via TF-
Vila-Komplex, ablauft (Chapman, Stahl et al. 1988) und die Fibrinolyse Uberwiegend auf
einer Urokinase-Typ Plasminogenaktivator-Aktivitat beruht (Idell, Peters et al. 1989a), die in
der BALF von gesunden Menschen leicht nachzuweisen ist (Chapman, Allen et al. 1986).
Der Alveolarraum stellt eine eigene hamostatische Einheit dar, was durch die zum Teil
naturlich vorhandenen Faktoren und die lokale Expression verschiedener Komponenten (u.a.
TF, u-PA, PAI-1) durch Lungenepithelzellen und Alveolarmakrophagen verdeutlicht wird
(McGee and Rothberger 1985; Chapman, Bertozzi et al. 1990; Gross, Simon et al. 1990;
Bastarache, Wang et al. 2007; Shetty, Padijnayayveetil et al. 2008). Das fir die Fibrinbildung
essentielle Fibrinogenmolekll hingegen befindet sich normalerweise nicht oder in nur sehr
geringen Mengen im intraalveolaren Kompartiment und gelangt erst durch Extravasation von
Plasmaproteinen an seinen Wirkungsort (Idell, James et al. 1989b; Giinther, Mosavi et al.
2000a).

Bei mechanischen oder entziindlichen Schadigungen, bei denen die natirlichen Barrieren
wie das Kapillarendothel und insbesondere auch das Alveolarepithel geschadigt werden,
kommt es initial zu solch einem Ubertritt von Plasmaproteinen (plasma protein leakage) und
zu einer verstarkten Gerinnungsaktivierung mit vermehrter Fibrinbildung. Dies ist Teil des
naturlichen Heilungs- und Reparaturmechanismus und dient als primarer Verschluss der
geschadigten Membranen (Gulnther, Mosavi et al. 2000a).

Wenn die Gerinnungsprozesse jedoch im UbermaR ablaufen und dazu noch fiir langere Zeit
persistent sind, schlagt dieser Heilungsmechanismus in einen pathologischen Prozess um,
der langfristig zu dauerhaften Fibrinablagerungen und Fibrosierung fihrt und damit
erheblichen negativen Einfluss auf die Pathogenese und den Verlauf verschiedenster
respiratorischer Erkrankungen hat (Nakstad, Lyberg et al. 1990; Akinnusi and EI Solh 2007).
Das histomorphologische Aquivalent dazu und Charakteristikum vieler Lungenerkrankungen
stellen Fibrinablagerungen auf der Alveolaroberflache dar, sichtbar in Form von hyalinen
Membranen (Bachofen and Weibel 1982).

Die — mit der Ubermafigen Fibrinbildung gekoppelte — begulnstigte Fibrosierung hat ihren
Ursprung in schon frih ansetzenden Auswirkungen des Fibrins auf verschiedene
pathogenetische Mechanismen. Damit hat dies bei langerer Prasenz erheblichen Einfluss auf
den Verlauf der inflammatorischen Prozesse und Reparaturen von geschadigtem
Lungengewebe (Idell 2003). So beeinflussen Fibrinderivate unter anderem die Migration von
Entzindungszellen (Ciano, Colvin et al. 1986; Leavell, Peterson et al. 1996) und die
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Adhasion sowie Proliferation von Fibroblasten mit folgender Kollagenproduktion (Grinnell,
Feld et al. 1980; Gray, Bishop et al. 1995). Die vorhandene Fibrinmatrix wirkt somit also in
hohem Malfde férdernd auf fibrotische Prozesse und kann am Ende zu irreversiblen Fibrosen
fuhren (Ruppert, Markart et al. 2008).

Ferner ist das Firbrinogenmolekil an der Modulation der Entziindungsantwort beteiligt,
indem es an Monozyten bindet, wodurch Transkriptionsfaktoren wie NF-kB aktiviert werden,
was wiederum eine verstarkte Zytokinproduktion zur Folge hat (Sitrin, Pan et al. 1998).
Darlber hinaus fihren das Fibrin und seine Derivate zu einer Inhibierung des Surfactant,
wodurch die Oberflachenspannung verloren geht, es zu Mikroatelektasen und damit zu einer
Beeintrachtigung des Gasaustausches kommt (Markart 1999). Diese Dysfunktion entsteht
zum einen durch den Einschluss von Surfactantkomponenten in die Fibrinmatrix und eine
dadurch gestorte Funktion des Hauptphospholipides Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC)
(Seeger, Elssner et al. 1993) und zum anderen durch Wechselwirkung mit Fibrinogen, Fibrin-
Monomeren und anderen Proteinen, wobei die Fibrinmonomere die starkste Hemmwirkung
besitzen (Seeger, Stohr et al. 1985).

Neben dem Fibrinogen und dem Fibrin mit seinen Derivaten weisen auch verschiedene
Faktoren der Gerinnung entziindungsmodulatorische Effekte in der Lunge auf
(Nieuwenhuizen, de Groot et al. 2009). Der Mechanismus, der diesen Effekten zugrunde
liegt, beruht in vielen Fallen auf einer Bindung der Gerinnungsproteine an einen bestimmten
Rezeptor, was dann die Exprimierung und Freisetzung unter anderem von Zytokinen und
Chemokinen zur Folge hat. So kénnen beispielsweise der TF-FVlla-Komplex und das
Thrombinmolekil eine Bindung mit einem proteaseaktivierten Rezeptor (PAR) eingehen,
wodurch entsprechend vermehrt Chemokine und Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) bzw. Zytokine, wie IL-6 und -8, freigesetzt werden. (Ollivier, Bentolila et al. 1998;
Coughlin 2000; Wang, Gjernes et al. 2002; Nieuwenhuizen, de Groot et al. 2009). Auch dem
F Xa wird eine ahnliche Wirkungsweise zugesprochen (Borensztajn, Stiekema et al. 2008).

3.2 Veranderungen der Himostase bei ausgewahlten respiratorischen Erkrankungen

3.2.1 Veranderungen der Himostase bei Asthma

Das humane Asthma stellt ein in Atiologie und Auspragung heterogenes Krankheitsbild dar,
bei dem eine Hyperreagibilitdt in den Atemwegen auf verschiedene Umweltfaktoren besteht.
Durch diese wird eine Immunantwort ausgeldst, die eine akute oder chronische Entziindung
der Atemwege mit Atemwegsobstruktion zur Folge hat (Holgate 2008).

Bei der Erforschung der Pathogenese dieser Krankheit riickte unter anderem die Hamostase
im alveolaren Kompartiment in den Fokus der Wissenschaft.

Dabei konnte gezeigt werden, dass Faktoren von Gerinnung und Fibrinolyse sowie das
Fibrin mit groBer Wahrscheinlichkeit Einfluss auf verschiedene Pathomechanismen haben.

41



Il Literaturiibersicht

Plasmaexsudation, Fibrinbildung und Hyperreagibilitét

Die Entzindungsreaktion beim Asthma geht mit einer erhéhten Gefallpermeabilitat und
einem anschlieRenden Austritt von Plasmaproteinen in das Interstitium und in den luminalen
Raum der Atemwege einher (plasma protein leakage) (Brogan, Ryley et al. 1975; Persson
1986; Barnes, Boschetto et al. 1990; Yager, Kamm et al. 1995). Zu diesen Plasmaproteinen
zahlen auch Schlisselmolekile der Gerinnung, wie Thrombin und Fibrinogen, die im
Expektorat von Asthmapatienten gefunden werden konnten (Pizzichini, Pizzichini et al. 1996;
Gabazza, Taguchi et al. 1999). Beide sind bekanntlich wesentlich flr die Fibrinbildung.

Das am Ende der Gerinnungskaskade stehende Fibrin wurde von Wagers et al. (2004)
histologisch mittels Immunochemie auf der Oberflache der distalen Atemwege und Alveolen
bei einem im Status asthmaticus verstorbenen Patienten gefunden. Diese Funde konnten bei
M&usen mit induzierter allergischer Atemwegsentzindung mittels Ovalbumin reproduziert
werden. Die Gerinnung im alveolaren Kompartiment scheint demnach verstarkt aktiviert bzw.
die Fibrinolyse vermindert zu sein und Fibrinbildung sowie -ablagerung zu beglinstigen.
Wagers et al. (2004) zeigten mittels eines Mausmodells auRerdem, dass die Proteine des
Gerinnungs- und Fibrinolysesystems an dem Pathomechanismus der Hyperreagibilitdt der
Atemwege beteiligt sind. So zeigten Mause, die einem mit Fibrinogen gefolgt von Thrombin
versetzten Aerosol ausgesetzt wurden, eine erhdhte Hyperreagibilitdt bei anschlieRendem
Metacholin-Provokationstest verglichen mit Mausen, die nur eine Salzlésung einatmeten. Die
Starke der Uberempfindlichkeitsreaktion verhielt sich dabei entsprechend zu der von Mausen
mit allergischer Atemwegsentziindung (Wagers, Norton et al. 2004).

Dartber hinaus ist Fibrin, wie schon beschrieben, ein potenter Inhibitor des Surfactants
(Seeger, Stohr et al. 1985; Seeger, Elssner et al. 1993) und wird von verschiedenen Autoren
als wahrscheinliche Ursache der reduzierten Surfactantfunktion beim Asthma genannt
(Kurashima, Fujimura et al. 1997; Babu, Woodcock et al. 2003; Wagers, Norton et al. 2004).

Die Faktoren der extrinsischen Gerinnung

Alterationen auf Seiten der Gerinnung spielen bei der Pathogenese des Asthmas eine
wesentliche Rolle, worauf Forschungen am Mausmodell sowie auch klinische Studien
Hinweise geben. Schon aus der oben bereits aufgefiihrten Prasenz von Thrombin,
Fibrinogen und Fibrin (Pizzichini, Pizzichini et al. 1996; Gabazza, Taguchi et al. 1999;
Wagers, Norton et al. 2004) in den Atemwegen bei asthmatischer Erkrankung Iasst sich nicht
nur auf eine Hemmung der Fibrinolyse, sondern auch auf eine verstarkte Aktivierung der
Gerinnung schlief3en.

Yuda et al. (2004) zeigten dies anhand eines Asthma-Mausmodells, bei dem sie in der BALF
von durch Ovalbumin Inhalation exazerbierten Mausen erhdhte Konzentrationen von
Thrombin und I6slichem TF nachweisen konnten. Zusatzlich behandelten sie eine
Versuchsgruppe mit dem natrlichen Antikoagulans APC. Dies flihrte ber die Hemmung der
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Th2-vermittelten Immunantwort zu einer verringerten Atemwegsobstruktion. Beide
Beobachtungen deuten auf eine verstarkte Koagulation hin (Yuda, Adachi et al. 2004).
Shinagawa et al. (2007) untersuchten am Mausmodell den Faktor Xa. Dabei fanden sie
erhohte mRNA Konzentrationen von F X im Lungengewebe sowie eine gesteigerte Aktivitat
von F Xa in der BALF bei Tieren, bei denen mittels Allergenexposition eine
Atemwegsentzindung ausgelést wurde. Sie deckten einen klaren Bezug dieser
Gerinnungskomponenten zur Pathogenese des Asthmas auf. Hier spielt der Faktor Xa
scheinbar eine Rolle bei dem Gewebsumbau. So fiihrte die Gabe eines F Xa Inhibitors bei
eben diesen Mausen zu verminderter Hyperreagibilitat der Atemwege sowie einer
signifikanten Abnahme der Mukosadicke und der Kollagenablagerungen in der Lunge.
Zudem konnten sie anhand von Zelllinien eine, von der F Xa Menge abhangige, vermehrte
Mucinproduktion in vitro feststellen (Shinagawa, Martin et al. 2007).

Dass fur die Aktivierung des Faktors X der Faktor Vlla und somit der extrinsische
Gerinnungsweg ausschlaggebend ist, konnten Shinagawa et al. (2009) in einer weiteren
Studie zeigen. Hier wiesen F VIll-defiziente Mause eine verringerte Reaktivitat auf
Allergenexposition auf als der Wildtyp. Dies aullerte sich in einer geringeren
Mukosawanddicke und Mucinproduktion sowie einer abgeschwachten Hyperreagibilitat der
Atemwege — also eine genau gegensatzliche Entwicklung der Eigenschaften, wie sie im
Zusammenhang mit einer vermehrten F Xa-Aktivitat auftraten. Zudem zeigten die Ergebnisse
der Studie, dass F Vlla die Zahl der eosinophilen Granulozyten und Th2-assoziierten
Zytokine erhoht (Shinagawa, Ploplis et al. 2009).

Wie schon erwahnt, finden sich neben diesen Beobachtungen am Mausmodell analoge
Verhaltnisse auch beim Menschen. So konnten Schouten et al. (2009) mit ihrer Studie an
Asthmapatienten zeigen, dass hier die Gerinnung im alveoldren Kompartiment erhoht ist und
durch Allergenexposition noch verstarkt wird. Neben gemessenen Erhohungen der
Gerinnungsindikatoren (TAT, loslicher TF, I6sliches Thrombomodulin (TM)) wurde zusatzlich
eine verminderte APC Konzentration festgestellt, was, ebenso wie die oben aufgefiihrte
Studie von Yuda et al. (2004), auf die Bedeutung dieses natirlichen Antikoagulanz beim
Asthma hinweist.

Gabazza et al. (1999) konnten signifikant h6here Konzentrationen an Thrombin, TAT und TF
im Expektorat von Patienten mit bronchialem Asthma verglichen mit gesunden Probanden
messen. Auch hier wird der Bezug zur Pathophysiologie in den Atemwegen deutlich. So
zeigten sie einen positiv-proliferativen Effekt des Sputums von Asthmatikern und von
Thrombin im Speziellen anhand von Zellkulturen aus glatten Muskelzellen der Bronchien.
Darlber hinaus wurde eine signifikant positive Korrelation zwischen bronchialer
Hyperreagibilitdt, induziert durch Metacholin, und der Thrombin-Konzentration
herausgefunden, was zusammen mit den anderen Feststellungen die Bedeutung der
Gerinnung fir die Pathogenese des Asthmas, speziell des Gewebeumbaus, verdeutlicht
(Gabazza, Taguchi et al. 1999). Derselbe Zusammenhang zwischen Thrombin und dem
»<airway remodeling“ beim Asthma wurde auch von Terada et al. (2004) herausgestellt.
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Im Zeitraum vor einer akuten Exazerbation scheint diese Aktivierung der extrinsischen
Gerinnungskaskade verstarkt abzulaufen, wie ein Case Report aus England zeigt (Brims,
Chauhan et al. 2010). In dem induzierten Sputum eines Patienten kurz vor einer akuten
Exazerbation wurden, im Vergleich zu anderen Asthmapatienten, eine vermehrte
Plasmaexsudation, erhéhte Werte an Fibrinogen, TF und Plasminogen gemessen. Auch PAI-
1 und TAFI waren deutlich vermehrt, was unter anderem, Uber die Hemmung der
Plasmingeneration, den hohen Plasminogenwert erklaren konnte (Brims, Chauhan et al.
2010). Zudem wies das Expektorat sehr hohe Konzentrationen an D-Dimeren auf (70-mal
héher als der Median von mittelgradig Erkrankten), was, in Verbindung mit den erhohten
PAI-1 und TAFI-Leveln, einer massiven Fibrinbildung mit hohem Fibrinumsatz zugesprochen
werden kann (Brims, Chauhan et al. 2010). Unveranderte F Vlla Konzentrationen wurden als
Ausdruck des Verbrauchs durch die Einbindung in den TF-FVlla—FXa—Komplex angesehen.
Zusammengenommen lassen diese Verhaltnisverschiebungen auf eine Aktivierung der
extrinsischen Gerinnungen, moglicherweise mit einer verringerten Fibrinolyse, in den
Atemwegen bei Asthma kurz vor der Exazerbation schlieRen und bieten Anhaltspunkte fiir
mdgliche diagnostische Biomarker (Brims, Chauhan et al. 2010). In der Studie, aus der
dieser Case Report entstand, fanden Brims et al. (2009) auch bei hochgradigem Asthma ein
profibrotisches antifibrinolytisches Milieu. Zusatzlich wurde hier der Einfluss einer
Kortikosteroidinhalation mit einbezogen. Unter dieser Therapie zeigten sich signifikant
verminderte Plasminogen und t-PA Konzentrationen. Die Autoren beleuchten zum einen den
daraus resultierenden positiven Effekt — und zwar, dass durch die eingeschrankte Fibrinolyse
die fibrinabhangige Reparatur des Atemwegsepithels unterstitzt wird. Zum anderen wird
aber auch der negative Einfluss, den die herabgesetzte Fibrinolyse hat, angemerkt. So
bestand eine signifikant positive Korrelation zwischen der Medikamentendosis und der PAI-1
Konzentration im Sputum mittelgradig und hochgradig erkrankte Asthmatiker, was sich laut
Brims et al. (2009) mit allgemeinen Belegen fir eine erhdhte PAI-1- und TAFI-Expression
durch Kortikosteroide deckt (Saksela and Rifkin 1988; Boffa and Koschinsky 2007; Brims,
Chauhan et al. 2009). Laut der Autoren koénnte die Folge der Kortikosteroidgabe mit
anschlielender Erhdhung dieser Faktoren eine exzessive Fibrinbildung sein, die dann ihren
Beitrag zur Atemwegsverengung und -hyperreagibilitat leisten wirde (Brims, Chauhan et al.
2009). Der Zusammenhang zwischen Fibrin und PAI-1 mit der Pathogenese beim Asthma
wird im folgenden Abschnitt genauer dargestellt.

Die Fibrinolyse und die Rolle des PAI-1

Als Ursache fir die verstarkten Fibrinablagerungen wird neben der, bereits genannten,
Exsudation von Plasmaproteinen und ihrer nachfolgenden Ansammlung auf der
Atemwegsoberflache auch die Hemmung des Fibrinolysesystems angefiihrt, worauf
Messungen erhohter PAI-1 Aktivitdt gekoppelt mit verminderter PA Aktivitdt im
Lungengewebe von Mausen mit allergischer Atemwegsentziindung hindeuten (Wagers,
Norton et al. 2004). Unterstutzt wird diese Vermutung durch die verminderte
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Reaktivitdtsantwort auf Metacholin bei Mausen mit allergischer Atemwegsentziindung, die
einem mit t-PA angereicherten Aerosol ausgesetzt wurden. Das t-PA aktiviert in diesem Fall
die Fibrinolyse wieder, wie Messungen signifikant erhohter D-Dimer Konzentrationen in der
BALF dieser Tiere zeigen. Diese Beobachtungen lassen rickschlieRend wieder einen
Zusammenhang zwischen dem Pathomechanismus der Hyperreagibilitdt und der Hamostase
und Fibrinolyse mit ihren Komponenten erkennen (Wagers, Norton et al. 2004).

Wie schon die Arbeit von Wagers et al. (2004) zeigt, scheint PAI-1 eine besondere
Bedeutung in der Pathogenese asthmatischer Erkrankungen zu haben. Dieser Faktor
fungiert nicht nur im Plasma, sondern auch im Alveolarraum als Hauptinhibitor des
sogenannten Plasminogen Activation System (PAS) und somit der Fibrinolyse (Idell, James
et al. 1989b; Lijnen and Collen 1995).

Als Inhibitor der Plasminbildung wird dem PAI-1 auf3erdem eine wesentliche Rolle beim
Gewebeumbau, unter anderem im Respirationstrakt, zugesprochen (Eitzman, McCoy et al.
1996; Oh, Ariue et al. 2002; Cho, Ryu et al. 2004). Das Plasmin wirkt positiv auf den
Fibrinabbau und die Aktivierung von Matrix-Metalloproteasen ein (Ghosh and Vaughan
2012). Matrix-Metalloproteinasen sind eine Gruppe von Peptidasen, die als Proenzym
freigesetzt werden und nach ihrer Aktivierung, unter anderem durch Plasmin, vor allem durch
Proteinspaltung am Abbau von Extrazellularer Matrix (EZM) und somit am Gewebeumbau
beteiligt sind (Collen 1999). Bei asthmatischen Krankheitsprozessen spielt insbesondere
MMP-9 eine Rolle (Mautino, Oliver et al. 1997). Eine vermehrte PAI-1 Aktivitat fordert also
nicht nur die Fibrinbildung, sondern hemmt auch Uber die gestérte Plasminbildung indirekt
die Aktivitat von MMPs, speziell von MMP-9, was dann zu vermehrter Ablagerung von EZM
in den Atemwegen flihrt (Oh, Ariue et al. 2002; Cho, Ryu et al. 2004). Als Folge dessen kann
dieser Mechanismus schliel3lich eine Fibrosierung des Lungengewebes begunstigen (Hattori,
Degen et al. 2000; Kucharewicz, Kowal et al. 2003; Liu 2008) und hat somit Einfluss auf die
Pathogenese des Asthmas (Elias, Zhu et al. 1999; Jeffery 2001).

Darliber hinaus lasst sich auch auf Ebene der Regulation der PAI-1 Expression ein
Zusammenhang mit dem Asthma erkennen. Cho et al. (2004) weisen in ihrer Arbeit darauf
hin, dass die Gentranskription von PAI-1 durch verschiedene Entziindungsmediatoren, wie
beispielweise IL-1B8, TNF-a und TGF-$ initiiert wird (Schleef, Bevilacqua et al. 1988;
Meulders, He et al. 1992; Dennler, Itoh et al. 1998; Cho, Ryu et al. 2004; Terada, Kelly et al.
2004) — Zytokine, die wahrend der Entziindungsreaktion des Asthmas vermehrt auftreten
(Tanaka, Masuda et al. 2001; Horiba, Qutna et al. 2011).

Zudem wurde eine Verknipfung auf genetischer Ebene zwischen der PAI-1 Auspragung und
Vorkommen der asthmatischen Erkrankung festgestellt. So ist ein Polymorphismus des Allels
der Promoter-Region des PAI-1 Genes, der sogenannte 4G/5G-Polymorphismus, bekannt.
Die genotypische Auspragung von 4G/5G bzw. 4G/4G ist mit erhdhten PAI-1
Konzentrationen im Plasma verbunden und es besteht weiter eine Korrelation dieser Allele
mit dem Auftreten von Asthma (Dawson, Wiman et al. 1993; Eriksson, Kallin et al. 1995;
Cho, Hall et al. 2001; Buckova, Izakovicova Holla et al. 2002).
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Die Mastzellen des Respirationstraktes, die in der Pathophysiologie des Asthmas eine
wichtige Funktion fir die Entziindungsmodulation besitzen (Bradding, Walls et al. 2006;
Holgate 2008), wurden als bedeutende Quelle fir PAI-1 ausgemacht (Cho, Tam et al. 2000;
Ma, Jhun et al. 2007; Ma, Paek et al. 2009). Cho et al. (2000) konnten beispielsweise in vitro
eine erhohte Freisetzung von aktivem PAI-1 aus stimulierten Mastzellen zeigen. Zuséatzlich
konnten sie PAI-1 Vorkommen in Lungenmastzellen von einem Patienten, der an einem
schweren Asthmaanfall verstorben war, histologisch darstellen.

Neben der Bereitstellung durch Mastzellen, wird PAI-1 auch von den Epithelzellen der
Bronchien und Alveolen exprimiert (Chu, Cheng et al. 2006; Stevens, Kicic et al. 2008),
wobei dem Faktor in diesem Zusammenhang initial eine positive Eigenschaft zugesprochen
werden kann. So spielt er, unter anderem durch Foérderung der Zellmigration und in diesem
Fall auch durch Blockade der Proteolyse und damit des Fibrinabbaus, eine unterstitzende
Rolle bei physiologischen Reparaturprozessen von geschadigtem Epithelgewebe (Maquerlot,
Galiacy et al. 2006; Stevens, Kicic et al. 2008). Inwieweit dies bei Asthmapatienten jedoch
von Bedeutung ist, ist unklar. Steven et al. (2008) zeigten zwar einen signifikanten Anstieg
von PAI-1, nicht nur bei gesunden sondern vor allem auch bei asthmatischen Alveolarzellen,
jedoch scheint dies bei letzteren nicht zur Regeneration beizutragen. Im Gegensatz scheint
das, den Epithelzellen des Respirationstraktes von Asthmapatienten innewohnende,
Unvermdgen der Barriereregeneration bestehen zu bleiben.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die bestehenden Forschungsergebnisse Hinweise
und Belege dafir liefern, dass beim Asthma im alveolaren Kompartiment eine Tendenz zu
prokoagulatorischen und antifibrinolytischen Verhaltnissen mit vermehrter Fibrinbildung
besteht. Dabei zeigt sich eine Einfluss der Faktoren von Gerinnung und Fibrinolyse direkt
oder auch indirekt, zum Beispiel Uber das Fibrin, auf die Ausprdgung der
Entziindungsantwort, auf die Mukosawanddicke und die Muzinproduktion (dadurch auf die
Obstruktion) sowie auf die Hyperreagibilitait der Atemwege und damit letztendlich auf
Schlisselelemente in der Pathogenese des Asthmas.

3.2.2 Veranderungen der Himostase bei ARDS

Das akute Lungenversagen, das Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS), des
Erwachsenen resultiert aus einer akuten Schadigung der Lunge (primar durch einwirkende
Noxen oder sekundar aus einer systemischen Erkrankung heraus resultierend), die mit einer
diffusen Alveolarschadigung (Diffuse Alveolar Damage, DAD) einhergeht. Einer akut
entziindlich exsudativen Phase schlielt sich eine organisierende proliferative Phase an, die
das Ziel der Reparation und Regeneration hat. Je nach Schwere und Verlauf kommt es zu
einer teilweisen Gewebsregeneration, oder aber zu einer chronischen Fibrosierung und
folgender, persistierender respiratorischen Insuffizienz. Die restitutio ad integrum wird in den
seltensten Fallen erreicht.
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Ein charakteristisches, histomorphologisches Kennzeichen von akuten
Lungenschadigungen, so auch des ARDS, sind vermehrte Fibrinablagerungen auf der
Alveolaroberflache, die sich als hyaline Membranen darstellen (Bachofen and Weibel 1982).
Den Fibrinablagerungen und Fibrosen wird eine grofe Bedeutung in der Pathogenese dieser
Krankheit zugeschrieben.

Ursachlich fur die vermehrten und persistierenden extravaskularen Fibrinakkumulationen und
deren Folgen sind, neben einem plasma protein leakage, vor allem Verschiebungen im
Hamostasegleichgewicht im alveolaren Kompartiment. Dabei konnten Alterationen auf
beiden Seiten, der der Gerinnnung und der der Fibrinolyse, gezeigt werden (ldell, Gonzalez
et al. 1987b; Idell, Peterson et al. 1988; Idell, Peters et al. 1989a; Ware, Fang et al. 2003)
Schon frih wurden diese Gleichgewichtsverschiebungen und deren zugrunde liegende
Mechanismen anhand von verschiedenen Nager- und Sdugetiermodellen, unter anderem an
Pinselaffchen (ldell, Gonzalez et al. 1987a), Kaninchen (Sitrin, Brubaker et al. 1987),
Schafen (ldell, Peterson et al. 1988) und Schimpansen (Johanson, Holcomb et al. 1982),
untersucht. Bei den Tieren wurde entsprechend mit verschiedenen Noxen (Bleomycin,
Olséaure, Phorbol-myristat-acetat, 100%iger Sauerstoff) eine akute Lungenschadigung
ausgelést und anschlieend anhand von bronchoalveolarer Lavageflissigkeit die
hdmostatischen Verhaltnisse im Extravasalraum analysiert. Die Ergebnisse zeigten
einheitlich einen Anstieg der prokoagulatorischen Aktivitdt, der mit histologisch
nachweisbaren intraalveolaren Fibrinablagerungen korrelierte.

Die Gerinnungsaktivierung ist hierbei vor allem dem extrinsischen Weg, charakterisiert durch
den TF-Vlla-Komplex, zuzuschreiben (Idell, Gonzalez et al. 1987a; Idell, Peterson et al.
1988; Idell, Peters et al. 1989a).

Moglichen Einfluss auf die Aktivierung der Gerinnungskaskade haben auf3erdem naturliche
Antikoagulantien wie das APC, welches bei ARDS in verminderter Konzentration gefunden
wird. Hier korreliert es mit einem schlechteren Krankheitsverlauf, was sich méglicherweise
durch seinen Effekt einer verminderten Zytokin-Produktion und Leukozytenanhaftung an
Epithelzellen sowie einer Neutralisierung von PAI-1 erklaren lasst (Ware, Fang et al. 2003).
Zugleich findet sich in der Odemflussigkeit von ARDS Patienten das, lokal durch
Pneumozyten Typ Il produzierte, Protein C aktivierende Thrombomodulin in zweifacher
Konzentration gegentber Serum oder gesunden Probanden.

Neben der Gerinnungskomponente ist auch die fibrinolytische Seite Gegenstand der
Untersuchungen von pathogenetischen Hintergriinden des ARDS.

Am Tiermodell wurde nach Induktion eines DAD durch schon genannte Noxen parallel zu
einer erhdhten Gerinnungsaktivitdt eine verminderte bis fehlende fibrinolytische Aktivitat
gemessen (ldell, Peterson et al. 1988; Idell, Peters et al. 1989a). Dies korrelierte wiederum
mit charakteristischen alveolaren Fibrinablagerungen.

Fur die herabgesetzte Fibrinolyseaktivitat konnte ein dualer Hemmmechanismus
herausgestellt werden. So wurde die Bildung von Plasmin zum einen direkt, Gber erhéhte a2-
Antiplasmin Aktivitdt, geblockt und zum anderen indirekt Uber die Hemmung des
Plasminogenaktivators (u-PA) durch erhdhte Plasminogenaktivatorinhibitor (PAI-1) Aktivitat.
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Dieser zweifache Angriff auf die Generierung des Fibrinolyse-Schlisselmolekils (Plasmin)
ist potent genug, um die nach induzietem DAD ebenfalls gemessene Erhdhung von
Plasminogen im Alveolarraum zu neutralisieren und somit trotz gesteigerter Proenzym-
Konzentration einen deutlichen Abfall der fibrinolytischen Aktivitat zu bewirken (Idell, Peters
et al. 1989a). Darlber hinaus konnten Idell et al. (1989a) feststellen, dass die bei Gesunden
vorhandene fibrinolytische Aktivitat im alveolaren Kompartiment Urokinase vermittelt ist.
Neben den Forschungen an Tiermodellen wurden die Verschiebungen im intraavleolaren
Hamostasegeleichgewicht bei ARDS schliefdlich auch anhand von klinischen Studien eruiert.
Die Ergebnisse deckten sich dabei weitestgehend mit den Erkenntnissen aus den
Tiermodellen. So zeigten sich auch hier erhéhte prokoagulatorische Aktivitdten (PCA) bei
einer gleichzeitig verminderten fibrinolytischen Aktivitat (Idell, Gonzalez et al. 1987b; Idell,
James et al. 1989b; Idell, Koenig et al. 1991; Fuchs-Buder, de Moerloose et al. 1996).

Der deutliche Anstieg der Gerinnungsaktivitat in der BALF von ARDS Patienten konnte in
allen klinischen Studien registriert werden, wobei Idell et al. (1987b) die ersten waren, die
eine TF-FVIlla vermittelte FX-Aktivierung als Ursache fir diese erhohte lokale PCA abseits
des Tiermodells ermittelten und beschrieben (ldell, Gonzalez et al. 1987b). Die daraus
resultierende, histomorphologisch anhand von entsprechenden Ablagerungen beschriebene,
Fibrinbildung konnte auch schon in vivo gezeigt werden. So spiegeln erhéhte
Konzentrationen von dem Fibrinogenspaltprodukt Fibrinopeptid A in der BALF eine
vermehrte Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin beim ARDS wider (Idell, Koenig et al. 1991).
Fuchs-Buder, de Moerloose et al. (1996) malen parallel zu einem PCA-Anstieg auch eine
hohere Konzentration an D-Dimeren, was sie als Ausdruck eines verstarkten Fibrinumsatzes
und im Umkehrschluss somit einer vermehrten Fibrinbildung deuteten (Fuchs-Buder, de
Moerloose et al. 1996). Kontrovers hierzu sind Ergebnisse von Idell et al. (1991), bei denen
nur geringe D-Dimer-Konzentrationen gemessen und als Ausdruck der gehemmten
Fibrinolyseaktivitat interpretiert wurden.

Neben den Veranderungen auf Seiten der Gerinnung konnte in den klinischen Studien bei
Patienten mit ARDS ebenso Alterationen auf Seiten der Fibrinolyse gefunden werden. So
wurde bei betroffenen Personen oft Uberhaupt keine fibrinolytische Aktivitdt mehr in der
BALF gemessen, was, wie schon im Tiermodell gezeigt, auf einer doppelten Hemmung der
Aktivierungs-Kaskade durch a2-AP und PAI-1 beruht (Idell, James et al. 1989b; Idell, Koenig
et al. 1991). Die Tatsache, dass im Gegensatz dazu in der BALF von gesunden Probanden
eine Detektion dieser beiden Serinprotease-Inhibitoren nicht moglich war, lie} Idell et al.
(1989b) schlussfolgern, dass beide (a2-AP und PAI-1), zusammen mit dem Plasminogen
und Fibrinogen, erst durch die veranderte Gefallpermeabilitdt im Zuge einer ARDS-
Erkrankung in das alveolare Kompartiment Ubertreten.

Diese Ergebnisse decken sich weitestgehend mit denen von Bertozzi, Astedt et al. (1990),
wobei hier noch ein weiterer, indirekter Beweis fur das Einwirken von Plasminogenaktivator-
Inhibitoren, speziell auf das u-PA, geliefert wurde. So blieben u-PA-Antigen Level in der
BALF von ARDS Patienten unverandert, wahrend die u-PA-vermittelte fibrinolytische Aktivitat
deutlich abnahm (Bertozzi, Astedt et al. 1990).
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In einer weiteren, 68 ARDS-Patienten umfassenden, klinischen Studie konnte ebenfalls ein
PCA Anstieg (fast zweifach) gekoppelt mit einem PAI-1/a2-AP-abhangigen Abfall der
fibrinolytischen Aktivitat festgestellt werden (Gunther, Mosavi et al. 2000a). Kontrovers zu
der Studie von Bertozzi et al. (1990) wurde hier eine signifikante Verringerung von u-PA-
Antigen festgestellt. Darlber hinaus erfassten Gunther et al. (2000a) deutlich erhdhte
Mengen an Fibrinopetid A und D-Dimeren in der BALF. Ersteres (Fibrinopeptid A-Erhéhung)
schliel3t sich somit den Beobachtungen von Idell et al. (1991) an und Letzteres (D-Dimer-
Erhéhung) bestatigt die Messungen und Vermutungen beziiglich des Fibrinumsatzes von
Fuchs-Buder, de Moerloose et al. (1996).

Zwar zeigen die verschiedenen Studienergebnisse einheitlich ein Wirken von beiden
Proteasehemmern, PAI-1 und a2-Antiplasmin, jedoch scheint PAI-1 die groRere
pathogenetische Bedeutung zu haben. Hinweise darauf liefert ein Versuch am Tiermodell mit
transgenen Mausen (-/- = PAI-1 defiezient, -/+ = Wildtyp, +/+ = PAI-1 Uberexpression), bei
denen mittels Belomycin-Inhalation eine akute Lungenschadigung ausgeldst wurde. Die
homozygot PAI-1 gendefizienten Mause (-/-) entwickelten nachfolgend keine
Lungenfibrosen, was die Bedeutung diese Faktors hierfur zeigt (Eitzman, McCoy et al. 1996).
Darlber hinaus ergaben sich Anhaltspunkte, nach denen der PAI-1 als prognostischer
Marker fur den Verlauf nach einem akuten Lungenschaden dienen kdnnte (Prabhakaran,
Ware et al. 2003). So korrelierten erhdhte PAI-1 Level positiv mit der Mortalitatsrate, was
ebenfalls die Bedeutung dieses Serpins hervorhebt.

Neuere Forschungen beschaftigen sich mit Regulationsmechanismen fir die Expression von
u-PA, u-PA-Rezeptor (u-PAR) und PAI-1 auf posttranskripitonaler Ebene sowie fir die
Aktivierung der Generation dieser Proteine durch u-PA selber (Shetty and Idell 2001; Idell
2002; Shetty, Pendurthi et al. 2002; Shetty, Bdeir et al. 2003). Es wurden bestimmte, an die
MRNA bindende, Proteine entdeckt (u-PA mRNABp, u-PAR mRNABp, PAI-1 mRNABp), die
im Zusammenhang mit einer Destabilisierung der mRNA stehen und somit Einfluss auf die
Translation haben (Shetty, Kumar et al. 1997; Shetty and Idell 2000; Shetty, Velusamy et al.
2010). Allerdings braucht es noch weitere Studien, die die genaue Bedeutung dieser
Mechanismen auf die Modulation der Fibrinolyse bei akuten Lungenschadigungen in vivo
entschlisseln (Idell 2002).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die intraalveolaren Veranderungen von
Gerinnungs- und Fibrinolysekomponenten bei ARDS eine wesentliche Bedeutung in den
Pathomechanismen und in Bezug auf den Krankheitsverlauf haben. Schlisselpunkte sind
hierbei unter anderem der Einstrom von Plasmaproteinen infolge der erhéhten
Gefallpermeabilitdt, eine Verhaltnisverschiebung von verschiedenen Faktoren hin zu
prokoagulatorischen und antifibrinolytischen Bedingungen sowie die charakteristische
Fibrinbildung- und ablagerung mit den duruch das Fibrin bedingten negativen Folgen
(Surfactant-Inaktivierung, Fibroblastenproliferation, proinflammatorische Wirkungen).

49



Il Literaturiibersicht

Der Gewinn detaillierter Kenntnisse Uber die hdmostatischen Verhaltnisse im alveolaren
Kompartiment liefert die Basis flr die Erforschung neuer Therapieansatze, die die
Fibrinbildung stoppen und den Krankheitsverlauf beim ARDS positiv beeinflussen kénnten.

3.2.3 Veranderungen der Hamostase bei interstitiellen Pneumopathien

Die interstitiellen Lungenerkrankungen (Interstitial Lung Diseases, ILD) umfassen in der
Humanmedizin eine grol’e heterogene Gruppe mit Uber einhundert verschiedenen
Erkrankungen, denen eine Fibrosierung des Parenchyms und der Alveolen mit
resultierenden schweren Gasaustauschstorungen sowie Verringerung der Lungen-
Compliance gemein ist. Dabei gibt es zum einen Formen mit bekannter Atiologie, wie zum
Beispiel die Sarkoidose oder die — unter anderem durch eingeatmete Staube verursachte —
exogene allergische Alveolitis (EAA), die aus einem chronischen Entziindungsprozess
resultieren und zum anderen solche unbekannter Genese, wie beispielsweise die
idiopathische pulmonale Fibrose (IPF) (Glnther, Mosavi et al. 2000b).

Zu den Grunden fur die veranderten Reparaturmechanismen und den damit einhergehenden
exzessiven Ablagerungen von extrazellularer Matrix bei diesen Erkrankungen wird, wie bei
anderen Lungenerkrankungen auch, eine Verschiebung im pulmonalen
Hamostasegleichgewicht mit prokoagulatorischen und antifibrinolytischen Tendenzen gezahit
(Glnther, Mosavi et al. 2000b; Ruppert, Markart et al. 2008; Wygrecka, Jablonska et al.
2008).

Hinweisgebend sind auch hier Untersuchungen an Tiermodellen sowie klinische
Untersuchungen am Menschen direkt, wobei fur die experimentellen Studien das, auch in
der ARDS-Forschung eingesetzte, Bleomycin-Modell angewandt und Ubergreifend
interpretiert wird. Dieses Tiermodell ist auch fir fibrotische Lungenerkrankungen — zumindest
fur die entzindlich bedingten — reprasentativ, da die Auslésung eines akuten
Lungenschadens mit Bleomycin eine fibroproliferative Reaktion mit chronischen
Fibrosierungsprozessen nach sich zieht (Eitzman, McCoy et al. 1996; Swaisgood, French et
al. 2000; Gunther, Lubke et al. 2003). Durch eben diesen Zusammenhang und die Tatsache,
dass eine chronisch interstitielle Lungenerkrankung aus einer akuten Pathologie entstehen
kann, ahneln sich die hamostatischen Verhaltnisse beider Erkrankungsgruppen stark und
sollen daher hier nur in ihren Grundziigen beschrieben werden.

Die verschiedenen tierexperimentellen Studien zeigen auch fir die interstitiellen
Lungenerkrankungen das Missverhaltnis zwischen Gerinnung und Fibrinolyse und die
Bedeutung der einzelnen Faktoren auf (Eitzman, McCoy et al. 1996; Swaisgood, French et
al. 2000). Eitzman, McCoy et al. (1996) stellen in ihrer schon bei ARDS aufgefiihrten Studie
die besondere Bedeutung des PAI-1 heraus. So konnte bei Mausen mit einer genetisch
bedingten PAI-1 Uberexpression anhand von Hydroxyprolin-Analysen eine signifikante
Erhéhung des Kollagengehaltes im Lungengwebe nachgewiesen werden (Eitzman, McCoy
et al. 1996). Zusatzlich zeigte sich eine Korrelation zwischen dem Fibringehalt und dem
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Fibrosierungs- sowie Entziindungsgrad. Swaisgood, French et al. (2000) untersuchten t-PA,
u-PA und Plasminogen defiziente Mause und konnten in histologischen Untersuchungen 14
Tage nach Belomycin-Insult bei ebendiesen Tieren im Vergleich zu Kontrollen verstarkt
interstitielle Fibrosen nachweisen (Swaisgood, French et al. 2000). Diese beispielhaft flr
viele weitere experimentelle Studien am Tiermodell stehenden Untersuchungen zeigen, dass
die fibrinolytischen Komponenten eine wesentliche Rolle in der Ausbildung fibrotischer
Veranderungen in der Lunge spielen und eine Imbalance zugunsten der hemmenden
Faktoren des fibrinolytischen Systems Fibrosierungsprozesse beglnstigt. Therapiestudien
unterstreichen die darin liegende Bedeutung, so zum Beispiel die Untersuchungen von
Gunther, Lubke et al. (2003) am Bleomycin-Modell beim Hasen. Hier gelang eine
erfolgreiche therapeutische Interventionen in Form von Regression der Fibrosierung durch
inhalative Verabreichung des Antikoagulanz Heparin und des Fibrinolytikums u-PA
(Urokinase) (Gunther, Lubke et al. 2003).

Auch verschiedene klinische Studien am Menschen konnten ein alveolares Ungleichgewicht
mit antifibrinolytischen und prokoagulatorischen Verhaltnissen zeigen. So stellten
Untersuchungen der BALF von Patienten mit ILD unterschiedlicher Genese signifikante
Erhdhungen der prokoagulatorischen Aktivitdt heraus, die wie auch bei anderen
respiratorischen Erkrankungen vor allem TF/FVlla-vermittlet war (Hasday, Bachwich et al.
1988; Kotani, Sato et al. 1995; Gunther, Mosavi et al. 2000b). Gunther, Mosavi et al. (2000b)
schlossen die Formen einer EAA, einer IPF und einer Sarkoidose in ihr Probandegut mit ein
und konnten einheitlich eine signifikant erhéhte PCA sowie D-Dimer Konzentrationen als
Ausdruck eines erhdhten Fibrinumsatzes feststellen. Auch wenn hier keine signifikant
verringerte relative fibrinolytische Aktivitdt gemessen werden konnte, wurden dennoch
deutlich erhdhte AP-Spiegel sowie signifikante Aktivitatsminderungen von u-PA ermittelt und
damit eine antifibrinolytische Tendenz aufgedeckt (Glnther, Mosavi et al. 2000b). Dies steht
in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Hasday, Bachwich et al. (1988), die bei
Sarkoidose-Patienten ebenfalls neben einer PCA-Erhéhung eine signifikant verminderte u-
PA Aktivitat ermittelten konnten und mit den Ergebnissen von Kotani, Sato et al. (1995), die
bei IPF-Patienten eine signifikante Erhéhung speziell fir PAI-1 feststellten.

Der Zusammenhang zwischen den nachgewiesenen prokoagulatorischen und
antifibrinolytischen Bedingungen und der folgenden Entwicklung von Fibrosen lasst sich vor
allem aus den — in Abschnitt 3.1 ,Allgemeine Pathophysiologie der pulmonalen Hamostase”
dieses Kapitels naher beschriebenen — profibrotischen Eigenschaften der Fibrinmatrix sowie
der — in Abschnitt 2.2.1.1.1 ,Die Plasminwirkung und die Entstehung der D-Dimere*
beschriebenen Bedeutung des fibrinolytischen Effektormolekils Plasmin in Bezug auf die
Umbauvorgange an der EZM erklaren.
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3.2.4 Veranderungen der Himostase bei Pneumonien

Auch bei Pneumonien, bei denen es sich um akute oder chronische Entzindungen des
Lungengewebes handelt, sind Fibrinablagerungen in den Alveolen ein charakteristisches
Kennzeichen (Burkhardt 1989; McDonald 1990), wobei diese hier oft nur temporar auftreten
und sich anschlieBend eine vollstandige Heilung des geschadigten Gewebes einstellt
(Glanther, Mosavi et al. 2000a). Auch bei dieser Erkrankung kommt es initial zu einer
partiellen Aufhebung der Barriere von Alveolarendothel und -epithel und einem Ubertritt von
Plasmaproteinen in den Alveolarraum (Gtinther, Mosavi et al. 2000a).

Im Allgemeinen koénnen, wie auch bei anderen respiratorischen Erkrankungen,
hamostatische Verschiebungen mit eindeutig prokoagulatorischen Verhaltnissen in den
Alveolen vorgefunden und fir die vermehrten Fibrinablagerungen verantwortlich gemacht
werden, was verschiedene Studien belegen (Nakstad, Lyberg et al. 1990; de Moerloose, De
Benedetti et al. 1992; Glinther, Mosavi et al. 2000a; Schultz, Millo et al. 2004).

Der mit der vermehrten Fibrinbildung gekoppelte erhdhte Fibrinumsatz driickt sich, wie auch
beim ARDS, in erhéhten Fibrinopeptid A und D-Dimer Konzentrationen aus (Nakstad, Lyberg
et al. 1990; Gunther, Mosavi et al. 2000a).

Ebenso lauft die Gerinnungskaskade bei dieser Krankheitsform hauptsachlich Gber den
extrinsichen Weg ab, was unter anderem durch eine gleichzeitige Erhéhung von
Fibrinopeptid A zusammen mit TF und eine Unterdrickung von > 95 % der
Gerinnungsaktivitat durch Zugabe eines antihuman TF-Antikorpers zum Ausdruck kommt
(Nakstad, Lyberg et al. 1990; Glinther, Mosavi et al. 2000a). Spatere Studien unterstiitzen
diese Hypothese (Schultz, Millo et al. 2004; Rijneveld, Weijer et al. 2006).

Gunther et al. (2000) setzten ihren Untersuchungsschwerpunkt vor allem auch auf die
fibrinolytischen Verhaltnisse im alveolaren Kompartiment. Wie bei ARDS fand sich bei den
Pneumonie-Patienten neben der genannten erhdhten prokoagulatorischen Aktivitat
zusatzlich eine verminderte fibrinolytische Aktivitat, die sich in signifikant erhéhten PAI-1-
und a2-AP-Konzentrationen sowie signifikant erniedrigten u-PA-Konzentrationen
widerspiegelte.

Die Ergebnisse der Studien zeigen, dass auch bei Pneumonien im alveoldren Kompartiment
eine Verschiebung des hamostatischen Gleichgewichts hin zu prokoagulatorischen und
antifibrinolytischen Verhaltnissen vorherrscht, was mit dem Vorkommen von lokalen
Fibrinablagerungen und Fibrinabbauprodukten einhergeht.
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4 Die Hamostase beim Pferd

4.1 Die pulmonale Himostase beim Pferd

Im Gegensatz zu der Humanmedizin gibt es in der Pferdemedizin bisher keine Studien, die
sich mit der fibrinolytischen Aktivitat im alveolaren Kompartiment beschéaftigt haben.
Allerdings sind verschiedene Forschungsergebnisse zur Gerinnungsaktivitat vorhanden, die
vermuten lassen, dass auch bei den Equiden pathologische Prozesse in der pulmonalen
Hamostase ablaufen, die denen des Menschen ahneln.

Grinig et al. (1988) entdeckten laut eigenen Angaben durch Zufall, dass der zellfreie
Uberstand von Sekreten des Respirationstraktes von Pferden die Gerinnung von Plasma
auslosen kann. Daraufhin untersuchten sie mit einem einphasigen Gerinnungstest, der dem
Quick Test analog ist, die prokoagulatorische Aktivitat (PCA) in unverdinntem TBS von 103
Patienten mit chronischen Lungenerkrankungen und konnten bei 59% (n=61) dieser Proben
eine Gerinnungsaktivitat feststellen (Grinig, Hermann et al. 1988). Und auch in
Zellsuspensionen und zellfreien Uberstdnden aus bronchoalveolarer Lavageflissigkeit von
Pferden mit selbiger Diagnose wurden erhdhte prokoagulatorische Aktivitdten gemessen
(Grunig, Hulliger et al. 1990).

Die Hohe der relativen PCA zeigte Uberdies positive Korrelationen mit dem Schweregrad der
Erkrankung sowie der Anzahl der neutrophilen Granulozyten und lieR somit auf eine
Beteiligung hamostatischer Prozesse an der ablaufenden Entzindungsreaktion der
erkrankten Lunge schlieBen. Im Zuge dessen wird die PCA von Grinig, Hermann et al.
(1988) auch als zusatzlicher Indikator fur das Ausmall der Entziindung mit in Betracht
gezogen.

Ebenso wie bei den verschiedenen Lungenerkrankungen des Menschen (ldell, Gonzalez et
al. 1987b; Gunther, Mosavi et al. 2000a; Shinagawa, Ploplis et al. 2009) ist die verstarkte
Gerinnungsaktivitat in der Lunge auch beim Pferd auf eine TF-FVIla-Aktivierung und somit
auf den extrinsischen Weg zurtckzufihren (Griinig, Hermann et al. 1988; Grinig, Hulliger et
al. 1991a).

Auch Erkenntnisse Uber die Rolle der Makrophagen im Zusammenhang mit der
Gerinnungsaktivitat decken sich mit den Verhaltnissen beim Menschen (Chapman, Allen et
al. 1985; Lyberg, Nakstad et al. 1990) oder auch anderen Spezies wie dem Kaninchen
(Sitrin, Brubaker et al. 1986). So zeigt sich in der Lunge des Pferdes eine zellassoziierte
PCA, die Uberwiegend die Alveolarmakrophagen gebunden ist, was unter anderem durch
Auftrennung der Zellpopulationen aus der BALF mittels Dichtegradientenzentrifugation und
anschliefiender Aktivitatsbestimmung gezeigt werden konnte (Griinig, Hulliger et al. 1990;
Grinig, Hulliger et al. 1991a). Hierbei korrelierte die gemessene PCA positiv mit der
Makrophagenanzahl, wahrend sie zu den neutrophilen Granulozyten und den Lymphozyten
in einem negativen Verhaltnis stand (Grlnig, Hulliger et al. 1990).
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Unterstutzt wird diese These zusétzlich durch immunhistochemische Nachweise von Fibrin
bzw. Fibrinogen an Makrophagen in TBS-Ausstrichen von Pferden mit als mittel- bis
hochgradig eingestuften chronischen Lungenerkrankungen. Dabei machen die Autoren auf
der Basis humanmedizinischer Erkenntnisse eine vermehrt exprimierte prokoagulatorische
Aktivitat der Makrophagen mit folgender Gerinnungssteigerung fir die Fibrinbildung und -
ansammlung mitverantwortlich (Tipping, Campbell et al. 1988; Winder, Grinig et al. 1990).
Als potenter Stimulator fur eine Steigerung der PCA-Produktion durch Monozyten und deren
Abkommlinge gelten im Allgemeinen unter anderem die Endotoxine (Semeraro, Biondi et al.
1983; Henry and Moore 1988). Neben deren Einfluss auf periphere Blutmonozyten bei
Mensch (Semeraro, Biondi et al. 1983) und Pferd (Henry and Moore 1988) zeigte sich auch
eine stimulierende Wirkung von Lipopolysacchariden auf die ausdifferenzierten
Alveolarmakrophagen der Pferdelunge (Grunig, Hulliger et al. 1991a).

In einer weiteren Studie konnten Griinig, Winder et al. (1991c) aul3erdem zeigen, dass nicht
nur Endotoxine, sondern auch Lymphozyten — Zellen, die an der Immunantwort in der Lunge
bei COB wesentlich beteiligt sind — die PCA-Expression durch die Lungenmakrophagen
verstarken (Grinig, Winder et al. 1991¢) und somit einen weiteren Verbindungspunkt zur
Pathogenese schaffen.

Wie bereits angedeutet gibt es zudem Hinweise dafir, dass auch beim Pferd das Fibrin mit
seinen Derivaten eine Rolle bei chronisch entziindlichen Atemwegserkrankungen spielt und
im Zusammenhang mit hamostatischen Veranderungen steht (Winder, Griinig et al. 1990).
Bei Untersuchungen auf, bei der Fibrinbildung anfallende, I6sliche Fibrinogenderivate (SFD)
in zellfreien TBS-Uberstanden von chronisch lungenkranken Pferden konnten in 53 von 80
Proben ebendiese nachgewiesen werden (Winder, Grunig et al. 1990). Die gemessenen
Konzentrationen waren dabei signifikant héher bei mittel- bis hochgradig erkrankten Tieren
sowie bei Proben mit vermehrtem Neutrophilen-Gehalt. Dadurch kénnen nach Meinung der
Autoren auch diese Spaltprodukte als zusatzlicher Indikator fiir den Entziindungsprozess in
der Lunge angesehen werden. Aufgrund der teilweisen Konzentrations-Uberlappung
zwischen den einzelnen Gruppen sind sie jedoch nur hinweisgebend und stellen kein
verlassliches Routinediagnostikum dar (Winder, Griinig et al. 1990).

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Griinig, Hermann et al. (1988) wiesen auch
die Messungen von Winder, Grinig et al. (1990) positive Korrelationen der
prokoagulatorischen Aktivitat sowie der hier zusatzlich bestimmten Proteaseaktivitat zur
Neutrophilen-Anzahl und dem Schweregrad der Erkrankung auf. Darlber hinaus zeigten sich
diese Korrelationen auch mit den SFD-Konzentrationen. Da Letzteres zwar statistisch
signifikant, der Zusammenhang in graphischer Darstellung jedoch fraglich war, lassen die
Autoren die letztendliche biologische Bedeutung dieser Korrelation jedoch offen (Winder,
Grunig et al. 1990).

Weitere Indizien flir eine pathogenetische Relevanz von Fibrin bzw. Fibrinogen bei chronisch
respiratorischen Erkrankungen des Pferdes liefern immunhistochemische Nachweise beider
Proteine in TBS-Ausstrichen (Makrophagenassoziiert, s.0.) sowie in Organpraparaten der
Lunge. Die Lungenproben wiesen allesamt — bei gesunden wie kranken Tieren — positive
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Farbungen in den GefaRlumina auf, wahrend der Fibrin-/Fibrinogen-Nachweis an anderen
Lokalisationen nur bei pathologisch veranderten Praparaten gelang (Winder, Griinig et al.
1990). So konnten bei Pferden mit histologisch diagnostizierter chronischer Entziindung der
tiefen Atemwege diese Proteine in einigen verdickten Alveolarsepten sowie auch vereinzelt
in bronchioldaren Mukusansammlungen nachgewiesen werden. Lungenproben mit der
Diagnose chronischer broncho-interstitieller Pneumonie und chronischer granulomatos-
interstitieller Pneumonie zeigten sogar konstant und vermehrt positive Nachweise in
Alveolarsepten sowie Granulomen auf (Winder, Griinig et al. 1990).

Als mdgliche Erklarung flr das Auftreten von Fibrin/Fibrinogen in entsprechenden Arealen
der Lunge wird von den Autoren eine entzindlich bedingte Veranderung der
GefaBpermeabilitat mit folgender Extravasation der Plasmaproteine fir wahrscheinlich
erachtet (Winder, Grinig et al. 1990), was sich mit Beweisen aus der Humanmedizin decken
wurde (Goldie and Pedersen 1995).

Die Ergebnisse dieser Studien liefern Indizien wie auch Beweise daflir, dass auch beim
Pferd pathologische Veranderungen in der Hamostase im alveolaren Kompartiment
vorliegen, die — im Zusammenhang mit einer erhdhten prokoagulatorischen Aktivitdt — an
pulmonalen Entzindungsprozessen beteiligt sind und dabei unter anderem eine erhdhte
Fibrinbildung bewirken. Inwiefern beim Pferd Veranderungen in der Fibrinolyse bei den
Hamostaseverschiebungen in der Lunge eine Rolle spielen, geht aus den bisherigen
Arbeiten jedoch nicht hervor.

4.2 Die Fibrinolyse beim Pferd bei ausgewahlten Erkrankungen

Aktivitatsmessungen im Plasma haben gezeigt, dass die Regulation der Fibrinolyse im Blut
des Pferdes, wie beim Menschen auch, vor allem durch die Plasminogenaktivierung mittels
der zwei Hauptregulatoren — t-PA als Aktivator und PAI-1 als Inhibitor — gesteuert wird
(Collatos, Barton et al. 1994). Eine erhohte PAI-1 Aktivitat in thrombozytenreichem
verglichen mit thrombozytenarmem Plasma lasst zudem darauf schlieRen, dass die
Blutplatichen einen Teil zur Generation dieser Protease beitragen, was gleichfalls im
Konsens mit den physiologischen Begebenheiten beim Menschen steht (Booth, Simpson et
al. 1988; Collatos, Barton et al. 1994).

Bisher gibt es in der Pferdemedizin noch keine Forschungen, die sich mit der Fibrinolyse im
alveolaren Kompartiment bei respiratorischen Erkrankungen beschaftigt haben.

Jedoch zeigt sich anhand mehrerer Studien bezlglich anderer Erkrankungen, dass es bei
unterschiedlichen, verschiedene Organsysteme betreffenden, Krankheitsprozessen, wie
Kolik, Sepsis, sekundar auftretende DIG und Gelenkserkrankungen zu Veranderungen im
Hamostase-Gleichgewicht, nicht nur auf Seiten der Gerinnung, sondern auch auf Seiten der
Fibrinolyse, kommt, die haufig mit den Erkenntnissen aus der Humanmedizin
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ubereinstimmen (Collatos, Barton et al. 1995b; Barton, Morris et al. 1998; Monreal, Angles et
al. 2000; Ribera, Monreal et al. 2013)

Dabei kommt es zum einen zu Verschiebungen im Vaskularsystem der betroffenen Tiere und
zum anderen auch zu Konzentrations- und Aktivitatsverschiebungen einzelner
koagulatorischer und fibrinolytischer Parameter in FlUssigkeiten krankheitsassoziierter
Kérperhohlen, wie z.B. in Peritonealflissigkeit bei gastrointestinal bedingter Kolik oder in
Synovia bei Synovitis (Collatos, Barton et al. 1995a; Delgado, Monreal et al. 2009a; Ribera,
Monreal et al. 2011).

Im Folgenden soll auf diese Begebenheiten bei ausgewahlten Erkrankungen naher
eingegangen werden.

4.2.1 Die Fibrinolyse bei akuten gastrointestinalen Erkrankungen

Die gastrointestinal bedingte akute Kolikerkrankung geht beim Pferd mit einer hohen
Inzidenz mit Veranderungen in der Hamostase, meist benannt als Koagulopathien, einher,
die zu thrombotischen Komplikationen wie beispielsweise Thrombophlebitiden flhren
(Johnstone and Crane 1986; Prasse, Topper et al. 1993; Stern-Balestra 2000).

Dabei liegt in der Regel eine Hyperkoagulabilitdt vor, die mit einer kompensierten oder
dekompensierten disseminierten intravasalen Gerinnung vergesellschaftet ist. Bestehen und
Auspragung der Koagulopathie korrelieren hierbei positiv mit schweren ischamischen oder
entzindlichen Darmpathologien (Monreal and Cesarini 2009).

Die Hamostaseverschiebungen beim Kolikpatienten werden vor allem anhand von
Gerinnungsparametern, wie beispielweise der aktivierten patiellen Thromboplastinzeit
(aPTT), der Prothrombinzeit (PTZ), der Thrombozytenzahl, der Antithrombinaktivitat und der
Fibrinogenkonzentration diagnostiziert und beurteilt (Dallap Schaer and Epstein 2009;
Monreal and Cesarini 2009), wobei mindestens Veranderungen von drei Parametern als
Sicherung fur die Diagnosestellung der DIG angesehen werden (Monreal, Angles et al.
2000).

Mit dem Gebrauch dieser Parameter zur Evaluierung des Hamostasestatus lagen lange Zeit
allein die Pathologien der Gerinnung im Fokus der Wissenschaft und erst nach und nach
wurde auch zu Teilen ihr — ebenso bedeutender — Gegenspieler, die Fibrinolyse mit in
Betracht gezogen (Monreal, Angles et al. 2000; Monreal and Cesarini 2009).

Die genaue Verifizierung einer veranderten Fibrinolyse anhand deren spezifischen
regulatorischen Faktoren gestaltet sich jedoch, aufgrund fehlender validierter Testverfahren
zur quantitativen Messung, als schwierig — mitunter auch ein Grund, warum dieser Aspekt
bei der Untersuchung von Koagulopathien beim Kolikpferd bisher auller Acht gelassen
wurde (Collatos, Barton et al. 1995a).

Daher werden Aussagen uber die fibrinolytischen Verhaltnisse bei akuten gastrointestinalen
Erkrankungen zunéachst vorrangig nicht direkt durch die Messung der Regulatorproteine
getroffen, sondern indirekt durch Evaluierung von Neben- und Endprodukten, die der
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fibrinolytische Weg hervorbringt. Dazu zahlten anfanglich die Fibrin(ogen) Abbauprodukte
(FDPs) (Johnstone and Crane 1986; Prasse, Topper et al. 1993), die jedoch aufgrund ihrer
geringeren Spezifitdt und Sensitivitat spater von den D-Dimeren abgelést wurden (Monreal,
Angles et al. 2000; Feige, Kastner et al. 2003; Stokol, Erb et al. 2005). Wahrend die FDPs
bei Spaltung von Fibrinogen und I8slichem Fibrin auch zeitlich vor dem Abschluss der
Gerinnung anfallen kdnnen und somit nicht zwangslaufig an die Fibrinolyse gekoppelt sind,
handelt es sich bei den D-Dimeren um direkte plasminvermittelte Abbauprodukte des
quervernetzten Fibrins, woraus vor allem ihre hohe Spezifitat resultiert (Stokol, Erb et al.
2005). Somit spiegelt ihr Konzentrationsanstieg einen gesteigerten Fibrinabbau sekundar zu
einer Hyperkoagulation mit gesteigerter Fibrinbildung wider — je nach Ausmal in Form einer
Hyperfibrinolyse (Delgado, Monreal et al. 2009a). Dadurch stellt dieser Parameter einen
bedeutenden Schwerpunkt in der Evaluierung der Fibrinolyse beim Kolikpatienten dar
(Sandholm, Vidovic et al. 1995; Monreal, Angles et al. 2000; Feige, Kastner et al. 2003;
Cesarini, Monreal et al. 2010), wobei der erhobene Befund meist in Zusammenhang mit
etablierten Gerinnungstests gestellt und Ubergreifend interpretiert wird.

Fur die D-Dimere zeichnete sich ein diagnostischer sowie prognostischer Nutzen bei der
Beurteilung von akuten gastrointestinalen Erkrankungen ab. So konnte eine positive
Korrelation zwischen signifikant erhohten D-Dimer-Konzentrationen im Plasma und der
Diagnosestellung von ischamischen sowie schweren entzindlichen (Enteritis, Peritonitis)
Darmpathologien einerseits (Cesarini, Monreal et al. 2010; Dunkel, Chan et al. 2010) und
einer hoheren Sterbewahrscheinlichkeit andererseits (Sandholm, Vidovic et al. 1995;
Cesarini, Monreal et al. 2010; Dunkel, Chan et al. 2010) bewiesen werden.

Sandholm, Vidovic et al. (1995) analysierten mehrere klinische und labordiagnostische
Parameter, inklusive der D-Dimere, auf ihren prognostischen Nutzen hin. Die verknipfte
Analyse von Herzrate, Chlorid- und D-Dimer-Konzentration im Blut bei 105 Pferden mit
schwerer gastrointestinaler Kolik ergab eine Sensitivitat von 78 % und eine Spezifitat von
77% fur die Vorhersage der Sterbewahrscheinlichkeit. Der Zusammenhang bestand dabei in
einer erhdhten Herzfrequenz, einem verminderten Chloridgehalt und einer erhéhten D-Dimer
Konzentration, wobei Letztere den fortlaufenden — eine DIG beeinflussenden -
thrombotischen und fibrinolytischen Prozess widerspiegelt (Sandholm, Vidovic et al. 1995).
Cesarini, Monreal et al. (2010) konnten einen prognostischen wie auch diagnostischen
Nutzen der D-Dimere durch Konzentrationsbestimmungen zum Zeitpunkt der Aufnahme von
Kolikpatienten zeigen. Dabei half der Parameter zum einen bei der Abgrenzung von
entziindlichen Erkrankungen wie Enteritis und Peritonitis zu anderen Kolikformen und zum
anderen bei der Vorhersage der Uberlebenswahrscheinlichkeit, was jeweils durch signifikant
erhdhte D-Dimer Konzentrationen im Plasma dieser Pferde verglichen mit den anderen
Gruppen (nichtentziindliche Darmpathologien und Uberlebende respektive) bewiesen wurde.
Fur die genauste und verlasslichste Prognose stellten die Autoren einen Cut-off-Wert von >
4000 ng/ml heraus (Cesarini, Monreal et al. 2010).

Allerdings gibt es auch Studien, die kontrare Ergebnisse in Bezug auf den klinischen Nutzen
der D-Dimer Bestimmung liefern. So konnten Stokol et al. (2005) keine ausreichenden

57



Il Literaturiibersicht

Zusammenhange zwischen der D-Dimer-Konzentration im Plasma und dem Ausgang der
Krankheit feststellen, die einen klinischen Einsatz zur Prognosestellung rechtfertigen wiirden
(Stokol, Erb et al. 2005). Wohl aber sprechen sie dem Parameter eine Funktion als additiver
Hilfsmarker zur Diagnosestellung der DIG zu, da eine Erhéhung der D-Dimere, neben einer
verlangerten aPTT-Zeit und einer verringerten AT-Aktivitat, der dritthaufigste abnorme Wert
der Hamostaseveranderung war (Stokol, Erb et al. 2005).

Auch Dallap, Dolente et al. (2003) konnten keinen prognostischen Nutzen der D-Dimere
feststellen — weder in Bezug auf den Ausgang der Krankheit noch auf die Entwicklung einer
globalen Gerinnungsstorung. Allerdings wiesen hier alle erkrankten Pferde konstant hoéhere
D-Dimer-Konzentrationen im Plasma auf als die gesunden und es zeigte sich zusatzlich ein
Anstieg Uber 48 Stunden (Dallap, Dolente et al. 2003). Damit liegen trotz allem in Bezug auf
Prognose und Diagnose Tendenzen zur Ubereinstimmungen mit anderen
Forschungsergebnissen vor.

Als Grund flr die kontraren Forschungsergebnisse genannter Studien muss vor allem die
Heterogenitat beziiglich Studiendesign, Probenentnahme (einmalig bei Aufnahme, mehrfach
Uber Stunden/Tage) und Probandengut (Anzahl, Diagnose) kritisch in Betracht gezogen
werden. So liegt bei Stokol, Erb et al. (2005) lediglich eine Zahl von 20 kranken Probanden
vor, wahrend die meisten anderen Studien mit Patientenzahlen um die 100 agieren. Und bei
Dallap, Dolente et al. (2003) beispielweise wurden ausschlieRlich Pferde mit chirurgischer
Intervention aufgrund einer Torsio coli totalis (360°) untersucht, wahrend sonst auch andere
Darmpathologien mit in die Untersuchungen eingeschlossen wurden. Solche Unterschiede
machen daher einen Vergleich der Ergebnisse unter den verschiedenen Arbeiten nur mit
Einschrankungen mdglich.

Des Weiteren ist auch der Einsatz verschiedener Testverfahren bei der Interpretation der
Forschungsergebnisse zu beachten. Wahrend die vorher benannten Studien alle eine
Hyperfibrinolyse herausgearbeitet haben, stellten Monreal, Angels et al. (2000) neben der
charakteristischen Hyperkoagulation — vor allem ausgedrickt durch TAT, aPTT und PT —
eine Hypofibrinolyse bei an Kolik erkrankten Pferden fest. Diese zeigte sich durch signifikant
erniedrigte D-Dimer Werte und stand im Zusammenhang mit der Auspragung einer DIG
(Monreal, Angles et al. 2000). Eine mdgliche Erklarung fur diese Diskrepanz konnte hier der
Gebrauch des ELISA als Messmethode und damit verbunden einer eventuell ungenigenden
Kreuzreaktion mit den testspezifischen Antikérpern sein (Stokol, Erb et al. 2005). Dabei ist
anzumerken, dass bei der Evaluierung verschiedener Tests zur D-Dimer Bestimmung flr
humane Schnelltests, wie Latex-Agglutinations-Tests und Immunofiltrationstests, eine
verlassliche Funktion mit gutem klinischen Nutzen fir den Einsatz beim Pferd herausgestellt
werden konnte, wahrend ahnliches fur den Gebrauch eines ELISAs fehlt (Stokol, Erb et al.
2005).

Trotz der genannten unterschiedlichen Messergebnisse lasst der Uberwiegende Teil der
Arbeiten nach kritischer Berlicksichtigung der genannten Punkte den Schluss zu, dass die D-
Dimere mindestens als additiver Parameter fir die prognostische und diagnostische
Beurteilung von Patienten mit gastrointestinalen Koliken von klinischem Nutzen sind und sie
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durch ihre Charakterisierung einer Hyperfibrinolyse bei bestehender Hyperkoagulation
zusatzlich Aufschluss Uber bestehende Hamostaseveranderungen bis hin zur Entwicklung
und Auspragung einer DIG geben.

Neben dieser indirekten Beurteilung der fibrinolytischen Verhaltnisse mittels der D-Dimere
gibt es auch Arbeiten, die eventuelle Veranderungen direkt anhand von spezifischen
Regulatorproteinen untersucht haben, wobei auch hier Ubereinstimmungen und
Diskrepanzen bezlglich der Ergebnisse und Beurteilung der fibrinolytischen Aktivitat
vorhanden sind.

Collatos, Barton et al. (1995b), die erstmals humane Aktivitats-Tests modifizierten und
dadurch die Regulatoren der equinen Fibrinolyse (t-PA und PAI-1) definierten, beleuchteten
im Zuge dessen auch deren Zusammenhang mit verschiedenen akuten gastrointestinalen
Erkrankungen  (nichtstrangulierend oder entzindlich, strangulierend einschlie3lich
Laparotomie mit oder ohne Resektion) und konnten signifikante pathologische
Veranderungen der Fibrinolysefaktoren nachweisen.

Hierbei beschrankten sich die Messungen bei den insgesamt 59 Pferden auf die ersten flnf
Tage nach Einlieferung der Patienten in die Klinik, da dies der Zeitraum ist, in dem bei
vorherigen Studien, die sich mit der Evaluierung der Gerinnung bei Kolikern beschéaftigt
haben, die deutlichsten hamostatischen Veranderungen festgestellt werden konnten (Prasse,
Topper et al. 1993; Collatos, Barton et al. 1995b). Insgesamt zeigte sich eine Inhibierung der
Fibrinolyse vorranging zwischen Tag zwei und finf im Plasma erkrankter Tiere. Diese kam
vor allem durch eine erhdhte PAI-1 Aktivitdt zum Ausdruck und zeigte zum Teil bedeutende
krankheitsspezifische Variationen. So wurde bei Pferden mit akut entziindlichen
Darmerkrankungen bei Einlieferung initial eine signifikante Erhohung der Inhibitoraktivitat
gemessen, die mit Beginn der antiinflammatorischen Therapie konsequent abfiel. Das spricht
daflir, dass das entziindliche Geschehen in diesen Fallen bei Diagnosestellung in der Klinik
schon fir einen langeren Zeitraum bestand, der ausreichte, um bereits messbare
Hamostaseimbalancen festzustellen (Collatos, Barton et al. 1995b). Weiter kam es auch
infolge einer zweckmaligen Laparotomie zu einer Fibrinolysehemmung — ausgedrickt durch
einen signifikanten PAI-1 Aktivitatsanstieg an Tag zwei und drei, wobei an Tag zwei
zusatzlich eine Minderung der t-PA-Aktivitat bestand. Der unmittelbare Faktoraktivitats-
Anstieg post OP gibt Hinweise darauf, dass PAI-1 auch beim Pferd als Marker flr eine
Akute-Phase-Reaktion in Betracht gezogen werden kann (Collatos, Barton et al. 1995b).
Daneben kann dieses Serpin bei der Wahl des therapeutischen Vorgehens bei kritischen
Patienten als zusatzliche Entscheidungshilfe dienen, womit ihm als prognostischer Indikator
eine weitere klinische Bedeutung zukommt. Diesen Ruckschluss ziehen Collatos, Barton et
al. (1995b) aus der positiven Korrelation zwischen der Sterblichkeit und einer signifikanten
PAI-1 Erhéhung an Tag zwei, vier und flnf.

Die genannten Veranderungen in der Faktoraktivitat geben somit nicht nur Aufschluss Uber
eine, zeitlich mit Gerinnungsstérungen korrelierende (Prasse, Topper et al. 1993),
Inhibierung der plasmatischen Fibrinolyse bei gastrointestinalen Erkrankungen, womit diese
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ebenfalls als Ausdruck des Verlustes der Hamostase-Balance bei schweren Verlaufen der
Kolik gewertet werden kann, sondern zeigen auch die besondere Bedeutung des PAI-1 im
Einzelnen als klinischen Hilfsmarker auf (Collatos, Barton et al. 1995b).

Dartber hinaus scheint ein direkter Zusammenhang zwischen der Hamostase und der
fibrinolytischen Aktivitdt im speziellen und Endotoxinen zu bestehen. Die Endotoxine
(Lipopolysaccharide) der gramnegativen Bakterien spielen eine bedeutende Rolle in der
Pathogenese der Kolik, da sie aufgrund der gestérten Mukosabarriere des Intestinums bei
den verschiedenen Darmpathologien in die Blutbahn Ubergehen kénnen und hier, unter
anderem durch Induktion von Zytokinproduktion, eine Kaskade von komplexen
Entzindungsmechanismen initiieren, aus denen die multiple organische Veranderungen
resultieren (King and Gerring 1988; Senior, Proudman et al. 2011). Dazu zahlt vor allem
auch eine hamostatische Dysfunktion mit hyperkoagularem Status im Gefal3system, wobei
unter anderem die prokoagulatorische Aktivitdt von Monozyten — verstarkt exprimiert unter
Endotoxineinfluss — die vaskulare Gerinnung und Bildung von Mikrothromben beeinflusst
(Henry and Moore 1988; Henry and Moore 1991; Collatos, Barton et al. 1994).

Neben dieser bekannten Korrelation zwischen Endotoxamie und Gerinnung konnten
Collatos, Barton et al. (1994) experimentell wie klinisch auch einen Zusammenhang zu
Verschiebungen im fibrinolytischen System herstellen. So konnte im Plasma von Pferden mit
induzierter Endotoxamie nach einem anfanglichen, nur kurz andauernden t-PA Anstieg eine
signifikant erhohte PAI-1 Aktivitat mit Peak bei 6h gemessen werden, was humanen
Verhaltnissen ahnelt (Suffredini, Harpel et al. 1989; Collatos, Barton et al. 1994). Zudem
zeigte sich bei natlrlich erkrankten Kolikpferden mit einem positiven Endotoxinnachweis eine
hohere Faktoraktivitat des Inhibitors als bei solchen mit negativem LPS-Ergebnis.

Diese Beobachtungen sprechen somit deutlich flir eine Beteiligung des fibrinolytischen
Systems an dem verschobenen Hamostasegleichgewicht und dem dabei vorherrschenden
prokoagulatorischen, prothrombotischen Milieu im Gefallssystem im Zusammenhang mit
einer Endotoxamie (Collatos, Barton et al. 1994, Collatos, Barton et al. 1995b).

Die hier genannten Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den oben aufgefihrten Studien,
bei denen anhand der Messung der D-Dimere eine Hyperfibrinolyse herausgearbeitet wurde.
Dies zeigt, dass das fibrinolytische System sehr komplex ist und nur eine umfassende
Beurteilung mehrerer Parameter Aufschluss dartiber gibt, ob eine Hyperfibrinolyse vorliegt,
oder die vermehrt auftretenden Fibrinabbauprodukte nur eine gesteigerte Fibrinolyse als
Antwort auf eine erhohte Gerinnungsaktivitat darstellen, diese Netto betrachtet jedoch
inhibiert ist und keine adaquate Gegenreaktion bieten kann.

Ein weiterer wichtiger Aspekt, der bei der Evaluierung der Hadmostaseverschiebungen zu
beachten ist, ist die Tatsache, dass sich die Gerinnung und Fibrinolyse mit all ihren Faktoren
in verschiedenen Kompartimenten des Kdorpers auch unterschiedlich verhalten und man nicht
von den Verhéltnissen in dem einen auf gleiche Bedingungen in dem anderen System
schlief’en kann (Collatos, Barton et al. 1994; Collatos, Barton et al. 1995a; Delgado, Monreal
et al. 2009a). Wahrend im Vaskularsystem eine Fibrinolyseinhibierung und
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Gerinnungsaktivierug vorherrschen, verhalt es sich in der Peritonealflissigkeit betroffener
Tiere genau gegensatzlich, was unter anderem ebenfalls anhand der Aktivitat von t-PA und
PAI-1 (Collatos, Barton et al. 1995a; Delgado, Monreal et al. 2009a) sowie der Konzentration
an Fibrinogen- und Fibrinabbauprodukten, wie FDPs (Collatos, Barton et al. 1995a) und D-
Dimeren (Delgado, Monreal et al. 2009a) festgemacht werden konnte.

Collatos, Barton et al. (1995a) zeigten durch eine etwa zweifache Erh6hung der t-PA Aktivitat
bei gesunden Tieren und eine etwa sechsfache Erhdhung dieser bei Kolikern in der
Peritonealflissigkeit verglichen mit den Werten im Plasma, dass in diesem
organspezifischen Kompartiment schon primar ein profibrinolytisches Milieu vorherrscht, was
sich bei vorhandener Darmpathologie noch verstarkt. Ebenso liel sich hier eine, in diesem
Fall umgekehrte, Korrelation mit einem Endotoxinnachweis feststellen, womit die LPS in
diesem Kompartiment zu einer Aktivierung der Fibrinolyse zu fihren scheinen. Die hierbei
gleichzeitig gemessene erhdhte Aktivitat des Fibrinolyseinhibitors a2-Antiplasmin wird von
Collatos, Barton et al. (1995a) als Schutz vor iberschiefiendem unwillkiirlichem Fibrinabbau
gedeutet. Diese Hypothese wird dadurch gestltzt, dass eine gleichzeitig erhdhte
Konzentration an FDPs in der Peritonealtfliissigkeit vorliegt, die die im Plasma tbersteigt und
damit zeigt, dass die Fibrinolyse trotz der parallelen Aktivierung von t-PA und a2-AP
verstarkt ablauft und die Plasminaktivierung hier Gberwiegt (Collatos, Barton et al. 1995a).
Auch Delgado, Monreal et al. (2009a) stellten in ihrer Studie eine gesteigerte fibrinolytische
Aktivitat in der Bauchhohlenflissigkeit von an Kolik erkranken Pferden heraus. Allerdings
lieferten sie gegensatzliche Ergebnisse bezlglich der t-PA und PAI-1 Aktivitat. So wurde hier
im Gegensatz zu den Messungen von Collatos, Barton et al. (1995a) ein t-PA Aktivitatsabfall
bei gleichzeitigem PAI-1 Aktivitdtsanstieg gemessen. Die verringerte Aktivator-Aktivitat sei
hier, laut der Autoren, auf den hohen Verbrauch dieses Faktors im Zuge einer gesteigerten
Fibrinolyse zuruckzuflhren, welche sich in einer signifikanten Erhéhung der D-Dimer-
Konzentration widerspiegelt (Delgado, Monreal et al. 2009a).

Der Grund fir diese Diskrepanz bezglich der regulatorischen Veranderungen bleibt unklar,
wobei auch hier wieder zum Beispiel die unterschiedlichen Entnahmezeitpunkte der
Blutproben sowie der Gebrauch verschiedener Analyseverfahren eine Rolle spielen kénnten.
Trotz der spezifischen Unterschiede beziiglich der Faktoraktivitdten stimmen die Autoren in
den wesentlichen Schlussfolgerungen jedoch Uberein — namlich in der Tatsache, dass eine
peritoneale Hyperfibrinolyse vorliegt sowie in der Feststellung, dass sich die
Hamostasevorgange in der peritonealen Flissigkeit von denen im vaskularen Kompartiment
unterscheiden. In einer Folgearbeit konnten Delgado, Monreal et al. (2009b) zusatzlich
ausschliellen, dass eine Kontamination mit Blut bei der Bauchhéhlenpunktion die Werte in
der Peritonealflussigkeit sinifikant verandern.

Neben der Feststellung einer hamostatischen Imbalance grundsatzlich konnte die
Evaluierung der Fibrinolyse im peritonealen Raum des Weiteren eine umfassende
Bedeutung in Bezug auf die Einschatzung von postoperativer Adhasionsbildung haben.
Durch fehlende Anzahl an Langzeitbeobachtungen mit entsprechenden Komplikationen lasst
sich jedoch hierflir noch kein Zusammengang erstellen (Collatos, Barton et al. 1995a).
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Studien aus der Humanmedizin geben allerdings Hinweise darauf, dass beispielsweise durch
entziindliche Erkrankungen und durch operative Eingriffe das peritoneale Fibrinolysesystem
eher gehemmt und fir die progressive Bildung von Adhasionen bedeutend ist (Thompson,
Paterson-Brown et al. 1989; Holmdahl 1997), was im Gegensatz zu den genannten
Beobachtungen beziiglich der Hyperfibrinolyse in der Veterinarmedizin steht.

Allerdings ist zu beachten, dass es sich in den equinen Studien bei dem Analysemedium
immer um den zellfreien Uberstand der Bauchhéhlenflissigkeit handelte und daraus keine
Rickschlisse auf die Verhaltnisse auf Zelloberflachen und intestinalen Viscera gezogen
werden konnen (Collatos, Barton et al. 1995a) und somit eine mesothelial vermittelte
persistierende Fibrinformation, wie sie in der Humanmedizin vorkommt, nicht
ausgeschlossen werden kann.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Imbalancen im hamostatischen Gleichgewicht
bei Pferden mit akut gastrointestinalen Erkrankungen nicht nur in Koagulopathien begriindet
sind, sondern die fibrinolytische Komponente ebenso daran beteiligt ist.

Neben dem allgemeinen Konsens (ber eine global gestérte Hamostase liegen gleichzeitig
kontrare Ergebnisse vor, die einmal eine Hemmung und ein anderes Mal hingegen eine
Aktivierung der Fibrinolyse herausstellen. Dabei ist jedoch zu beachten, dass sich die
meisten Arbeiten entweder nur mit den Abbauprodukten des gebildeten Fibrins oder nur mit
den Regulatoren des fibrinolytischen Weges beschaftigen und somit eine komplexe
zusammenhangende Beurteilung der fibrinolytischen Verhaltnisse in vielen Fallen nicht
stattfindet. Hinzu kommt die Heterogenitdt der Studien, insbesondere auch der
angewendeten Analyseverfahren, die eine verlassliche Aussage fur die Uberwiegende
Plausibilitat der einen oder der anderen Hypothese schwierig macht.

Bezuglich der D-Dimere hat sich gezeigt, dass diese ein sicherer Indikator fur eine
Hyperkoagulation mit resultierendem Fibrinabbau sind, ihre Aussagekraft bezlglich der
Aktivierung oder Hemmung des fibrinolytischen Weges jedoch nur unter Zunahme direkter
Regulatoren verlasslich ist. Ohne diese kann somit nur mit Einschrankungen gesagt werden,
ob bei gesteigerter Gerinnung die fibrinolytische Aktivitat erhdht oder gehemmt ist. Denn
trotz vermehrter D-Dimer-Aufkommen und somit einem hohen, plasmin-vermittelten,
Fibrinumsatz kann die Fibrinolyse gehemmt und nicht ausreichend aktiv sein, um der
Hyperkoagulation adaquat entgegenzuwirken und auszugleichen.

4.2.2 Die Fibrinolyse bei der Septikdamie des Fohlens

Neben den umfassenderen Forschungen Uber die Fibrinolyse auf dem Gebiet der akuten
gastrointestinalen Erkrankungen gibt es auch Ansatze hierzu bei der Septikdmie des
Fohlens.

Wie die akuten entziindlichen und ischamischen Darmerkrankungen ist auch die Sepsis ein
Zustand, der bekanntermallen mit einer Gerinnungsaktivierung und gegebenenfalls einer
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DIG einhergeht (Barton, Morris et al. 1998; Armengou, Monreal et al. 2008). Und auch hier
spielen neben den koagulatorischen ebenso die fibrinolytischen Komponenten eine Rolle.
Dabei ist bei der Interpretation der einzelnen Parameter darauf zu achten, dass gesunde
Fohlen innerhalb des ersten Lebensmonats ein eigenes physiologisches hamostatisches
Gleichgewicht besitzen, welches sich vom adulten Pferd unterscheidet und mit signifikant
unterschiedlichen Referenzwerten von koagulatorischen, antikoagulatorischen und
fibrinolytischen Faktoren einhergeht (Barton, Morris et al. 1995). Grundsatzlich scheint eine
verminderte Moglichkeit der Gerinnsel- bzw. Fibrinbildung (ausgedriickt z.B. in verlangerten
PTZ- und aPTT-Werten) zu bestehen, die sich aber durch eine gleichzeitig schwacher
ausgepragte fibrinolytische Kapazitat (unter anderem ausgedriickt durch basal verringerte t-
PA- und erhdhte PAI-Aktivitaten) ausgleicht (Barton, Morris et al. 1995). Bis zu dem Alter von
einem Monat findet eine dynamische Anpassung dieser Indizes von Neonaten an Adulte statt
und bei Fohlen > 1 Monat gleichen die Werte schlieBlich weitestgehend denen eines
erwachsenen Pferdes (Barton, Morris et al. 1995).

Unter Berlcksichtigung dieser physiologischen Unterschiede durch Bildung von
Altersgruppen (<24h, 2-7d, 8-14d) und ausschlieBlichem Vergleich mit altersgleichen
Kontrolltieren, konnten Barton, Morris et al. (1998) zeigen, dass es bei Fohlen mit Septikdmie
zu einer Unterbrechung des fragilen neonatalen Hamostasesystems kommt. So wurden
signifikante und Kklinisch relevante Veranderungen von verschiedenen Parametern des
koagulatorischen, antikoagulatorischen und fibrinolytischen Systems gemessen, die auf
prokoagulatorische und antifibrinolytische Verhaltnisse hindeuten. Letzteres wurde
ausgedrickt durch signifikante Erhéhungen der a2-Antiplasmin- und PAI-1-Aktivitaten (bei
<24h und 8-14d), wobei der PAI-1 der am haufigsten verédnderte Parameter war. Die t-PA-
Aktivitat hingegen zeigte keine deutlichen Veranderungen, was die Hypothese der
verstarkten Fibrinolyseinhibierung und das Vorhandensein eines prothrombotisches Milieus
im Blut erkrankter Fohlen zusatzlich unterstreicht (Barton, Morris et al. 1998). Neben der
grundsatzlichen Feststellung einer bestehenden Hamostaseimbalance konnten die Autoren
Uberdies zeigen, dass die Einbeziehung mehrerer hamostatischer (inklusive fibrinolytischer)
Komponenten in die Diagnostik hilfreich bei der Aufdeckung von Koagulopathien beim
septischen Fohlen ist. Allerdings helfen sie nicht zu unterscheiden, ob hierbei eher ein
thrombotischer oder ein hdmorrhagischer Zustand vorliegt. Auch konnte — im Gegensatz zu
den Kolikpatienten (Collatos, Barton et al. 1994; Collatos, Barton et al. 1995b) — keine
Korrelation zwischen der Uberlebenswahrscheinlichkeit und hamostatischen Faktoren oder
einem Endotoxinnachweis ausgemacht werden (Barton, Morris et al. 1998). Dagegen konnte
aber auch hier der Einfluss der Endotoxine, die als Bestandteile der gram-negativen
Bakterien — einem Hauptpathogen der neonatalen Sepikamie (Theelen, Wilson et al. 2014) —
haufig am Krankheitsgeschehen beteiligt sind, auf die vaskulare Hamostase bewiesen
werden. So zeigte sich eine Korrelation zwischen dem plasmatischen Endotoxinnachweis
und der Veranderung einiger Gerinnungs- und Fibrinolyseparameter, was deren Einfluss auf
die Hamostase vermuten lasst (Barton, Morris et al. 1998).
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Unter dem Aspekt, dass auch die Sepsis beim Fohlen eine schnelle und sichere Evaluierung
des Krankheitsstatus fordert, um Behandlungsmoglichkeiten und -grenzen so frih wie
mdglich zu erkennen, untersuchten Armengou, Monreal et al. (2008) die D-Dimere in Bezug
auf ihren Nutzen diagnostische Marker. Dabei stellte sich eine signifikante Korrelation
zwischen einer D-Dimer Erhéhung im Blut und der Diagnose der Septikdmie heraus,
insbesondere bei den Proben, die in dem Zeitraum von 24-48 h wahrend des
Klinikaufenthaltes entnommen wurden. Fir diese Zeit werden die D-Dimere von den Autoren
als zusatzlicher Routinemarker in der klinischen Diagnostik von Fohlen mit Verdacht auf
Sepsis empfohlen.

Uberdies konnte ein Cut-off-Wert von 2000 ng/ml festgesetzt werden, der eine Sensitivitat
von 97 % fur die Erkennung der Sepsis und von 91 % in Bezug auf den Ausgang der
Erkrankung aufweist. Aufgrund einer geringen Spezifitdt und somit einer hohen Rate an
falsch positiven Vorhersagen (71 %) und im Zuge eines guten negativen pradiktiven Wertes
von 88 % sollte jedoch im klinische Alltag eher eine normale D-Dimer Konzentration fir eine
Ausschlussdiagnose als Abweichungen zur alleinigen Diagnosestellung verwendet werden
(Armengou, Monreal et al. 2008).

Fir die Vorhersage einer DIG erwiesen sich die D-Dimer Messungen in diesem
Zusammenhang als unbrauchbar, wobei die Autoren Schwierigkeiten bei der Festlegung der
spezifischen Diagnose auffuhrten und die Relevanz des fehlenden Zusammenhanges als
kritisch betrachten werden sollte (Armengou, Monreal et al. 2008).

Allgemein werden hier, wie auch in anderen Studien, die D-Dimere als Indikatoren fir eine,
mit einer vermehrten Gerinnungsaktivitat einhergehende, Erhdéhung der fibrinolytischen
Aktivitdt angesehen. Aber auch in diesem Fall ist wieder zu beachten, dass die Analyse
spezifischer Faktoren fehlt und somit keine verlassliche Aussage getroffen werden kann, ob
trotz der Erhdhung der Fibrinabbauprodukte der fibrinolytische Weg an sich nicht doch
gehemmt ist.

Sicher aber ist, dass auch die Septikamie des Fohlens eine Erkrankung ist, die eine Ruptur
des hamostatischen Gleichgewichtes zur Folge hat und sich die Einschatzung des
Ausmalies anhand der Analyse aller beteiligten Hamostase-Komponenten verbessert.

4.2.3 Die Fibrinolyse bei Arthropathien

Bei infektidsen Arthritiden sowie darlber hinaus zu einem geringeren, aber trotzdem
bedeutenden Anteil, bei wachstumsbedingten und degenerativen Gelenkserkrankungen, wie
der Osteoarthritis (OA) und der Osteochrondrosis dissecans (OCD), spielt vor allem die
inflammatorische Komponente eine Rolle in der Pathogenese (Mcllwraith 2005). Durch die
Interaktion von Entzindungsmediatoren mit intraartikuldren Zellen und koagulatorischen
sowie fibrinolytischen Faktoren kommt es hierbei zu Veranderungen im Hamostasesystem
(Ribera, Monreal et al. 2013). In Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus der Humanmedizin
(So, Varisco et al. 2003; Ribera, Monreal et al. 2011; Ribera, Monreal et al. 2013) liegt im
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Zuge dessen eine gelenksspezifische synoviale Aktivierung von Gerinnung und Fibrinolyse
vor, die sich unter anderem durch eine lokale Erhéhung der D-Dimere ausdriickt (Ribera,
Monreal et al. 2011; Ribera, Monreal et al. 2013).

Da wie bei der akuten Kolikerkrankung und der neonatalen Septikdmie auch bei bestimmten
Arthropathien eine friihe Diagnose malfigeblich fir Therapieverfahren und vor allem auch
den -erfolg ist, wurde hier bei der Evaluierung der Fibrinolyse ein Schwerpunkt auf die
Messung der D-Dimere in Hinblick auf deren Eignung als diagnostische und prognostische
Biomarker gesetzt. Daneben dient es natirlich der weiteren pathogenetischen Aufklarung
und damit der eventuellen ErschlieBung von PraventionsmalRnahmen bei entsprechenden
Erkrankungen. Dabei erwiesen sich die spezifischen Fibrinabbauprodukte, die D-Dimere, als
nitzliche Indikatoren (Ribera, Monreal et al. 2011; Ribera, Monreal et al. 2013).
Untersuchungen bei Fohlen zeigten einen signifikanten Anstieg der D-Dimer-Konzentration
in der Synovia von septischen Gelenken systemisch gesunder und septischer Tiere
verglichen mit Synovia septischer Fohlen ohne Anzeichen einer Arthritis und einer
Kontrollgruppe (Ribera, Monreal et al. 2011). Aufgrund der hier sehr deutlichen
Konzentrations-unterschiede sprechen Ribera et al. (2011) den D-Dimeren einen guten
klinischen Nutzen als sensitive Marker zur Diagnoseabsicherung septischer Arthritiden beim
Fohlen zu. Die relativ geringe Probandenanzahl machte jedoch noch keine Definition eines
genauen Cut-off-Wertes, wie er zum Teil bei bestimmten Darmpathologien und auch bei der
Septikdmie benannt wurde (Barton, Morris et al. 1998; Stokol, Erb et al. 2005; Cesarini,
Monreal et al. 2010), méglich (Ribera, Monreal et al. 2011).

Neben diesen deutlichen Veranderungen in septischen Gelenken von Fohlen konnte auch
bei nicht infektidsen Gelenkserkrankungen, wie der OA und der OCD, ein etwas geringer
ausfallender lokaler D-Dimer Anstieg gemessen werden, was die Beteiligung einer, hier
etwas schwacher ablaufenden, Entzindungsreaktion an diesen Arhtropathie-Formen
verdeutlicht (Ribera, Monreal et al. 2013). Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass die
Schwere der Entzindung im Gelenk, den Grad der Hamostaseveranderungen bestimmt
(Ribera, Monreal et al. 2011; Ribera, Monreal et al. 2013) Im Gegensatz zu den
Untersuchungen beim Fohlen wurde in diesem Fall ein Cut-off-Wert von 20 000 ng/ml
festgelegt, bei dessen Uberschreitung die Wahrscheinlichkeit auf eine bestehende
Gelenkserkrankung um das 9,8fache steigt. Dies zeigt zwar, dass die D-Dimere auch hier
einen pradikativen Wert besitzen, ist aber aufgrund einer geringen Sensitivitat und Spezifitat
mit einer hohen Quote an falsch negativen Ergebnissen noch ohne klinischen Nutzen und
bedarf in jedem Fall des Hinzuziehens der konventionellen laboratorischen sowie
bildgebenden diagnostischen Verfahren (Ribera, Monreal et al. 2013).

Die beim Koliker gezeigte Unabhangigkeit zwischen Vaskularsystem und Peritonealhdhle
(Collatos, Barton et al. 1995a) Iasst sich auch auf das Gelenk Ubertragen (Ribera, Monreal et
al. 2013). So Ubersteigen beispielsweise die Werte in der Synovia septischer Gelenke die im
Plasma schwer kranker Fohlen um ein 100 bis 150faches, was zeigt, dass entsprechende
pathologische Vorgange auch hier lokal und kompartimentspezifisch ablaufen (Armengou,
Monreal et al. 2008; Ribera, Monreal et al. 2011; Ribera, Monreal et al. 2013).
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Allerdings ist an dieser Stelle anzumerken, dass dies keine direkten Vergleichswerte einer
Probandengruppe sind, sondern synoviale- und plasmatische Konzentrationen aus
verschiedenen Studien herangezogen wurden.

Neben den oben im einzelnen aufgefihrten Krankheiten konnten vereinzelt auch in anderen
Bereichen Veranderungen in Gerinnung und Fibrinolyse festgestellt werden, was wiederum
verdeutlicht, wie bedeutend und gleichzeitig auch wie fragil das hadmostatische Gleichgewicht
fur den Gesamtorganismus und seine umfassenden physiologischen Vorgange in vielen
Organsystemen ist.

So zeigte sich zum Beispiel bei Pferden unter der Belastung eines Distanzrittes die
Entstehung eines hyperkoaguablen Status, ausgedriickt durch einen signifikanten D-Dimer
Anstieg im Blut, dem eine leichte Hyperfibrinolyse entgegenwirkt (Monreal, Angles et al.
1995).

Des Weiteren konnte beispielsweise bei Pferden mit einer EHV-1 (equines Herpesvirus-1)
Infektion — eine mit thrombotischen Pathologien einhergehende Erkrankung — eine
Verknupfung zwischen bestehender Viramie und einem D-Dimer Nachweis gezogen werden.
Dies konnte hilfreich sein, um im Einzelfall eine besonders starke Aktivierung des
Entzindungsprozesses zu erkennen und entsprechend frih in diese Richtung zu
intervenieren, um Komplikationen, wie eine Infektion von Endothelzellen, gering zu halten
(Goehring, Soboll Hussey et al. 2013).

Bei Ponies mit Hufrehe wurden die D-Dimere Uberdies, neben Thrombin-Antithrombin-
Komplexen, zur Evaluierung systemischer Hamostasestorungen herangezogen, lieferten
jedoch keine signifikanten Ergebnisse. Daraus schlossen die Autoren, dass die
prothrombotischen Prozesse bei dieser Erkrankung lokal begrenzt sind (Weiss, Monreal et
al. 1996).

4.2.4 Fibriolytisch-therapeutische Ansatze

So wie neben der Gerinnung auch die Fibrinolyse als bedeutender Einflussfaktor bei
Koagulopathien verschiedener Erkrankungen erkannt wurde, so wird auch aus
therapeutischer Sicht das Augenmerk nicht nur mehr auf die bekannte antikoagulatorische
Therapie (z.B. Heparin) gelegt, sondern auch auf die Beeinflussung des wichtigsten
natirlichen Gegenspielers, der Fibrinolyse (Dias and De Lacerda Neto 2013).

In der Humanmedizin finden naturliche Fibrinolytika wie Streptokinase und Urokinase sowie
gentechnisch hergestellte Praparate in Form von humanem rekombinantem Tissue-
Plasminogen-Aktivator (r-TPA) wie Alteplase und Tenecteplase ihre Anwendung.

Einzelne Studien beim Pferd liefern Ansatze fir den Einsatz fibrinolytischer Therapeutika
auch bei dieser Spezies. Dabei konnten mit der Behandlung von Streptokinase und Alteplase
bei Thrombophlebitis (Baumer, Herrling et al. 2013; Dias and De Lacerda Neto 2013), mit
einem r-TPA in der Augenkammer zur Behandlung eines Hypopyon beim Fohlen mit
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Pneumocystis carinii Pneumonie (Clark-Price, Cox et al. 2004) und mit Alteplase und
Tenecteplase bei der Behandlung von Pleuropneumonien (Hilton and Pusteria 2009; Rendle,
Armstrong et al. 2012) Erfolge erzielt werden.

Auch fir die Indikation der Férderung einer Gerinnselbildung und -erhaltung (z.B. bei intra-
und postoperativen Blutungen oder Luftsackmykosen) gibt es Hinweise, dass die, in diesem
Fall negative, Beeinflussung des fibrinolytischen Weges von therapeutischem Nutzen sein
kénnte (Heidmann, Tornquist et al. 2005).

Die in den verschiedenen Studien gezeigten Erkenntnisse Uber die Ruptur des natrlichen
hamostatischen  Gleichgewichts  einhergehend mit  Konzentrationsverschiebungen
spezifischer Faktoren bei den verschiedenen Erkrankungen zusammen mit den
beweisenden Ergebnissen in Bezug auf den Respirationstrakt aus der Humanmedizin lassen
die Vermutung zu, dass auch bei Lungenerkrankungen des Pferdes, wie COB, |IAD oder
interstitieller Pneumopathie derartige pathologische Veranderungen vorzufinden sind und
eine Starkung der Fibrinolyse moglicherweise ein sinnvoller Therapieansatz ware.
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lll Eigene Untersuchungen

1 Material und Methoden

1.1 Patienten

1.1.1 Allgemeines Patientenkollektiv

Die eigenen Untersuchungen am Patientenkollektiv wurden im Zeitraum von April 2012 bis
Dezember 2013 an der Klinik fir Pferde, Allgemeine Chirurgie und Radiologie der Freien
Universitat Berlin durchgeflinrt. Das Patientenkollektiv umfasste insgesamt 61 Pferde, deren
Altersspanne zwischen einem Jahr und 23 Jahren lag. Die Tiere gehdrten zu 39,3% (n=24)
der Rasse der Warmblutpferde an. Die — in einer Gruppe zusammengefassten — Kleinpferde
und Ponies hatten einen Anteil von 36,1% (n=22) und die Gruppe ,Sonstige“ machte 24,6%
(n=15) aus. In letztere wurden die Rassen American Quarter Horse, Friese, Traber,
arabisches Vollblut und Shagya-Araber eingeschlossen. Mit rund 57% (n=35) war der
uberwiegende Anteil mannlich kastriert und der Rest mit rund 43% (n=26) weiblich. Hengste
waren hier nicht vertreten. Weitergehende Informationen zu dem Probandengut wie
Verteilung von GréRRe, Gewicht und Alter sind im Ergebnisteil dieser Arbeit aufgeflihrt.

Von den 61 Pferden wurden 48 aufgrund klinischer Auffalligkeiten von ihren Besitzern zur
diagnostischen Abklarung in der internistischen Abteilung der Klinik vorgestellt. Zwei dieser
Tiere stellten sich als lungengesund heraus und wurden in die insgesamt 15 Tiere
umfassende Kontrollgruppe eingeschlossen. Die restlichen 13 lungengesunden Tiere dieser
Kontrollgruppe waren zum Zeitpunkt der Untersuchungen im Besitz der Klinik fir Pferde,
Allgemeine Chirurgie und Radiologie und unterlagen in ihrer Verwendung der Genehmigung
vom Landesamt fur Gesundheit und Soziales (LaGeSo) des Landes Berlin (AZL0294/13).

Da bei allen anderen in der Klinik vorgestellten Pferden eine tierarztliche Indikation fur die
Durchfiihrung der Untersuchungen gegeben war, wurden diese vom LaGeSo als anzeige-
und genehmigungsfrei eingestuft.

Eine Aufstellung der Patienten im Einzelnen ist im Anhang in Tab. 20 (S. 215-217) zu finden.

1.1.2 Gruppeneinteilung (Ein-/Ausschlusskriterien)

Nach Erhebung aller Daten der im Folgenden dargestellten Untersuchungen erfolgte die
Diagnosestellung und die Einteilung der Patienten in folgende Gruppen:

1 = lungengesund (gesund)
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2 = COB in Exazerbation

3 = |IAD/COB in Remission

4 = interstitielle Pneumopathie
5 = akute/subakute Pneumonie

Fur die Zuordnung zu den jeweiligen Gruppen wurden spezifische Einschlusskriterien
definiert.

Als lungengesund galten demnach die Pferde, die in der klinischen, der bronchoskopischen
und der zytologischen Untersuchung keine auffalligen Befunde aufwiesen.

Die Einordung in die Gruppe ,COB in Exazerbation“ wurde anhand der internationalen
Definition fir den sogenannten ,heaves-phenotype” nach Robinson (2001) vorgenommen.
Demnach wurden nur die Tiere in die Gruppe zwei eingeschlossen, die eine eingeschrankte
Lungenfunktion mit Atemwegsobstruktion — ausgedruckt durch einen APymax = 15 cmH,0
oder durch einen vergleichbaren validierten klinischen Score — verbunden mit einem Anteil
von = 25% neutrophilen Granulozyten in der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit aufwiesen.
Die Tiere, deren respiratorische Symptomatik und diagnostischen Befunde zu gering
ausfielen, um ihnen den Status ,Exazerbation zu geben und die gleichzeitig gemal® dem
Consensus Statement des American College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM)
(Couetil, Hoffman et al. 2007) Grundmerkmale einer IAD  aufwiesen
(Leistungseinschrankungen oder Husten, fakultativ Sekret in der Trachea, zytologisch
nachgewiesene nichtinfektiose Atemwegsentziindung (< 20% neutrophile Granulozyten in
der BALF) oder nachgewiesene Lungendysfunktion), erhielten die Diagnose ,IAD/COB in
Remission* (Gruppe 3).

Die Zuordnung zu der Gruppe der chronisch interstitiellen Lungenerkrankungen erfolgte
anhand eines charakteristischen Kombinationsbefundes mit  vorberichtlicher
Leistungsinsuffizienz, arterieller Normoxie oder Hypoxie, fakultativ wenig gering bis maRig
viskdsem Schleim in der Trachea, einem deutlich erhéhten Makrophagenanteil in der BALF
(Verhaltnis Makrophagen : neutrophilen Granulozyten = 2,6 : 1) bei deutlich erhdhtem
Zellgehalt und einer ausgepragten interstitiellen Lungenzeichnung mit einem Grad von = 2
(Gradeinteilung siehe Kapitel 1.2.3.6 ,Rontgenologische Untersuchung®) (Dieckmann, Klein
et al. 1990; Fey and Grabner 2013).

In die Gruppe ,akute/subakute Pneumonie“ wurden die Pferde eingeschlossen, bei denen im
zytologischen Ausstrich intrazellulare Bakterien zu sehen waren und deren, daraufhin
durchgefiihrte, mikrobiologische Untersuchung der BALF einen positiven Nachweis
pathogener Keime erbrachte.

Ein veranderter Sdure-Base-Haushalt sowie klinische und labordiagnostische Anzeichen
einer systemischen Erkrankung fuhrten, mit Ausnahme von Patienten aus Gruppe funf, in der
Regel zum Ausschluss der Tiere.
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1.2 Untersuchungen

1.2.1 Allgemeines Untersuchungsschema

Uber einen Zeitraum von drei Tagen wurde das in Tab. 1 (S. 70) dargestellte
Untersuchungsschema durchgefiihrt. Unter der Berilicksichtigung zirkadianer Schwankungen
in der Lungenfunktion (s. K. Il, Abschnitt 1.6) wurde darauf geachtet, dass die
Untersuchungen immer zur gleichen Zeit, zwischen acht und zwdlf Uhr, stattfanden. Bei 30
Pferden konnte aufgrund einer hochgradigen Ruhedyspnoe, eines orthopadischen Problems
oder auf Wunsch der Besitzer keine Belastungsuntersuchung durchgefuhrt werden. Bei 24
Pferden war zudem aufgrund massiver Abwehrbewegungen keine Bestimmung des
Interpleuraldrucks (IPD) moglich.

Die Aufstallung der Patienten erfolgte grundsatzlich bis zum Zeitpunkt der endoskopischen
Untersuchung gemal’ den Haltungsbedingungen im Heimatstall.

12 Tiere erhielten im Anschluss an die dreitdgige Untersuchung eine 10-tdgige inhalative
Glukokortikoidtherapie unter optimierten Haltungsbedingungen und wurden danach, zum
Zwecke der Therapiekontrolle, noch einmal dem gleichen Untersuchungsschema — exklusive
Lungenperkussion, vendsem Blutbild und Thoraxréntgen — unterzogen. Eine vergleichende
Belastungsuntersuchung sowie Interpleuraldruckmessung wurden nur bei veranderten
Werten im ersten Durchlauf wiederholt.

Tab. 1: Aligemeines Untersuchungsschema

Tag Untersuchungen

Anamnese
1. KU inklusive Lungenperkussion und CO2-Rickatmung
1. BGA

Venoése Blutuntersuchung, Belastungsuntersuchung

2. KU
2. BGA
Interpleuraldruckmessung

Endoskopie mit bronchoalveolarer Lavage, Rontgenologische Untersuchung

3. KU
3. BGA

4-14 Inhalative Glukokortikoidtherapie (fakultativ)

15-17 | s. Tag 1 — 3 (exklusive vendser Blutuntersuchung, Perkussion und Réntgen)

KU = Klinische Untersuchung (inkl. spezielle KU des Respirationstraktes), BGA = Blutgasanalyse (hier: arteriell)
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1.2.2 Allgemeine und spezielle klinische Untersuchung

Zu Beginn wurde das Signalement der Patienten aufgenommen (Rasse, Geschlecht, Alter,
Farbe, Abzeichen, Groflie, Gewicht, erworbene Kennzeichen/ldentifikationsnummer) und die
Anamnese mit Schwerpunkt auf Haltung, Fitterung, Impfung, Entwurmung, Symptome,
Dauer der Erkrankung und Medikation erhoben. Anschlief3end fand eine allgemeine klinische
Untersuchung statt, die die Dokumentation von Haltung, Verhalten, Entwicklungs-,
Ernahrungs- und Pflegezustand sowie Herzfrequenz (HF), Atemfrequenz (AF) und rektaler
Korperinnentemperatur umfasste. Zusatzlich wurden die Maul- und Konjunktival-
schleimhaute, die kapillare Fullungszeit (KFZ), die Koérperoberflachentemperatur, der
Hautturgor sowie die Lymphonodi (Lnn.) mandibulares beurteilt.

An den Tagen zwei und drei erfolgte diese Untersuchung in etwas reduzierter Form (s. Abb.
36, S. 226 und Abb. 37, S. 227).

Im Anschluss an die allgemeine klinische Untersuchung folgte die spezielle klinische
Untersuchung des Respirationstraktes. Hierbei fand zunachst eine adspektorische
Untersuchung statt, bei der der Atemtyp (kostal, kostoabdominal, abdominal), eine eventuell
vorhandene  expiratorische (biphasische Expiration, Dampfrinne, Afteratmung),
inspiratorische (NUsternbldhen, Einziehung der Interkostalrdume) oder gemischten Dyspnoe,
ein vorhandener Nasenausfluss (Menge, Konsistenz, Farbe, Geruch) sowie eine bestehende
Depigmentierung im Nusternbereich im Sinne einer ,Sekretrinne“ als Zeichen fir
chronischen Nasenausfluss beurteilt wurden.

Zudem wurde auf spontanen Husten geachtet und auch getestet, ob dieser durch manuelle
Kompression der ersten Trachealspangen auszulésen war. Hierbei wurden Haufigkeit und
Charakter (feucht, trocken) des Husten protokolliert. AnschlieRend erfolgte die Auskultation
der Lunge auf der rechten und linken Thoraxseite sowie der Trachea und des Kehlkopfes.
Dabei wurde auf verstarkte oder fehlende sowie auf abnorme Atemgerdausche (Hiemen,
Giemen, Rasseln, Knistern) geachtet. Neben der Auskultation in Ruhe fand auch noch eine
auskultatorische Beurteilung der Lunge nach einer Atemverstarkung durch CO,-Rickatmung
statt. Hierbei wurde den Pferden fiir etwa zwei Minuten ein luftundurchlassiger Beutel Uber
die Nustern gezogen, um die Atmung zu forcieren. Die Auskultation fand dann unmittelbar
nach Abnahme des Beutels zeitgleich mit den ersten tiefen Atemzigen des Tieres statt. Bei
Patienten mit deutlicher Dyspnoe wurde diese Untersuchung unterlassen.

Zuletzt erfolgte noch eine Lungenperkussion mittels Hammer und Plessimeter, um eine
eventuell vorhandene VergroRerung des Lungenfeldes aufgrund emphysematdsen
Veranderungen sowie mdgliche Schalldampfungen durch Flussigkeitsansammlungen
feststellen zu kénnen.

Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden schliellich fir jeden Tag in eigens erstellten
Untersuchungsbogen eingetragen, die dieser Arbeit vorliegen (Kapitel Xl ,Anhang®
Abschnitt 3 ,Untersuchungsbdgen®, 223-231).
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1.2.3 Weiterfiihrende Untersuchungen

1.2.3.1 Venoése und arterielle Blutanalysen

Die vendse Blutuntersuchung erfolgte einmalig an Tag eins und diente, zusatzlich zu den
erhobenen klinischen Befunden, dem Ausschluss einer systemischen Erkrankung. Die
Entnahme erfolgte mit einer Einmal-Injektions-Kanile (Sterican®, 1,20 x 40 mm BC/SB, 18G
x 1 7", B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) aus der Vena jugularis im
Bereich des oberen Halsdrittels in ein heparinisiertes Rohrchen. Die Analyse des Blutes
wurde innerhalb einer Viertelstunde nach Entnahme im hauseigenen Labor durchgefuhrt.
Hierbei erfolgte die automatische Erstellung eines roten und weilen Blutbildes durch ein
Hamatologiegerat (pocH-100iV Diff, Sysmex Europe GmbH, Bornbach, Deutschland) sowie
die manuelle Bestimmung von Hamatokrit und Gesamteiweil3.

Fur die an allen drei Tagen durchgefiihrte arterielle Blutgasanalyse wurde die Arteria carotis
communis dextra etwa eine handbreit proximal des Brusteinganges im Bereich der
Drosselrinne mit einer Einmal-Injektions-Kanule (Sterican®, 0.70 x 30 mm BL/LB, 22G x 1
Ya", B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) punktiert. Der Einstich erfolgte dabei
waagerecht in Richtung des gegeniiberliegenden Hiifthdckers. Das austretende Blut wurde
in drei heparinisierten Glaskapillarréhrchen (Capillary Tubes, ~200ul, cobas®, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) blasenfrei aufgefangen und diese dann jeweils
an beiden Enden mit entsprechenden Kappen luftdicht verschlossen. Die Analyse erfolgte
unmittelbar nach Entnahme durch ein automatisches Blutgasanalysegerat (cobas b 123
Blutgas-Analysesystem, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) nach Eingabe
der zuvor gemessenen Kodrperinnentemperatur des Patienten. Von den drei
Einzelmessungen der Kapillarrohrchen wurden die Werte des arteriellen
Kohlendioxidpartialdrucks (paCQO,), des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks (paO,) sowie der
alveolo-arteriellen Sauerstoffpartialdruckdifferenz (A-aDO,) jeweils arithmetisch gemittelt.

Die Berechnung der A-aDO, erfolgte automatisch durch das Analysegerat. Da sich dieser
Wert aus mehreren Variablen erschlief3t und unter anderem auch den aktuellen Luftdruck mit
einbezieht, gilt er als relativ unabhangige Messgrolie, die eine bessere Beurteilung des
Schweregrades der kapillaren Gasaustauschstérung ermdglicht als die Interpretation der
anderen Partialdriicke allein (Grabner und Fey 2013b).

Die Formel zur Berechnung der alveolo-arteriellen Sauerstoffpartialdruckdifferenz setzt sich
wie folgt zusammen (Grabner and Fey 2013):

A-aDO, = pAO, — paCO,

pAO; = alveolarer Sauerstoffpartialdruck
paCO; = arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck
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pAO; = (pg — 47 Torr) x 0,2095 — paCO,

ps = aktueller Barometerdruck (in Torr)
47 Torr = Wasserdampfdruck-Konstante
0,2095 = F,0O,: aktuelle Ventilation, bei Atmung von Raumluft konstant 20,95%

Die jeweiligen Referenzwerte liegen flr paCO, bei 40 + 5 mmHg, fur paO; bei 100 + 5 mmHg
und fir A-aDO, bei 5,4 = 5,1 mmHg (bei einer Hohe von NN = Normalnull) (Grabner and Fey
2013).

1.2.3.2 Belastungsuntersuchung

An Tag eins wurde nach Abschluss der entsprechenden klinischen und labordiagnostischen
Untersuchungen eine Belastungsuntersuchung durchgeflihrt, um erkrankungsbedingte
Leistungseinschrankungen zu evaluieren. Nach einer kurzen Aufwarmphase im Schritt
wurden die Tiere hierfir ohne Unterbrechung zehn Minuten im Trab und anschlieRend flnf
Minuten im Galopp an der Longe bewegt, wobei auf Husten, Nasenausfluss, erschwerte
Atmung und generelle Leistungsbereitschaft geachtet wurde. Im Anschluss erfolgte durch
Dokumentation von Puls- und Atemfrequenz ab dem Zeitpunkt Null und dann folgend im
Abstand von finf Minuten die Ermittlung der Wiederberuhigungszeit. Physiologischerweise
sollten die Pferde nach 15 Minuten ihre Ausgangswerte erreicht haben. AuRRerdem fand
wenige Minuten nach Belastungsstopp eine Laktat-Bestimmung aus dem vendsen Blut
(entnommen aus der Vena jugularis) statt, um eine muskular bedingte
Leistungsminderungen auszuschlieen. Bei einem Laktatwert = 4 mmol/l wurden zusatzlich
die Kreatinkinase (CK) und die Aspartat-Aminotransferase (AST) 4 und 24 Stunden nach
Belastung bestimmt.

1.2.3.3 Interpleuraldruckmessung

Zur weiteren Beurteilung der Lungenfunktion wurde mithilfe des ,Venti-Graph® (Modell PG
100/REC, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim Deutschland) die maximale
interpleurale Druckdifferenz (APpmax) Uber die indirekte Messung des Interpleuraldrucks
mittels Osophagusballonsonde ermittelt. Die Durchfilhrung der Methode erfolgte am
stehenden unsedierten Patienten. Hierfir wurden die Pferde in einen Zwangsstand verbracht
und je nach Wehrhaftigkeit mit einer Oberlippenbremse versehen. Dann folgte das Einfihren
der Ballonsonde iber den ventralen Nasengang in den Osophagus bis auf Hohe der
Herzbasis. Die flr diese Position bendtigte ungefahre Sondenlange wurde im Voraus aul3en
am Patienten abgemessen. Dann wurde die Osophagussonde an das Gerat angeschlossen
und einige Minuten bis zur Beruhigung des Patienten abgewartet, bis die Aufzeichnung der
Druckschwankungen beginnen konnte. Bei Gebrauch der Oberlippenbremse wurde diese in
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der Regel fur die Messung wieder entfernt. Die Aufzeichnung der Druckkurven erfolgte auf
entsprechendem Diagrammpapier unter manueller Einstellung der Empfindlichkeitsstufe
(Stufe 1-3) sowie der Schreibgeschwindigkeit (0, 2 oder 10 mm/s) und solange bis 5-10
zusammenhangende, vergleichbare Atemziige vorlagen. AnschlieBend wurde die
Ballonsonde erst von dem Gerat entfernt und dann langsam aus dem Osophagus
zurickgezogen. Mit einer geratespezifischen Auswertschablone wurde dann die maximale
interpleurale Druckdifferenz ermittelt. Dazu wurde der Wert der AP,max an einer, der
Empfindlichkeitsstufe entsprechenden, Skala fir 5-10 Atemziige abgelesen und arithmetisch
gemittelt. Werte > 4 cmH,O weisen hierbei auf eine Atemwegsobstruktion hin. Neben der
Messung der AP,max ermdglichten die Aufzeichnungen auch das Erkennen einer eventuell
verlangerten und/oder biphasigen Expiration.

Eine schnelle und unregelmafRige Atmung flhrt bei dieser Methode zu verfalschten
Messergebnissen, weshalb bei einigen Probanden keine adaquate Auswertung erfolgen
konnte.

1.2.3.4 Endoskopische Untersuchung

Direkt im Anschluss an die interpleurale Druckmessung erfolgte die Tracheobronchoskopie
mit einem flexiblen Videoendoskop (Firma Videomed, 2,70 m Lange, 0,9 cm Durchmesser).
Hierfir wurden die Patienten im Zwangsstand belassen und mit Detomidinhydrochlorid
(Cepesedan® RP, CP-Pharma; 0,01-0,02 mg/kg KGW) sowie erganzend fur eine
gleichzeitige Hemmung des Hustenreizes mit Levomethadonhydrochlorid (L-Polamivet®,
Intervet Deutschland GmbH, 0,05-0,075 mg/kg KGW) sediert. Es wurde gewartet, bis der
Patient deutliche Anzeichen einer Sedierung (hangender Kopf und Ohren, schlafriger
Gesichtsausdruck, gedampfte Reaktion auf Umgebungsreize) zeigte. Die Wirkung dieser
Sedation wurde auch fir die im nachsten Abschnitt beschriebene bronchoalveolare Lavage
ausgenutzt.

Bei der Endoskopie wurden zunachst der Kehlkopf und das Rachendach beurteilt, wobei auf
funktionelle und anatomische Pathologien, wie beispielsweise eine idiopathische Hemiplegia
laryngis, eine Dorsalverlagerung des Gaumensegels oder eine pharyngeale follikulare
Hyperplasie, geachtete wurde. Wurde hierbei ein hochgradiger Befund einer Pathologie der
oberen Atemwege festgestellt fihrte dies zum Ausschluss des Patienten aus der Studie.
AnschlieRend erfolgte die endoskopische Exploration der Trachea bis hin zur Aufzweigung in
die Hauptbronchien. Dabei wurden die tracheobronchiale Schleimhaut, die Sekretmenge und
-viskositat sowie die Schwellung der Carina tracheae beurteilt. Die Beurteilung der
Sekretmenge und -viskositat erfolgte mithilfe eines von Dieckmann (1987) entwickelten und
in Bezug auf die Sekretmenge von Gerber, Straub et al. (2004) validierten Scores. Die
Kriterien fir die Vergabe der Punkte von O bis 5 sind in der folgenden Tab. 2 (S. 75)
aufgeflhrt.
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Tab. 2: BeurteilungsmaBstab fiir die tracheobronchoskopischen Befunde nach
Dieckmann (1987)

Sekretmenge Sekretviskositat
Keine Sekretansammlungen, |0 Schleimhaut feucht, nur geringe Mengen 0
keine Sekretflocken wassrigen Sekretes aspirierbar
Keine Sekretansammlungen, | 1 Schleimhaut feucht, einzelne feine Sekretflocken y
einzelne Sekretflocken in wassrigem Sekret, leichte Aspiration
Flache ventrale_ 2 Schleimhaut feucht, seromukdses Sekret, ventral
Sekretansammiung, einzelne elegen, homogen, leichte Aspiration 2
grofliere Sekretflocken gelegen, gen, P
Deutlich ventrale 3 Schleimhaut feucht, seromukdses Sekret mit
Sekretansammlung, reichlich einzelnen konsistenteren Sekretflocken, ventral 3
Sekretflocken gelegen, leichte Aspiration
Durchgehende ventrale 4 Schleimhaut feucht/pappig, mukéses bis
Sekretstralle, mukupurulentes Sekret, einige dorsale 4
Sekretseebildung Schleimflocken, deutlich erschwerte Aspiration
5 Schleimhaut pappig/trocken, mukoéses bis
Mehr als ein Viertel des purulentes Sekret, reichlich dorsale
tracheallumens fiillende(r) Schleimflocken, teilweise spinnwebartige 5
Sekretstralle/-see Schleimformationen, schwere Aspiration (kaum
noch maoglich)

Der Ubertrag der Bewertung der tracheobronchoskopischen Befunde in den modifizierten
klinischen Untersuchungsscore von Ohnesorge (Gesamtscore) (s.u.) wurde anschliel3end
wie folgt vorgenommen: Eine 0-1 ergab eine 0 im Gesamtscore, eine 2-3 eine 1 und eine 4-5
eine 2. Lagen grofie Diskrepanzen zwischen der Viskositat und der Menge vor, so wurde
immer zugunsten der Menge beurteilt, da diese die validierte und verlasslichere Messgrofie
darstellt (Gerber, Straub et al. 2004).

Wahrend der Tracheobronchoskopie wurde — sofern es die Sekretmenge zulie® — tber den
Arbeitskanal des Endoskops mithilfe eines flexiblen Katheters eine TBS-Probe entnommen.
Da fir die Evaluierung des Krankheitsstatus allerdings bei allen Patienten die wesentlich
reprasentativere Zytologie der BALF vorlag, soll die quantitative Auswertung des
anschlieliend angefertigten TBS-Ausstriches in dieser Arbeit nicht weiter aufgeflihrt werden.
Vor Abschluss der endoskopischen Untersuchung wurden noch in Vorbereitung auf die
folgende bronchoalveoldre Lavage uber den Arbeitskanal des Endoskops 20 ml
Lidocainhydrochlorid (Lidocainhydrochlorid 2%, bela-pharm GmbH und Co. KG, Vechta,
Deutschland) zur Lokalanasthesie an die Bifurcatio tracheae gegeben.

75



Il Material und Methoden

1.2.3.5 Bronchoalveolare Lavage

Im Anschluss an die endoskopische Untersuchung folgte in Anlehnung an die Empfehlungen
von Robinson (2001) die Durchflihrung der bronchoalveolaren Lavage (BAL) mithilfe eines
sterilen BAL-Katheters aus Silikon mit einer Lange von 3 m und einem auleren
Durchmesser von 11 mm (Broncho-Alveolar Lavage Catheter (Silicone), SurgiVet®, Smiths
Medical ASD Inc., St. Paul, MN, USA). Der Katheter wurde bei Uberstreckter Kopf-Hals-
Haltung des Pferdes Uber den ventralen Nasengang ohne endoskopische Kontrolle in die
Trachea eingefiihrt und so weit vorgeschoben, bis ein Widerstand zu spiren war. Nach
Infiltration des am distalen Katheterende liegenden Ballons (Cuffs) mit Luft erfolgte die
portionierte  Instillation von insgesamt 500 ml vorgewarmter (~37°C) steriler
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS, BioWhittaker®, Lonza, Verviers, Belgien) mittels
steriler 100 ml Spritzen. Nach Eingabe der letzten Teilmenge wurde die Flussigkeit
unmittelbar langsam aspiriert und fir den Erhalt einer Poolprobe wieder zurick in das
Ausgangsgefal dberfihrt. An dem skalieten Gefall konnte dann direkt die
zurickgewonnene Menge in ml abgelesen werden. Hierbei gilt eine durchschnittliche
Rickgewinnrate von 40 bis 60 % als physiologisch, wobei sich diese bei bestehender
Atemwegsobstruktion vermindern kann (Robinson 2001). Vorhandener Schaum als
Ausdruck des Surfactant in der wiedergewonnenen Flussigkeit diente als Kontrollkriterium far
den Erhalt einer reprasentativen Probe aus dem Alveolarbereich.

Am Ende der Untersuchungen wurden die Patienten flir durchschnittlich 2 Stunden nichtern
gehalten und erhielten fir 24 Stunden Boxenruhe. Zudem erfolgte am Abend und am
darauffolgenden Morgen eine Kontrolle der Kérperinnentemperatur.

1.2.3.5.1 Aufbereitung der BAL (Probenaufbereitung)

Die Aufbereitung der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit fir die Anfertigung von
Ausstrichpraparaten und fir das Einfrieren der Proben erfolgte unmittelbar oder innerhalb
einer halben Stunde (solange Kuhlung bei 4°C) im hauseigenen Labor. Zunachst wurde die
BALF makroskopisch beurteilt, wobei auf Farbe, Tribung, Schaummenge und
Beimengungen wie Schleim oder Blut geachtet wurde. Dann wurden von der Flissigkeit
jeweils etwa 12 ml in vier 15 ml Réhrchen (Zentrifugenréhren, steril, Sarstedt AG&Co,
Numbrecht, Deutschland) verteilt und bei 1500 rpm fur 10 Min. zentrifugiert. Die flr das
spatere Einfrieren verwendete Flussigkeit wurde gesondert (bei gleicher Einstellung) in einer
Kaltezentrifuge (Tischkuhlzentrifuge Z 326 K, HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen,
Deutschland) bearbeitet und dabei auf 4°C herunter gekuihlt. AnschlieRend wurde hiervon
der Uberstand in 1,5 ml Roéhrchen abpipettiet (unter Vermeidung von
Schaumbeimengungen) und bis zur weiteren Verwendung (s. Abschnitt 1.4
,Laboranalytische Verfahren®) bei -80°C gelagert.
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Fir die Anfertigung eines Ausstrichpraparates wurde der bei der ungekuhlten Zentrifugation
gewonnene Uberstand vorsichtig abgekippt und Teile des Zellsedimentes mit einer Pipette
(100ul) aspiriert. Durch gleichzeitige Mitnahme von geringen Flussigkeitsmengen und
anschlielender Mischung in der Pipettenspitze erfolgte eine leichte Resuspension der
Zellen, was fur eine gleichmaRigere Zellverteilung im Ausstrich sorgte. Es wurden insgesamt
drei Objekttrager mit einem Ausstrich angefertigt und nach Lufttrocknung mit der
Pappenheim-Farbung (May-Grinwald-Giemsa-Farbung) gefarbt.

1.2.3.5.2 Zytologische Untersuchung

Bei der anschlieBenden zytologischen Auswertung der Ausstrichprdparate unter dem
Lichtmikroskop (Olympus BX41TF, Olympus Corporation, Tokyo, Japan) wurde zunachst der
gesamte Objekttrager bei 100facher VergroRerung maanderférmig durchgemustert. Dabei
wurde auf Zellmenge und -verteilung, Mukusgehalt sowie auf besondere Beimengungen wie
Curschmannspiralen, Bakterien, Pflanzenteile und Pilzsporen geachtet. AuRerdem erfolgte
eine Bewertung des Zellgehaltes mit einer Unterteilung in gering-, mittel- und hochgradig.

Die genaue Zelldifferenzierung wurde dann bei 1000facher VergréRerung mit Olimmersion
vorgenommen. Hierflir wurden insgesamt 500 Zellen mithilfe eines Zellcounters (Zell-
Counter AC-8, Karl-Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim, Deutschland) ausgezahlt und der
jeweilige prozentuale Anteil der einzelnen Zellarten an der Gesamtmenge berechnet. Dabei
wurden Alveolarmakrophagen (schaumige und nicht-schaumige), Lymphozyten, neutrophile
Granulozyten, eosinophile Granulozyten und Mastzellen berlcksichtigt. Ferner wurde das
Vorhandensein von Epithelzellen oder Bakterien, die Haufigkeit und Auspréagung von
Schaumzellen und mehrkernigen Riesenzellen, der Segmentierungsgrad der neutrophilen
Granulozyten sowie das Vorkommen von Kernpyknosen, die Phagozytose von Pollen und
andere Auffalligkeiten dokumentiert.

Das physiologische Differentialzellbild der BALF enthalt etwa 60 % Makrophagen, 35 %
Lymphozyten, < 5 % neutrophile Granulozyten bzw. < 10 % (altere Pferde > 5 Jahre), <2 %
Mastzellen und < 0,1 % eosinophile Granulozyten (Robinson 2003; Fey and Grabner 2013).

1.2.3.6 Rontgenologische Untersuchung

Als weiteres diagnostisches Hilfsmittel wurden mit einer digitalen Rontgenanlage (GIERTH
RHF200 ML, GIERTH X-Ray International GmbH, Riesa, Deutschland) radiologische
Aufnahmen der Lunge angefertigt. Dabei wurden zwei laterolaterale Aufnahmen in kaudo-
dorsaler (Mitte der Rontgenkassette etwa 11. Rippe/Sitzbeinhtcker) und kaudo-ventraler
(etwa 7. Rippe/Buggelenk) Position angefertigt (Gehlen, Niedermaier et al. 2009). Die
Aufnahmen erfolgten mit einem Film-Fokus Abstand von etwa 1-1,2 m bei 90 kV und 0,30
mAs unter Verwendung eines Rasters. Die Beurteilung der Bilder erfolgte an einem
gesonderten  Auswertungsbildschirm, wobei flr die bronchiale und interstitielle
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Lungenzeichnung eine Graduierung mit Werten von 0-3 erfolgte. Dabei wurde fur einen
unauffalligen Befund eine 0, flirr eine geringgradige Zeichnung eine 1, flr eine mittelgradige
eine 2 und fir eine hochgradige Zeichnung eine 3 vergeben. Fir die unmittelbare
Diagnosestellung erfolgte eine erste Beurteilung der Bilder immer direkt im Zuge der
Untersuchungen. Fur die Ergebnisse und die statistischen Auswertungen allerdings wurden
die Rontgenbilder am Ende der Studie noch einmal verblindet bewertet.

1.2.4 Klinischer Score

Zusatzlich zu der Einteilung in die verschiedenen Gruppen in Anlehnung an die Diagnose
erfolgte noch eine Einteilung nach dem Schweregrad der Erkrankung in gesund,
geringgradig, mittelgradig und hochgradig erkrankt. Hierfir wurde ein modifizierter
Untersuchungsscore nach Ohnesorge, Trotschel et al. (1998) angewandt, der unter anderem
die fur die Definition des ,heaves-phenotyp“ essentielle Beurteilung der
Atemwegsobstruktion impliziert (Robinson 2001).

Anhand des Scores wurde an allen drei Tagen ein Wert fir den Schweregrad der
Erkrankung ermittelt und aus diesen drei Zahlen wiederum das arithemtische Mittel gebildet,
was dann den fir die abschlielende Einteilung ausschlaggebenden Wert darstellte. So
wurde versucht, eventuelle Variabilitaten der Lungenfunktion und damit auch von klinischen
Befunden auszugleichen. Die nur einmalig erhobenen Befunde der Endoskopie und
Zytologie sowie der Perkussion wurden fiir alle drei Tage einheitlich Gbernommen. Die zur
Beurteilung herangezogenen Kriterien mit der entsprechenden Punkteverteilung und die
abschlielende Einteilung in den Schweregrad konnen aus der folgenden Tab. 3 (S. 79)
entnommen werden.
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Tab. 3: Klinischer Untersuchungsscore modifiziert nach Ohnesorge, Trotschel et al.
(1998)

Untersuchung Befund Punktzahl Tag 1 ?_Zgrze Tag 3
Nicht ausldsbar 0
Hustenausldsung Mehrfach auslésbar 1
(max. 1 Punkt) Auswurf 1
Spontaner Husten 1
Abdominale Atmung 1
Verlangerte Exspiration 1
Ruhedyspnoe Einsinkende ICR 3
(max. 3 Punkte) Nusternblahen 3
Dampfrinne 3
Afteratmung 3
Lungenperkussion Erweiterung 3 Finger 0
Erweiterung handbreit 1
(max. 2 Punkte) D3
ampfung 2
. Rasseln 2
ingeneteten :
Giemen 2
Sekret deutlich vermehrt
u./o. mafig viskos 1
Tracheobronchoskopie Sekret hgr. vermehrt u./o.
(max. 2 Punkte) zahviskos 2
Carina tracheae deutlich
verdickt 1
Neutrophile < 10% 0
Neutrophile 10-15 % 1
BAL (max. 3 Punkte) Neutrophile 15-25% 2
Neutrophile >25% 3
Blutgasanalyse A-aDO2 7-14mmHg 1
(max. 2 Punkte) A-aDO2 > 14mmHg 2
Gesamtpunktzahl
Erkrankungsgrad:
0 -1 gesund

2 — 3 ggr. erkrankt
4 — 6 mgr. erkrankt
2 7 hgr. erkrankt

1.3 Inhalationstherapie

Bei 12 Patienten (8 Pferde mit der Diagnose ,COB in Exazerbation“ und 4 Pferde mit der
Diagnose ,IAD/COB in Remission) wurde in der Klinik unter optimierten
Haltungsbedingungen (Spane, nasses Heu, fakultativ Paddock) eine 10-tagige
Inhalationstherapie mit Budesonid (3 pg/kg KGW, Pulmicort® (2 mg/1 ml), AstraZenecea,
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Wedel, Deutschland) durchgeflhrt. Die Inhalation erfolgte zweimal taglich in einem Abstand
von mindestens vier Stunden in Ruhe oder unter leichter Bewegung an der Longe mithilfe
einer mobilen Inhalationsmaske mit integriertem Ultraschallvernebler-System (SaHoMa®-lI,
NEBU-TEC International med. Produkte Eike Kern GmbH, Elsenfeld, Deutschland). Nach
Abschluss der Therapie erfolgte bei diesen Patienten ein zweiter Untersuchungsdurchlauf (s.
Kapitel 111, Abschnitt 1.2.1) mit entsprechend analoger Probenaufbereitung.

1.4 Laboranalytische Verfahren

1.4.1 Bestimmung von Fibrinogen

Fur die Bestimmung der Fibrinogenkonzentration in der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit
wurden die Proben an das Labor fur klinische Diagnostik LABOKLIN GmbH & CO. KG in Bad
Kissingen weitergeleitet. Der Transport erfolgte dabei auf Trockeneis, um den gefrorenen
Zustand zu erhalten und gréRere praanalytische Temperaturschwankungen zu vermeiden.
Die Fibrinogenbestimmung erfolgte automatisiert auf einem ¢701 Modul der Serie Cobas®
8000 der Firma Roche Diagnostics Deutschland GmbH (Mannheim, Deutschland). Bei der
auf diesem Gerat verwendeten Methode handelte es sich um ein immunologisches
Messverfahren mit photometrischer Bestimmung der Tribungszunahme (Turbidimetrie). Das
eingesetzte Testreagenz wurde von der Firma Dako Deutschland GmbH (Hamburg,
Deutschland) bezogen.

Die spezifische Nachweisgrenze fir die Fibrinogenkonzentration lag hier bei 0,001 g/l, wobei
sich der valide Messbereich bis 5 g/l erstreckte. Die Kennwerte flr die Testprazision, die
Intra- und Inter-Assay-Variantionskoeffizienten, lagen bei < 2 % und < 3 % entsprechend.

1.4.2 Bestimmung von SAA

Fir die Bestimmung der SAA-Konzentration wurden die Proben ebenfalls an das Labor fir
klinische Diagnostik LABOKLIN GmbH & CO. KG in Bad Kissingen weitergeleitet. Der
Transport erfolgte in gefrorenem Zustand auf Trockeneis.

Hier kam dann der von dem Labor standardmafig verwendete ,Phase“™ Serum Amyloid A
Assay (SAA) — Multispecies der Firma Tridelta Development Ltd. (Irland) zum Einsatz. Bei
diesem Testsystem handelt es sich um einen sogenannten ,Sandwich-ELISA®, bei dem das
zu detektierende Protein — in diesem Fall das SAA — zwischen zwei Antikdrpern
eingeschlossen wird. Einer der Antikdrper ist hierbei fest an den Boden der Mikrotiterplatte
gebunden, wahrend der zweite, sogenannte Anti-SAA Antikdrper erst zusammen mit der
Testldsung auf die Platte aufgebracht wird. In dem anschlielienden Inkubationsvorgang kann
dann das in den Proben vorhandene SAA an den stationaren Antikorper binden und der freie
zweite Antikorper entsprechend an das SAA der Proben. Nichtgebundene Antikérper werden
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durch mehrmaliges Waschen entfernt. Da der zweite Antikdrper mit Meerrettich-Peroxidase
(horseradish peroxidase, HRP) versehen ist, kommt es nach Zugabe von TMB-Substrat
(Tetramethylbenzidin) zu einem Farbumschlag, dessen Intensitait der Menge an
vorhandenem SAA entspricht. Mithilfe einer erstellten Standardkurve I8sst sich dann daraus
die entsprechende Konzentration in den Proben ermitteln.

Alle Proben wurden unverdunnt eingesetzt und der Test wurde nach der Anleitung des
Herstellers durchgefiihrt. Demnach erstreckte sich der valide Messbereich von 2,5 ug/ml bis
40 ug/ml, wobei sich eine spezifische Nachweisgrenze von 0,01 ug/ml ergab. Fir den Intra-
und Inter-Assay-Variationskoeffizienten wurden Werte von 5 % bzw. 9 % ermittelt.

1.4.3 Bestimmung der D-Dimere

Fir die Bestimmung der Konzentration der D-Dimere wurden die Proben an das Synlab
Pharmainstitut in Berlin Ubermittelt. Wahrend des Transportes wurden die Proben mit
Trockeneis in gefrorenem Zustand gehalten. In dem Labor erfolgte die Messung der D-
Dimere in der BALF mit dem INNOVANCE® D-Dimer Test (Siemens Healthcare Diagnostics
GmbH, Eschborn, Deutschland) auf dem automatischen Analysegerat Sysmex® CA-1500
System (Sysmex Corporation, Norderstedt, Deutschland). Bei dem INNOVANCE® D-Dimer
handelt es sich um einen immunturbidimetrischen Test mit Latexpartikelverstarkung, der zum
quantitativen D-Dimer-Nachweis dient. Das Prinzip des Analyseverfahrens basiert dabei auf
einer Aggregationsreaktion, die durch die Verbindung von — Kkovalent mit einem
monoklonalen Antikdrper (8D3) versehenen — Polystyrolpartikel mit den in der Probe
enthaltenen D-Dimeren entsteht. Da die D-Dimer-Quervernetzungsregion
spiegelsymmetrisch aufgebaut ist, genigt hierbei ein Antikérper fir die Aggregation. Der
Partikelzusammenschluss fiihrt zu einer Tribungszunahme der Lésung, die dann
immunturbidimetrisch gemessen und als die dementsprechende D-Dimer-Konzentration in
mg/l Fibrinogenaquivalent (Fibrinogen Equivalent Unit, FEU) ausgegeben wird. 1mg/| FEU
entspricht dabei der Konzentration an Fibrinabbauprodukten, die aus dem Abbau von 1 mg/|
Fibrinogen resultiert. Die geratespezifische untere Nachweisgrenze lag fur das hier
verwendete Analysesystem bei 0,190 mg/l FEU. Als oberer Messbereich wurden 4,40 mg/l
FEU angegeben.

Die Durchflihrung des Tests erfolgte nach der Standardarbeitsanweisung fir die Labore von
synlab pharma institute (Dok-Nr.: mSOP_HS6442 V2) gemal den Angaben des Herstellers
(Packungsbeilage, INNOVANCE® D-Dimer, Siemens). Die, vom Labor Ubermittelte,
Qualitatsprifung ergab einen Intra-Assay-Variationskoeffizient von rund 3 % und einen Inter-
Assay-Variationskoeffizient von rund 10 %.

81



Il Material und Methoden

1.4.3.1 Anreicherung der D-Dimere in der BALF

Fur einen Nachweis von D-Dimer Konzentrationen in den Proben unterhalb der angefiihrten
Nachweisgrenze (< 0,190 mg/l FEU) wurde von genanntem Referenzlabor fir 25 Falle
(Pferde Nr. 6, 13, 17, 18, 21, 23, 31, 37, 42, 43, 45, 49, 54, 57, 58, 62, 66, 70, 71 sowie
Pferde Nr. 31, 37, 43, 45, 54, 57 nach Therapie) eine Proteinanreicherung der
bronchoalveolaren Lavageflissigkeit vorgenommen. Die Grinde fur diese Auswahl sind an
entsprechender Stelle im Ergebnis- und Diskussions-Teil dieser Arbeit ausfihrlich dargelegt
und werden daher an dieser Stelle nicht weiter benannt.

Fur das Anreicherungsverfahren wurden die entsprechenden Proben jeweils in speziellen
Ultrafiltrationsrohrchen  (Centrifree® Ultrafiltrationseinheiten, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) bei 2000g eine Stunde lang zentrifugiert (Rotina 420R, Andreas Hettich GmbH
& Co. KG, Tuttlingen, Deutschland). Durch den zweiteiligen Aufbau der R&hrchen mit
eingebauter Ultrafiltrationsmembran werden bei der Zentrifugation bis zu 99,9% der Proteine
im Uberstand zuriickgehalten, was in einer Faktoranreicherung in eben diesem resultiert.
Der Anreicherungsfaktor wurde in diesem Fall nicht durch Proteinbestimmung exakt ermittelt,
sondern durch Wagung der entsprechenden Einheiten vor und nach Zentrifugation
hypothetisch berechnet (Ausgangsgewicht/Endgewicht der BALF). Anschliellend wurde die
D-Dimer Konzentration in dem Filtrat mit dem INNOVANCE® D-Dimer Test wie oben
aufgefihrt bestimmt und am Ende durch Hinzunahme des Anreicherungsfaktors die
entsprechende Menge in der Ursprungsprobe berechnet (D-Dimere im Filtrat /
Anreicherungsfaktor = D-Dimere in der Ausgangslésung).

1.4.4 Bestimmung von PAI-1

Die Bestimmung von PAI-1 wurde eigenstandig in den Raumen und unter Aufsicht von
Mitarbeitern des Instituts flir Veterinarbiochemie sowie der Veterinarphysiologie
durchgefuhrt.

Dabei kamen drei Testsysteme zum Einsatz. Diese waren ein speziesspezifischer
kompetitiver ELISA mit equinen Antikérpern (Horse Plasminogen activator inhibitor 1
(SERPINE1) ELISA Kit, Cusabio Biotech Co., Ltd.) sowie zwei sogenannte Sandwich-ELISA,
bei denen es sich zum einen um einen humanen Test der Firma R&D Systems®, Inc.
(Quantikine® ELISA, Human Serpin E1/PAl-1) handelte und zum anderen um einen
speziesspezifischen ELISA der Firma Genorise Scientific, Inc. (Nori® Equine Serpin E1/PAI-
1 ELISA Kit). Das Testprinzip letzterer Assays wurde bereits im Zuge der SAA-Bestimmung
eingehend erldutert. Bei dem kompetitiven ELISA-System konkurrieren unmarkierte
Standards und Proben mit einem Enzym-gebundenen sekundaren Antikérper um die
Bindungsstellen auf der Mikrotiterplatte. Da der Farbumschlag auch hier auf einer Enzym-
vermittelten chemischen Reaktion beruht, ist die Konzentration an Antigen im Standard und
in den Proben demnach umgekehrt proportional zu der gemessenen optischen Dichte. Der
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Messbereich des kompetitiven ELISA erstreckte sich von 1,56 bis 100 pg/ml und es wurden
Werte von 8 % und 10 % fir die Intra- bzw. Inter-Assay-Varianz angegeben.

Die anderen beiden Testsysteme wiesen Messbereiche von 0,014 bis 20 ng/ml (Quantikine®
ELISA) und von 3 bis 10000 pg/ml (Nori® Equine Serpin E1/PAI-1 ELISA) auf. Als Intra- und
Intervariantionskoeffizienten wurden 6 % bzw. 7 % fiir erstgenannten sowie von 6 % bzw. 9
% letzteren aufgefuhrt.

Die Durchfuhrung des Assays erfolgte jeweils nach der vom Hersteller mitgelieferten
Anleitung. Dabei wurden fir den Standard wie auch fiir die Proben die Bestimmungen stets
im doppelten Ansatz vorgenommen. Neben dem Einsatz verschiedener Verdinnungsstufen
der Proben in den ersten (Test-)Durchlaufen, wurden auch Kavitadten mit Plasma von
gesunden Pferden und von Kolik-Patienten belegt.
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1.5 Statistische Auswertung und graphische Darstellung

Die statistische Auswertung und auch die Erstellung von Grafiken erfolgte mithilfe der
Software ,SPSS* (IBM SPSS Statistics 22, SPSS Campus Edition).
Fir die verschiedenen Parameter, bei denen Daten an drei Tagen erhoben wurden (s.o.),
wurde das daraus hervorgehende Mittel fur die Berechnungen herangezogen.
Es erfolgte zunachst eine deskriptive Analyse der Daten, aus der fur kontinuierliche
(intervallskalierte) Variablen die Verteilung, die zentrale Tendenz und die Streuung beurteilt
wurde. Dabei wurde gepruft, ob die Annahme fir eine Normalverteilung der Daten
(sogenannte Gauss’'sche Normalverteilung) gegeben war, was ein wesentliches
Entscheidungskriterium bei der Wahl der weiterfihrenden statistischen Testverfahren
darstellte (s.u.). Um eine Aussage Uber die Verteilung zu treffen, wurden mehrere
KenngroRen betrachtet. Folgende Parameter wurden herangezogen, um zu beurteilen, ob
eine Normalverteilung angenommen werden kann:
1) Verteilung der Daten im Histogramm entspricht annahernd einer Normalverteilung
2) Punkteverteilung im Q-Q-Plot nahe der aufgetragenen Diagonale
3) Mittelwert und Median ohne wesentliche Differenz
4) Die Spanne zwischen dem Wert fir die berechnete Schiefe und dem Ergebnis der
Subtraktion der zweifachen Standardabweichung von dieser schlief3t die Zahl 0 mit
ein.
5) Bei den statistischen Tests auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk)
kann die Nullhypothese ,HO = Daten sind normalverteilt* nicht verworfen werden (p >
0,05).
Die Beschreibung der Daten (Deskription) erfolgte fur normalverteilte Daten anhand des
Mittelwertes (MW) und der Standardabweichung (x SD) und fir nicht normalverteilte Daten
anhand des Medians (Md) und den 25%- und 75%-Quartilen, auch 1. und 3. Quartil (Q1/3)
genannt. Eine Ausnahme hiervon bildete die Diagnosegruppe 5 ,akute/subakute
Pneumonie“. Da durch die geringe Fallzahl von 3 eine verlassliche Aussage Uber die
Verteilung der Daten nicht mdglich war, wurden die Ergebnisse dieser drei Patienten immer
im Einzelnen aufgefuhrt.
Fir ordinale und nominale Daten wurden fur die Deskription die Haufigkeiten der einzelnen
Auspragungen angegeben sowie flir die Scoresysteme mit Punktevergabe zusatzlich der
Modalwert, also der Wert, der am haufigsten auftritt.

Fir die anschliefende schlieRende Statistik wurden nur die Diagnosegruppen 1, 2, 3 und 4
bertcksichtigt. Die Gruppe 5 wurde aufgrund der sehr geringen Anzahl der Probanden, die
einen aussagekraftigen Ruckschluss auf die Grundgesamtheit schwierig macht, sowie
wegen des biologischen Unterschieds in der Krankheitsgenese zwischen akuten und
chronischen Erkrankungen von den weiterflhrenden statistischen Berechnungen
ausgeschlossen.
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Die schlieBende Statistik wurde jeweils fur das gesamte Patientenkollektiv sowie getrennt
davon fiir die zwolf Pferde mit Arzneimittelbehandlung durchgefiihrt. Im Folgenden sind die
verwendeten Analyseverfahren im Einzelnen aufgefihrt.

Bei der Betrachtung des gesamten Patientenkollektivs wurde untersucht, ob es zwischen
den Gruppen statistisch signifikante Unterschiede bezlglich der verschiedenen Parameter
der klinischen Untersuchungen sowie der drei Laborparameter gab. Getestet wurden hierbei
Unterschiede in den Werten zwischen:

a) der gesunden Kontrollgruppe und dem gesamten Kollektiv chronisch kranker Tiere

b) der gesunden Kontrollgruppe und den verschiedenen Diagnosegruppen im Einzelnen

¢) den Diagnosegruppen 2, 3 und 4.
Die Berechnungen erfolgten dabei unter der Annahme der Nullhypothese ,HO = es besteht
kein Unterschied zwischen den jeweiligen Gruppen® und der entsprechenden
Alternativhypothese ,HA = es besteht eine Unterschied zwischen den Gruppen®. Fur die
Beurteilung wurde stets das Ergebnis der zweiseitigen Testhypothese herangezogen und
das Signifikanzniveau mit 0,05 definiert. Demnach wurde bei einem p-Wert < 0,05 die
Nullhypothese verworfen und die Alternativhypothese angenommen. P-Werte zwischen 0,01
und 0,05 wurden als signifikant, p-Werte von 0,001 bis 0,01 als hoch signifikanten und p-
Werte < 0,001 als hochst signifikant betrachtet. Grundsatzlich wurden bei Zielvariablen mit
normalverteilten Daten parametrische und bei solchen mit nicht normalverteilten oder nicht-
intervall-skalierten Daten nicht-parametrische Testverfahren (sogenannte Ranganalysen)
angewandt. Dabei kamen immer die jeweiligen Tests fir unabhangige Stichproben zum
Einsatz. Bei dem Vergleich von zwei oder mehr Gruppen musste die
Normalverteilungsannahme flir jede einzelne Gruppe gepruft werden. Wurde diese bei nur
mindestens einer verletzt, wurde ein nicht-parametrischer Test angewandt.
Dementsprechend wurde zur Testung der Unterschiedshypothese zwischen zwei Gruppen
(entspricht a)) bei normalverteilten Daten der Studentsche t-Test (parametrisches
Testverfahren) und bei nicht normalverteilten oder ordinal skalierten Daten der Mann-
Whitney-U-Test (nicht-parametrisches Testverfahren) durchgefihrt. FiUr nominale Daten
fanden die Berechnungen mittels des Chi-Quadrat-Tests bzw. des exakten Tests nach
Fisher statt. Letzterer kam zur Anwendung, wenn in mindestens 25% der Zellen des Chi-
Quadrat-Tests weniger als funf erwartete Haufigkeiten vorlagen.
Wurden mehr als zwei Gruppen miteinander verglichen (entspricht b) und c)), fand die
Hypothesen-Testung bei gegebener Normalverteilung mittels einfaktorieller Varianzanalyse
(UNIANOVA) und bei fehlender Normalverteilung bzw. ordinalen Daten mittels Kruskal-
Wallis-Test und bei nominalen Daten wieder mit dem Chi-Quadrat bzw. dem exakten Test
nach Fisher statt. Zeigten die genannten Tests einen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen den Diagnosegruppen an, wurde eine sogenannte Post-Hoc-Analyse
angeschlossen, bei der paarweise Vergleiche der Gruppen untereinander mit
entsprechender Ausgabe der p-Werte erfolgten. Im Falle des UNIANOVA handelte es sich
dabei um den Tukey-Test und im Falle des Kruskal-Wallis um den Test nach Dunnett. Beide
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Verfahren korrigieren den sogenannten alpha-Fehler. Um die Power des Tests zu erhdhen,
wurde zudem bei dem Vergleich aller Diagnosegruppen mit Kontrasten gearbeitet — ein
gangiges Verfahren fir ein Kontrollgruppendesign. Dabei wurde der Kontrasttyp ,Einfach® fir
die Berechnungen gewahlt und die Gruppe der lungengesunden Kontrolltiere als
Referenzkollektiv herangezogen.

Bei dem Chi-Quadrat-Test wurde mittels des spaltenweisen Z-Vergleichs mit Bonferroni-
Korrektur geprift, welche Gruppen sich auf dem Signifikanzniveau von 0,05 signifikant
voneinander unterscheiden. Die Ausgabe einzelner gruppenspezifischer p-Werte war hierbei
jedoch nicht méglich.

An dieser Stelle ist noch anzumerken, dass flir die statistische Auswertung der Unterschiede
in der maximalen interpleuralen Druckdifferenz trotz normalverteilten Daten immer das nicht-
parametrische Testverfahren gewahlt wurde, da fur diese Untersuchung nur relativ kleine
Stichprobenzahlen in den einzelnen Gruppen vorlagen (n =7, 13, 9 und 6).

Bei den zwolf therapierten Pferden wurden speziell Unterschiede zwischen den Werten vor
und nach Therapie untersucht. Getestet wurden hierbei Unterschiede zwischen:

a) den Werten vor und denen nach Therapie aller zwdlf Pferde zusammengenommen

b) den Werten vor und denen nach Therapie fur die beiden Diagnosegruppen (,COB in

Exazerbation® und ,|JAD/COB in Remission®) getrennt.

Da es sich bei dem Kollektiv der Therapie-Gruppe um eine relativ geringe Stichprobenzahl
von insgesamt 12 bzw. nur 8 und 4 Tieren in den jeweiligen Gruppen handelte, wurden fiir
die statistischen Berechnungen immer nicht-parametrische Analyseverfahren (flr
verbundene Stichproben) angewandt. Diese waren fur intervall- und ordinal-skalierte Daten
der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test und flr nominale Daten der McNemar-Test. Die
Formulierung der Nullhypothese und die Wahl des Signifikanzniveaus erfolgten analog zu
den Analysen der unverbundenen Stichproben (s.o0.).

Neben der Untersuchung von Unterschieden wurde vereinzelt auch Uberprift, ob es einen
statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen einzelnen Parametern gibt. Fir die
Bestimmung von Zusammenhangen wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman
herangezogen  (nicht-parametrische  Korrelationsanalyse). Zur  Beurteilung des
Zusammenhanges wurde neben dem Wert des Rangkorrelationskoeffizienten (rs) auch der
p-Wert betrachtet. Bei Werten fiir rs von 0 bis 0,25 wurde von keiner Korrelation, bei Werten
von 0,25 bis 0,5 von einer schwachen, bei Werten von 0,5 bis 0,75 von einer guten und bei
Werten von 0,75 bis 1 von einer starken Korrelation ausgegangen. Zusatzlich wurde fir die
weitergehende Interpretation Uber die Art bzw. die Ursache des Zusammenhanges der
entsprechende Scatter-Plot betrachtet. Anhand dieser Grafik konnte gezeigt werden, ob ein
tatsachlicher Zusammenhang der getesteten Parameter bestand oder ob die angezeigte
Korrelation durch Clusterbildung innerhalb der einzelnen Gruppen in spezifischen
Wertebereichen entstanden und ein weiterflihrendes Berechnungsmodell flir eine
verlassliche Aussage nétig war. Aufgrund fehlender Normalverteilung der Daten wurde dann
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an dieser Stelle eine logistische Regression (statt der gangigen erweiterten linearen
Regression) angewandt, mit der entsprechende Einflussfaktoren analysiert werden konnten.

Die grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Form von Box-plots flr intervallskalierte
Daten und in Form von Balkendiagrammen fur ordinale Daten. Zusatzlich wurden die
gruppenspezifischen Werte aus der deskriptiven Datenanalyse ausgewahlter Parameter in
Tabellen vergleichend aufgefuhrt. Entsprechend der Werteverteilung und des Skalenniveaus
sind darin entweder der Mittelwert (+SD), der Median (inkl. Qi;3) oder der Modalwert
angegeben sowie die beobachteten Minima und Maxima.
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2 Ergebnisse

2.1 Probandengut/Patientenkollektiv

Von den insgesamt 61 fur die Studie verwendeten Probanden konnten nach Abschluss aller
Untersuchungen und unter Bericksichtigung der in Kapitel Ill, Abschnitt 1.1.2, S. 68
formulierten Einschlusskriterien 15 Pferde der Gruppe 1 (Gesund), 18 Pferde der Gruppe 2
(COB in Exazerbation), 14 Pferde der Gruppe 3 (IAD/COB in Remission), 11 Pferde der
Gruppe 4 (interstitielle Pneumopathie) und 3 Pferde der Gruppe 5 (akute/subakute
Pneumonie) zugeordnet werden. Von den insgesamt 12 Patienten, die eine
Inhalationstherapie mit anschlieRender Kontrolluntersuchung erhielten, stammten 8 Tiere
aus der Gruppe 2 und 4 Tiere aus der Gruppe 3.

Entsprechend der in Kapitel Ill Abschnitt 1.1.1 ,Allgemeines Patientenkollektiv® bereits
aufgeflihrten heterogenen Rasseverteilung reichte die Groflie von 123 cm bis 175 cm (154 £
12 cm). Das Gewicht der Tiere lag im Mittel bei 469 (£ 96) kg mit einem Minimum von 250 kg
und einem Maximum von 650 kg.

Im Durchschnitt waren die Probanden 12 (x 5) Jahre alt, wobei das jungste Pferd ein Jahr alt
war und das alteste 23 Jahre alt. Dabei zeigten sich zum einen ein hochst signifikanter
Unterschied (p<0,001) zwischen dem durchschnittlichen Alter der gesunden Kontrollgruppe
und dem der chronisch kranken Tiere sowie signifikante Unterschiede zwischen dem
durchschnittlichen Alter der Pferde mit ,COB in Exazerbation“ und denen mit der Diagnose
,JAD/COB in Remission“ (p=0,037) und ,interstitielle Pneumopathie® (p=0,013). Die
Altersunterschiede fir die einzelnen Gruppen sind in der folgenden Tab. 4 dargestellt.

Tab. 4: Ubersicht liber die durchschnittliche Altersverteilung in den Diagnosegruppen

Diagnosegruppe Alter in Jahren (MW % SD)
gesund 8 + 42P
chronisch krank (Gruppe 2,3 und 4) 14 + 5°
COB in Exazerbation 17 £ 5°°
IAD/COB in Remission 13 £ 4°°
interstitielle Pneumopathie 12 + 45¢
akute/subakute Pneumonie Die 3 Tiere waren 1, 8 und 18 Jahre alt.

a Hdochst signifikanter Altersunterschied zwischen ,,Gesund® und ,.chronisch krank* (p<0,001).

b Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen 1 und 2 (p<0,001), den Gruppen 1 und 3
(p=0,006) und den Gruppen 1 und 4 (p=0,041). ¢ Signifikanter Unterschied zwischen Gruppe 2 und
Gruppe 3 (p=0,037) sowie 2 und 4 (p=0,013).
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2.2 Ergebnisse der Untersuchungen

2.21 Ergebnisse der allgemeinen und speziellen klinischen Untersuchung

Von den 61 Pferden des vorliegenden Patientenkollektivs wurden 48 aufgrund klinischer
Auffalligkeiten von ihren Besitzern zur diagnostischen Abklarung in der internistischen
Abteilung der Klinik vorgestellt, wobei der Grund fir die Vorstellung ein einzelnes
dominierendes Symptom oder eine Mehrzahl von Symptomen war (Abb. 6). Mit 52,1%
(n=25) wurde die Uberwiegende Zahl der Patienten wegen einer Kombination von
Symptomen vorstellig. Dabei wurde bei fast allen dieser Tiere (n=25) von den Besitzern eine
bereits bekannte COB-Erkrankung genannt. Eine genaue Abgrenzung der Dauer der
Vorerkrankung war jedoch in der Regel nicht méglich, da die Angaben sehr unsicher waren
und haufig Faktoren wie Besitzerwechsel mit hinzukamen. Am zweithdufigsten wurde eine
Leistungseinschrankung (n=12) genannt, gefolgt von einst beobachteter oder aktuell akuter
Dyspnoe (n=9), Husten (n=8), Nasenausfluss (n=6), erhdhter Atemfrequenz (n=3),
Gewichtsverlust (n=3) und einer vergangenen viralen Infektion (n=2).

Bei den Patienten, die vor allem wegen eines dominierenden Symptoms zur Abklarung in die
Klinik gebracht wurden, gaben die Besitzer zu 37,5% (n=18) Husten, zu 6,3% (n=3)
Leistungseinschrankungen und zu je 2,1% (n=1) ein erhdhten Atemfrequenz bzw. zeitweise

auftretende Dyspnoe als alleinige Auffalligkeit an.
Vorstellungsgrund

E Husten

3 erhishte Atemfrequenz

B byspnoe

B Leistungseinschrankungen

Dkomhination von
Symptomen

Abb. 6: Haufigkeitsverteilung der verschiedenen Grinde fiir die Vorstellung in der
Klinik. Bei einer Kombination von Symptomen nannten die Besitzer neben den in der
Legende bereits namentlich aufgefuhrten Auffalligkeiten auch noch Nasenausfluss,
Gewichtsverlust und eine durchgemachte virale Infektion.
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Bei Einlieferung in die Klinik war das Allgemeinbefinden der Patienten, aul3er bei denen, die
eine akute Dyspnoe aufwiesen, weitestgehend ungestort. Bei bestehender Atemnot wurden
die Tiere mit mittelgradig bis zum Teil hochgradig gestértem Allgemeinbefinden beurteilt.

Von den drei Patienten (Pferd Nr. 35, 38 und 44), die neben respiratorischen Symptomen
auch wegen Gewichtsverlust in die Klinik kamen, wies Pferd Nr. 44 einen mafigen und Pferd
Nr. 38 einen schlechten Ernahrungszustand auf. Pferd Nr. 35 wurde als kachektisch
eingestuft. Bei Pferd Nr. 44 lag zudem eine erhdhte Atemfrequenz und bei den Pferden Nr.
38 und 35 sogar eine hochgradige Atemnot vor — beide Tiere zeigten diesen Zustand laut
Besitzerangaben in alterierender Starke bereits Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen.
Die Tiere, die fur die gesunde Kontrollgruppe ausgewahlt wurden, hatten alle ein ungestoértes
Allgemeinbefinden.

Weitere Parameter der allgemeinen klinischen Untersuchung wie die kapillare Fullungszeit,
der Hautturgor etc. waren Ubereinstimmend ohne besonderen Befund. Vereinzelt zeigten
sich geringgradig vergrolierte Lnn. mandibulares (verschieblich, nicht schmerzhaft) und
lediglich bei 2 der 3 Patienten mit akuter/subakuter Pneumonie eine pathologische
GréRenzunahme dieser.

Bei den Vitalparametern lag die Herzfrequenz in der gesunden Kontrollgruppe im
Durchschnitt bei 37 £ 4 Schlagen pro Minute und die innere Kérpertemperatur bei 37,4 £ 0,3
°C. Fur die chronisch lungenkranken Probanden ergaben sich Durchschnittswerte von 38 + 4
Schlagen pro Minute und 37,5 + 0,3 °C respektive.

Im Gegensatz zu der Herzfrequenz und der inneren Koérpertemperatur konnten bei der
Atemfrequenz deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden. In der
gesunden Kontrollgruppe lag die durchschnittliche Atemfrequenz bei 14 + 2 Atemziigen pro
Minute, in der Gruppe 2 bei 22 + 6, in der Gruppe 3 bei 17 £ 4 und in der Gruppe 4 bei 16 £ 4
Atemzigen pro Minute. Die Patienten mit akuter/subakuter Pneumonie zeigten alle eine
Atemfrequenz von 13 Atemziigen pro Minute. Die Unterschiede erwiesen sich hierbei
zwischen den Pferden mit COB in Exazerbation zu allen anderen Gruppen als signifikant.
Die einzelnen p-Werte gehen aus der Abb. 7 (S. 91) hervor.
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p=0,009
p=0,012

357

304

Atemziige pro Minute

10 <0,001

T I T T 1
Gesund COBin IAD/COBin _Interstitielle Akute
Exazerbation Remission Pneumaopathie Pneumanie

Diagnose

Abb. 7: Atemfrequenz in Abhangigkeit von der Diagnosegruppe. Signifikante
Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen sind durch die Klammern und mit den
entsprechenden p-Werten ausgewiesen.

Von der speziellen klinischen Untersuchung des Respirationstraktes sind im Folgenden nur
die Parameter aufgefiihrt, die auch in dem modifizierten klinischen Score nach Ohnesorge
(1998) bericksichtigt werden. Dazu gehdéren die Hustenauslésung, die Ruhedyspnoe, die
Lungenperkussion und die Lungenauskultation.

In der Gruppe der gesunden Kontrolltiere zeigten sich keinerlei Auffalligkeiten in der
speziellen Untersuchung des Respirationstraktes. Im Vergleich dazu konnten bei den
erkrankten Tieren durchweg pathologische Befunde mit unterschiedlicher Intensitat und
Haufigkeit festgestellt werden. So liel} sich bei 37% (n=17) mehrfach manuell Husten
auslosen, 28,2% (n=13) zeigten eine gering- bis mittelgradige und 13% (n=6) eine
hochgradige Ruhedyspnoe. Bei ebenfalls 13% (n=6) ergab die Lungenperkussion eine
VergrolRerung des Lungenfeldes und 6,5% (n=3) hatten eine positiven Auskultationsbefund
mit abnormen Atemgerauschen wie Rasseln, Hiemen oder Giemen. Bei Betrachtung der
einzelnen Gruppen ergaben sich krankheitsspezifische und zum Teil auch statistisch
signifikante Unterschiede in der Haufigkeit bzw. Starke der jeweiligen Befunde, wobei die
Auspragungen bei den Pferden mit der Diagnose ,COB in Exazerbation grundsatzlich am
starksten waren. Im Folgenden werden diese Gruppenunterschiede fiir Husten, Dyspnoe,
Perkussion und Auskultation naher erldutert. Eine manuelle Hustenauslésung war bei 8 von
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18 Pferden (44,4%) der Gruppe 2, bei 5 von 14 Pferden (35,7%) der Gruppe 3, bei nur 2 von
11 Pferden (18,2%) der Gruppe 4 und bei 2 von 3 Pferden (66,7%) der Gruppe 5 maglich.
Bei den Tieren mit akuter/subakuter Pneumonie (Gruppe 5) waren alle weiteren Parameter
(Ruhedyspnoe, Lungenperkussion, Lungenauskultation) ansonsten ohne besonderen
Befund, weshalb diese Diagnosegruppe im Folgenden nicht mehr weiter genannt wird.
Hingegen zeigten 11 (61,1%) Tiere mit der Diagnose ,,COB in Exazerbation® eine gering- bis
mittelgradige und 5 (27,8%) Tiere aus dieser Gruppe eine hochgradige Ruhedyspnoe. Von
den Patienten mit der Diagnose ,JAD/COB in Remission® zeigte lediglich ein Patient (gering-
bis mittelgradig) und von denen mit der Diagnose ,interstitielle Pneumopathie nur zwei
Patienten (1x gering- bis mittelgradig, 1x hochgradig) dieses klinische Bild. Dieser
Unterschied erwies sich Uber alle Diagnosegruppen hinweg (mit und ohne Einschluss von
Gruppe 1) als hdchst signifikant (p<0,001). Im paarweisen Einzelvergleich zeigten sich
schliel3lich hoéchst bzw. hoch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen 1 und 2
(p<0,001) sowie zwischen den Gruppen 2 und 3 (p<0,001) und 2 und 4 (p=0,002) (Abb. 8).
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Abb. 8: Haufigkeitsverteilung der Auspragung einer Ruhedyspnoe in den einzelnen
Diagnosegruppen. Signifikante Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen sind durch die
Klammern und mit den entsprechenden p-Werten ausgewiesen.
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Die Lungenperkussion ergab bei 3 (16,7%) Pferden der Gruppe 2, bei einem der Gruppe 3
(7,1%) und bei zwei Tieren der Gruppe 4 (18,2%) eine pathologische Erweiterung des
Lungenfeldes. Die zwei Patienten der Gruppe 4 waren in diesem Fall dieselben, die auch die
bereits genannte Ruhedyspnoe aufwiesen (Pferde Nr. 1 und Nr. 22). Auch die
Einzelbetrachtung der Pferde aus Gruppe 2 zeigte, dass bei allen drei Patienten mit dem
vergrofRerten Lungenfeld auch eine Ruhedyspnoe vorlag.

Bei der Lungenauskultation war haufig eine verscharfte In- und/oder Expiration zu héren. Da
diese Befunde jedoch als sehr subjektiv anzusehen sind und auch keinen Einfluss auf den
Gesamtscore hatten, werden sie hier nicht weiter aufgeflihrt. Abnorme Atemgerausche im
Sinne von Hiemen, Giemen und Rasseln wurden nur bei insgesamt drei Pferden festgestellt.
Diese gehorten allesamt der Gruppe ,COB in Exazerbation® an und waren auch die drei
Patienten mit dem vergréRerten Lungenfeld bei gleichzeitig bestehender Ruhedyspnoe
(Pferde Nr. 13, 21 und 35).

Bei der CO,-Rickatmung wurde bei keinem der Pferde ein abnormes Atemgerausch
festgestellt, welches nicht auch schon wahrend der Ruheatmung auszukultieren war —
lediglich die Atemlautstarke war logischerweise erhéht und der Atemcharakter haufiger als
deutlich verscharft wahrnehmbar.

2.2.2 Ergebnisse der weiterfiihrenden Untersuchungen

2.2.2.1 Ergebnisse der vendsen und arteriellen Blutanalysen

Die zur Beurteilung des allgemeinen Gesundheitsstatus der Probanden herangezogene
venodse Blutuntersuchung, bei der unter anderem der Hamatokrit, das Gesamteiweil® und die
Leukozytenanzahl gemessen wurden, ergab ausschlielRlich Werte im Referenzbereich.

Auch die im Rahmen der arteriellen Blutgasanalyse ermittelten Parameter des Saure-Basen-
Haushalts, d.h. pH, HCO3; und BE, zeigten fast keinerlei Abweichungen von der Norm. Eine
Ausnahme bildete hier das Pferd Nr. 35, bei dem ein HCOj3 von 33,97 mmol/l gemessen
wurde. Die Erhéhung dieser Base ging mit einem sehr stark erhéhtem paCO, (58,20 mmHg)
und einem sehr stark erniedrigten paO, (57,93 mmHg) bei deutlich erhéhter A-aDO, (21,90
mmHg) einher. Der pH-Wert lag mit 7,38 dabei noch im Referenzbereich. Dieser Patient
gehorte der Gruppe 2 an und zeigte den Status der Exazerbation in hdchstgradiger Form.
Die gemessenen Werte des arteriellen Kohlendioxidpartialdrucks bewegten sich, mit einem
durchschnittlichen paCO, von 44 = 2,25 mmHg flir die gesunde Kontrollgruppe und einem
durchschnittlichen Wert von 43,97 + 3,18 mmHg fir die Gruppe der kranken Tiere, ebenfalls
fast ausschlieBlich im Referenzbereich (40 £ 5 mmHg) und ohne nennenswerte
Unterschiede zwischen den einzelnen Diagnosegruppen. Einzig der Patient Nr. 35 wies den
bereits genannten deutlich pathologisch erhéhten Wert von 58,20 mmHg auf.

Der arterielle Sauerstoffpartialdruck lag zwar ebenfalls bei allen Gruppen im Mittel im
Referenzbereich, jedoch zeigten sich hier in der Einzelbetrachtung der Diagnosegruppen
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deutliche Variationen im Wertebereich mit pathologischen Werten. Die einzelnen Zahlen
hierzu sind in Tab. 21 (S. 218) aufgeflihrt. Die statistischen Berechnungen ergaben dabei
einen signifikanten Unterschied (p=0,028) uUber die Gruppen 2, 3 und 4 hinweg, wobei der
anschlieliende Post-Hoc-Vergleich den entscheidenden Unterschied zwischen Gruppe 2 und
3 (p=0,043) herausstellte. Obwohl auch der Vergleich Uber die Gruppen 1, 2, 3 und 4 einen
signifikanten Unterschied (p=0,037) aufzeigte, blieb die Post-Hoc-Analyse hier ohne
Ergebnis. Anhand der grafischen Analyse (Abb. 9, S. 94) war jedoch ersichtlich, dass der
Median fir den paO, der Gruppe 2 knapp aufllerhalb des Interquartilbereichs der Gruppe 1
lag, was auf mogliche signifikante Unterschiede hinwies. Auf Grundlage dessen wurden
daher diese beiden Kollektive mit dem Mann-Whitney-U-Test einzeln gegeneinander
getestet. Dabei ergab sich wie zu erwarten ein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,025)
zwischen dem arteriellen Sauerstoffpartialdruck der gesunden Kontrolltiere und dem der
Pferde, die sich im Exazerbationsstadium befanden.
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Abb. 9: Vergleichende Darstellung des arteriellen Sauerstoffpartialdruckes (pa0O,) in den
verschiedenen Diagnosegruppen. Die gestrichelten Linien markieren die obere und untere
Grenze des Referenzbereichs (95-105 mmHg). Fur die Extremwerte (o) sind die jeweiligen
Messergebnisse angegeben. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind durch die
Klammern und mit den entsprechenden p-Werten ausgewiesen.
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Die gemessenen Werte der A-aDO, verhielten sich weitestgehend analog zu denen des
paO.. Auch hier lag der Mittelwert bzw. der Median der einzelnen Gruppen im
Referenzbereich oder an seiner oberen Grenze, wobei sich ebenfalls deutliche Variationen
bei der Betrachtung der Standardabweichungen bzw. Quartile und der Minima und Maxima
zeigten (Abb. 10, S. 95). In Tab. 22 (S. 218) sind die einzelnen Werte entsprechend
aufgefuhrt.

Wie schon bei den Berechnungen fur den arteriellen Sauerstoffpartialdruck, ergaben die
statistischen Analysen auch flir die alveolo-arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz
signifikante Unterschiede Uber die Gruppen 1, 2, 3 und 4 (p=0,017) hinweg sowie allein Uiber
die kranken Gruppen 2, 3 und 4 (p=0,016). Der paarweise Einzelvergleich der automatischen
Post-Hoc-Analyse zeigte, dass analog zum paO, auch in diesem Fall der entscheidende
signifikante Unterschied (p=0,018) zwischen Gruppe 2 und 3 lag.
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Abb. 10: Vergleichende Darstellung der alveolo-arteriellen Sauerstoffpartialdruck-

differenz (A-aDO,) in den einzelnen Diagnosegruppen. Die Linien zeigen die in der Legende
naher benannten Referenzbereiche an. Fir die Extremwerte (o/*) sind die jeweiligen

Messergebnisse angegeben. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind durch die

Klammern und mit den entsprechenden p-Werten ausgewiesen.
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Die vergleichende Betrachtung der A-aDO, eingeteilt in Kategorien gemal des
Gesamtscores (< 7 mmHg, 7-14 mmHg, > 14 mmHg) ergab analoge Unterschiede zu den
eben beschriebenen intervallskalierten Daten. So zeigten sich auch hier signifikante
Unterschiede Uber die Gruppen 1, 2, 3 und 4 (p=0,022) hinweg sowie allein Gber die kranken
Gruppen 2, 3 und 4 (p=0,017). Und auch hier ergab der paarweise Einzelvergleich einen
signifikanten Unterschied (p=0,021) zwischen Gruppe 2 und 3.

2.2.2.2 Ergebnisse der Belastungsuntersuchung

Die Belastungsuntersuchung konnte nur bei gut der Halfte (n=31) der Probanden
durchgefihrt werden. Bei den Uubrigen 30 Pferden aus dem Patientenkollektiv wurde
aufgrund einer hochgradigen Ruhedyspnoe, eines orthopadischen Problems oder auf
Wunsch der Besitzer darauf verzichtet. Auch bei den Patienten mit akute/subakute
Pneumonie wurde aus medizinischen Grinden von dieser Untersuchung abgesehen.
Vereinzelt musste die Untersuchung auch wegen aufkommender Dyspnoe wahrend der
Belastung vorzeitig abgebrochen werden. Die gemessenen Laktatwerte vor und nach
Belastung bewegten sich ausschliellich im Referenzbereich und sollen daher an dieser
Stelle nicht weiter benannt werden.

Von den 15 lungengesunden Pferden konnten 11 belastet werden, wovon ein Proband eine
geringgradig verzdgerte Wiederberuhigungszeit aufwies. Die restlichen 10 Pferde aus dieser
Gruppe zeigten sich unauffallig in der Belastung. Von den Patienten, die am Ende die
Diagnose ,,COB in Exazerbation® erhielten, konnten nur weniger als die Halfte (n=6) der
Belastungsuntersuchung unterzogen werden, wovon nur Proband innerhalb der tolerierten
Zeit seine Ruheatemfrequenz wiedererlangte. Die anderen 5 Pferde aus Gruppe 2 hingegen
zeigten deutlich verlangerte Beruhigungswerte. Aus der Gruppe ,JAD/COB in Remission® war
die Belastungsuntersuchung bei 4 von 6 Patienten auffallig und bei den Patienten mit der
Diagnose ,interstitielle Pneumopathie“ bei 5 von 8.

Der exakte Test nach Fisher zeigte hierbei einen hochsignifikanten Unterschied (p=0,002) in
dem Ausgang der Belastungsuntersuchung zwischen der gesunden Kontrollgruppe und der
Gruppe der chronisch lungenkranken Tiere sowie eine hoch signifikanten Unterschied
(p=0,009) ber alle Diagnosegruppen (inkl. Gr. 1) hinweg. Der spaltenweise Z-Vergleich mit
Bonferroni-Korrektur stellte dabei heraus, dass sich die Gruppe 1 von jeweils allen anderen
Gruppen (2, 3 und 4) auf dem 0,05-Niveau signifikant unterschied. Zwischen den Gruppen
der kranken Tiere untereinander bestand kein signifikanter Unterschied. Eine grafische
Veranschaulichung hierzu bietet die Abb. 11 (S. 97).
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Abb. 11: Verteilung unauffilliger und auffélliger Ergebnisse im Belastungstest in den
einzelnen Diagnosegruppen. Als auffallig galt eine verlangerte Wiederberuhigungszeit von >
15 Minuten. Der Unterschied im Ausgang dieser Untersuchung war zwischen den gesunden
Kontrolltieren und den jeweiligen Erkrankungsgruppen (2, 3 und 4) auf dem 0,05-Niveau
signifikant (**).

2.2.2.3 Ergebnisse der Interpleuraldruckmessung

Die Interpleuraldruckmessung wurde bei insgesamt 37 (60,7%) Probanden durchgefihrt. Die
Ubrigen 24 (39,3%) Patienten zeigten so starke Widersetzlichkeit bei dieser Untersuchung,
dass es entweder erst gar nicht mdglich war, die Sonde einzufiihren, oder keine
auswertbaren Messergebnisse erzielt werden konnten.

Von den lungengesunden Probanden, bei denen eine Messung méglich war (n=7), wiesen
alle eine physiologische maximale interpleurale Druckdifferenz von < 4 cmH,0 auf (2 £ 1).
Von den Patienten mit der Diagnose ,,COB in Exazerbation“ hatten 8 von 13 (61,54%) eine
pathologisch erhdéhte APpmax von > 4 cmH,O (5 = 3), von denen mit ,JAD/COB in
Remission® hatten nur 2 von 9 (22,22%) auffallige Werte (4 = 1) und von denen mit
Linterstitieller Pneumopathie” wiesen 2 von 6 (33,33%) Probanden eine AP;max von > 4
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cmH,0 (4 + 1) auf. Von den drei Tieren aus Gruppe ,akute/subakute Pneumonie® konnte bei
2 Pferden der IPD gemessen und beide Male physiologische Werte von 2 und 4 cmH,0O
vermerkt werden. Die hochste Uberhaupt gemessene interpleurale Druckdifferenz wurde in
der Gruppe zwei ermittelt und lag bei 11 cmH,0.

Der Unterschied in dem gemessenen Interpleuraldruck erwies sich zwischen der gesunden
Kontrollgruppe und der Gruppe der chronisch kranken Tiere als hoch signifikant (p=0,004).
Auch die Unterschiedsberechnungen Uber alle einzelnen Gruppen (inkl. Gr. 1) hinweg
wiesen eine Signifikanz (p=0,029) aus, wobei der gruppenweise Einzelvergleich die
entscheidende Differenz zwischen der gesunden Kontrollgruppe und der Gruppe mit der
Diagnose ,COB in Exazerbation® herausstellte (p=0,017) (Abb. 12).
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Abb. 12: Maximale interpleurale Druckdifferenz (AP,max) in den einzelnen
Diagnosegruppen. Werte Uber 4 cmH,O zeigen eine Atemwegsobstruktion an. Der
Unterschied in der gemessenen APy,max erwies sich zwischen der gesunden Kontrollgruppe
und den Tieren mit ,COB in Exazerbation® als signifkant (p=0,017).
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2.2.2.4 Ergebnisse der endoskopischen Untersuchung

Die Darstellung der Ergebnisse der endoskopischen Untersuchung soll an dieser Stelle zum
einen allgemein anhand der Punkte aus dem Gesamtscore modifiziert nach Ohnesorge
(1998) erfolgen und zum anderen soll speziell auf die beobachtete Sekretmenge und -
viskositat anhand der entsprechenden Punkte aus dem Score nach Dieckmann (1987)
eingegangen werden.

Die Punktevergabe fiir den klinischen Score modifiziert nach Ohnesorge liel3 eine Einteilung
der endoskopischen Befunde in unauffallig, gering- bis mittelgradig und hochgradig zu.
Hierbei zeigten sich hoch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Diagnosegruppen. So konnten die Probanden der lungengesunden Kontroligruppe nach
Ohnesorge allesamt (n=15) ohne besonderen Befund beurteilt werden, wahrend im
Gegensatz dazu die Mehrheit der chronisch erkrankten Pferde zu 88,4% (n=38) Befunde
unterschiedlichen Schweregrades aufwiesen. Nur 5 (10,9%) der als krank diagnostizierten
Probanden waren endoskopisch unauffallig. Davon gehérten zwei Tiere der Gruppe 3
(,IJAD/COB in Remission“) und drei der Gruppe 4 (,interstitielle Pneumopathie) an. Die
restlichen Patienten der Gruppe 3 wiesen zu 57,1% (n=8) gering- bis mittelgradige und zu
28,6% (n=4) hochgradige Endoskopiebefunde auf. Auch bei der Gruppe 4 wurden mit 54,5%
(n=6) bei den meisten Tieren gering bis mittelgradige Befunde festgestellt und bei nur 18,2%
(n=2) hochgradige Veranderungen. Von den Pferden mit der Diagnose ,COB in
Exazerbation® zeigte sich bei allen Tieren ein pathologisches Endoskopiebild, wobei hier mit
77,8% (n=14) die Mehrzahl hochgradige Befunde aufwies und nur 4 (22,2%) Probanden
dieser Gruppe mit nicht mehr als mittelgradig beurteilt wurden. Aus den paarweisen
Einzelvergleichen ging hervor, dass die Endoskopiebefunde der gesunden Kontrolltiere
signifikant verschieden von allen anderen Erkrankungsgruppen waren (p<0,001 fir Gruppe
2, p=0,001 fur Gruppe 3 und p=0,038 fiir Gruppe 4) und dass sich zudem die Befunde der
Gruppe ,COB in Exazerbation“ jeweils signifikant von denen der Gruppe ,IAD/COB in
Remission* (p=0,021) bzw. interstitielle Pneumopathie“ (p=0,003) unterschieden. Die
Patienten, bei denen eine akute/subakute Pneumonie vorlag, wurden nach dem
Gesamtscore alle mit einem hochgradigen Befund beurteilt. In Abb. 13 (S. 100) sind die
genannten Unterschiede noch einmal grafisch veranschaulicht.
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Abb. 13: Haufigkeitsverteilung des Vorkommens unauffilliger, gering- bis
mittelgradiger und hochgradiger Befunde (nach Ohnesorge 1998) in der
endoskopischen Untersuchung in den einzelnen Diagnosegruppen. Signifikante
Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen sind durch die Klammern und mit entsprechenden
p-Werten gekennzeichnet.

Konsequenterweise spiegelte sich die genannte Verteilung des modifizierten Scores nach
Ohnesorge weitestgehend in dem mit Punkten von 0 bis 5 bezifferten Score nach Dieckmann
fur die Beurteilung der Sekretmenge und -viskositat wider. Auch hier war der Unterschied
zwischen dem bronchoskopischen Befund der gesunden und dem der chronisch
lungenkranken Tiere hdchst signifikant (p<0,001). Wahrend in der Gruppe der gesunden
Kontrolltiere alle Patienten fir beide NenngroRen mit 0 oder nur einem Punkt beurteilt
wurden, zeigten die Tiere des erkrankten Patientenkollektivs die gesamte Spannbreite an
moglichen Scorepunkten fiir Sekretmenge und -—viskositat. Dabei ergaben sich zudem
krankheitsspezifische Haufigkeitsverteilungen, deren Unterschied Uber die einzelnen
Diagnosegruppen hinweg (mit und ohne Einschluss von Gruppe 1) ebenfalls héchst
signifikant (p<0,001) war. Im Rahmen der Post-Hoc-Analysen erwies sich die beobachtete
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Sekretmenge der lungengesunden Pferde hochst signifikant (p<0,001) verschieden zu der
die in Gruppe 2 vorgefunden wurde und etwas weniger stark verschieden, aber dennoch
signifikant (p=0,043) zu der in Gruppe 3. Die vergleichende Betrachtung der kranken Tiere
untereinander ergab, dass sich die Sekretmenge der Patienten mit ,COB in Exazerbation®
hochst signifikant (p<0,001) von jener der Tiere mit ,JAD/COB in Remission® sowie von der
der Pferde mit ,interstitieller Pneumopathie® unterschied. Der paarweise Vergleich fur die
Sekretviskositat stellte dieselben Gruppenunterschiede mit lediglich etwas anderen
Signifikanzen heraus. Dabei ergaben sich zwischen Gruppe 1 und 2 und Gruppe 1 und 3 p-
Werte von jeweils < 0,001 und 0,019 und zwischen Gruppe 2 und 3 und Gruppe 2 und 4 p-
Werte von 0,005 und < 0,001 entsprechend. Die fir die jeweilige MessgréRe am haufigsten
vergebene Punktzahl, ausgedriickt durch den Modalwert sowie die entsprechenden Minima
und Maxima der einzelnen Gruppen, sind in folgender Tab. 5 aufgefuhrt.

Tab. 5: Ubersicht liber die Anzahl an vergebenen Punkten fiir die endoskopisch
beobachtete Sekretmenge und —viskositit (nach Dieckmann 1987).

Sekretmenge Sekretviskositat
Diagnosegruppe Modalwert Min. Max. | Modalwert Min. Max.
gesund®® 0 0 1 0 0 1
chronisch krank® 4 0 5 4 0 5
COB in Exazerbation” ° 4 3 5 4 3 5
IAD/COB in Remission” ° 2 0 4 2/3 0 4
interstitielle Pneumopathie® 2 0 4 1 0 4
. Alle Tiere wurden mit 4 Zwei '_I'iere V\(urden mit 4 und
akute/subakute Pneumonie Punkten beurteilt. elnesgr;tr?elmmkten

a Die Haufigkeitsverteilung der einzelnen Punkte fir Sekretmenge und —viskositat war zwischen
den gesunden und chronisch kranken Tieren hdchst signifikant (p<0,001) verschieden. b Es
bestanden hochst signifikante Unterschiede zwischen Gruppe 1 und 2 (p<0,001) sowie hoch
signifikante Unterschiede zwischen Gruppe 1 und 3 (p=0,043 und p=0,019) fiir die Sekretmenge und —
viskositat. ¢ Hoch signifikante (p=0,001) Unterschiede zwischen den Gruppen 2 und 3 bzw. 4 in der
beobachteten Sekretmenge sowie signifikante Unterschiede zwischen Gruppe 2 und 3 (p=0,005) bzw.
4 (p<0,001) in der Sekretviskositat.

An dieser Stelle ist noch auf eine nennenswerte Beobachtung hinzuweisen, die wahrend der
Bronchoskopie gemacht wurde. Und zwar zeigte sich bei dem Pferd Nr. 35, bei dem es sich
um einen 15 Jahre alten Warmblutwallach mit einer COB in Exazerbation in hdchstgradiger
Form (siehe hierzu bereits genannte Daten) handelte, bei einem hochgradigen
Endoskopiebefund mit einer maximalen Punktzahl von 5 fir Sekretmenge wie auch —
viskositat gleichzeitig eine sehr diinne, messerscharfe Carina.
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2.2.2.5 Ergebnisse der bronchoalveoldren Lavage

Fur die Durchfihrung der bronchoalveolaren Lavage wurden bei jedem Patienten 500 mi
vorgewarmte PBS-Losung in die Lunge instilliert. Nur bei Pferd Nr. 6 wurde von diesem
Standardschema abgewichen. Hier konnte beim ersten Mal keinerlei FlUssigkeit
wiedergewonnen werden, weshalb zusatzlich 250 ml nachgegeben wurden und sich somit
die Gesamtmenge eingegebener Flissigkeit auf 750 ml erhdhte.

Die Ruckgewinnrate lag uber alle Gruppen hinweg im Mittel zwischen 42 — 54%. Dabei gab
es keinen wesentlichen Unterschied in den Werten der einzelnen Diagnosegruppen. So
konnten bei Gruppe 1 im Durchschnitt 244 (+ 91) ml (48,8%) zuriickgewonnen werden, bei
Gruppe 2 241 (£ 94) ml (48,1%), bei Gruppe 3 264 (+ 90) ml (52,7%), bei Gruppe 4 213 (+
75) ml (42,5%) und bei Gruppe 5 270 (x 26) ml (54%).

Mit Hinzunahme der zweiten Untersuchung von den Patienten aus der Therapie-Gruppe
wurde die bronchoalveolare Lavage insgesamt 83 Mal durchgefiihrt. Dabei zeigte sich bei
zwei Pferden (1,66%) am Abend nach der BAL ein Temperaturanstieg Uber 38°C, der mit
einer einmaligen Gabe eines antipyretisch wirksamen Pharmakons (Metamizol, 20 mg/kg
KGW) nachhaltig gesenkt werden konnte. Das Allgemeinbefinden der Tiere war zu keinem
Zeitpunkt beeintrachtigt. Bei einem Proband aus der Gruppe der gesunden Kontrolltiere fiel
am Tag nach der Untersuchung vermehrtes Husten auf, was innerhalb einer Woche wieder
abgeklungen war. Weitere unerwinschte Nebenwirkungen im Anschluss an die BAL traten
nicht auf.

2.2.2.51 Ergebnisse der zytologischen Untersuchung

Die zytologische Auswertung der bronchoalveolaren Lavage ergab Uber alle Zelltypen
hinweg deutliche Variationen zwischen den einzelnen Gruppen. Der Ubersichtlichkeit halber
sollen im folgenden Text nur die Signifikanzen betreffenden Zahlen genannt werden. Eine
detaillierte Ubersicht mit allen Werten der jeweiligen Zellentypen fir die einzelnen
Diagnosegruppen liefert die Tab. 23 (S. 219). Zusatzlich sind Unterschiede der Zellprozente
grafisch dargestellt (Abb. 14, S. 104 und Abb. 15, S. 105)

Der Anteil an Makrophagen war im allgemeinen Vergleich ,gesund® gegen ,chronisch krank*
sowie auch Uber die einzelnen Gruppen hinweg (mit und ohne Einschluss von Gruppe 1)
hdéchst signifikant (p<0,001) verschieden. Die Post-Hoc-Analyse zeigten hierbei, dass sich
der Anteil der Makrophagen in der Diagnosegruppe ,,COB in Exazerbation® mit 21,6 (£13,6)%
hochst signifikant (p<0,001) von dem aller anderen Diagnosegruppen unterschied. In diesen
zeigten sich deutlich héhere Makrophagenanteile von 56,5 (+4,8)% in Gruppe 1, 49,5
(30,7/52,5)% in Gruppe 3 und 50,8 (£15,5)% in Gruppe 4.

Auch fur die Lymphozyten ergab sich ein hoch signifikanter (p<0,001) Unterschied zwischen
der gesunden Kontrollgruppe und dem Patientenkollektiv chronisch kranker Tiere sowie Uber
alle Diagnosegruppen hinweg. Uber die Gruppen 2, 3 und 4 allein war dieser Unterschied mit
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einem p-Wert von 0,02 etwas weniger stark ausgepragt. Die Post-Hoc-Analyse stellten
zudem lediglich eine Signifikanz (p<0,001) zwischen dem Lymphozytenanteil der gesunden
Kontrollgruppe (38,1 (x6,4)%) und dem der Gruppe exazerbierter Pferde (17,6 (6,9/30,25)%)
heraus.

Der Anteil der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) (Abb. 15, S. 105) zeigte
wie schon der der Makrophagen hdéchst signifikante (p<0,001) Unterschiede beim Vergleich
der gesunden und chronisch kranken Tiere im Allgemeinen sowie uUber die einzelnen
Diagnosegruppen (mit und ohne Einschluss von Gruppe 1) hinweg. Den hochsten Anteil an
neutrophilen Granulozyten hatte dabei mit durchschnittlich 60,1 (+21,7)% die Gruppe ,COB
in Exazerbation“ zu verzeichnen und unterschied sich damit hochst signifikant (p<0,001)
nicht nur von der gesunden Kontrollgruppe, die lediglich einen Neutrophilen-Anteil von 2
(1,2/4,6)% aufwies, sondern auch von den Patientenkollektiven der beiden anderen
Krankheitsgruppen. Diese wiesen ebenfalls einen deutlich geringeren Anteil dieses
Entziindungszelltyps auf. So lagen die PMN-Prozente bei den Pferden mit der Diagnose
,JAD/COB in Remission® im Durchschnitt bei 17,1 (£7,4)% und bei denen mit der Diagnose
»interstitielle Pneumopathie® bei nur 7,2 (5,8/10)%.

Wahrend die eosinophilen Granulozyten als einzige Zellart ohne wesentliche Unterschiede
zwischen den Gruppen blieben, konnten bei den Mastzellen wieder krankheitsspezifische
Variationen im Anteil an der Gesamtzellzahl festgestellt werden. So zeigten sich mit einem p-
Wert von 0,003 bei Einschluss der gesunden Kontrollgruppe und einem nur etwas
geringerem p-Wert von 0,002 bei alleinigem Vergleich der Gruppe 2, 3 und 4
hochsignifikante Unterschiede in dem jeweiligen Mastzellanteil. Dabei ergab sich aus dem
paarweisen Post-Hoc-Vergleich eine statistische Signifikanz zwischen Gruppe 2 und 3
(p=0,031) sowie zwischen Gruppe 2 und 4 (p=0,003). Der durchschnittliche Anteil an
Mastzellen lag hier bei den Pferden mit ,JAD/COB in Remission“ (Gruppe 3) und bei denen
mit ,interstitielle Pneumopathie“ (Gruppe 4) mit durchschnittlich 3,3 (£2,6)% und 5 (+4,3)%
entsprechend Uber dem Anteil, der fiir die Pferde mit ,COB in Exazerbation“ (Gruppe 2)
ermittelt wurde. Hier lagen die Mastzellen bei lediglich 1 (0,15/1,6)%. Grafisch liel® sich
erkennen, dass trotz fehlender statistischer Signifikanz fir die gesunde Kontrollgruppe die
gleiche Tendenz bestand wie fiur die Gruppe 2, es jedoch dabei mehr einflussnehmende
Ausreiler gab (Abb. 15, S. 105).

103



lll Ergebnisse

XXX

xx
xxx 66
0
60
60,0 — I 60.07 Ex® ©
i
B 2
£ =
c c
o 400 @ 40,0 #
o E‘ ] s ]
-E_ -]
: H al
x E
S 2001 15 2 2007
’ ]
o 0
I I | I T I T T T T
155 o
g 1507 * 14,0 1
P |
£
c 125+ 12,07
o 125
E‘ ® 10,0
2 1007 E
c
= 3 50
L 7 I
¢ 7° 6 N
[ - 607
E 5,01 g
g- ' 3 4,07
£ o}
E 257 ! 2,0
*
0 = m - 0
I [ I I [ I
1 2 3 a 5 5
Diagnosegruppe Diagnosegruppe

Abb. 14: Vergleichende Darstellung der Anteile an Makrophagen, Lymphozyten,
eosinophilen Granulozyten und Mastzellen an der Gesamtzellzahl in den einzelnen
Diagnosegruppen. *** héchst signifikanter (p<0,001), ** hoch signifikanter (p=0,001-0,01),
* signifikanter (p=0,01-0,05) Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen. Die genauen p-
Werte sind dem Flielitext zu entnehmen. Fur die Extremwerte (o/*) sind die jeweiligen
Messergebnisse angegeben.

Der sogenannte ,BAL-Score“ als Teil des Gesamtscores, der eine Gruppierung
entsprechend dem Anteil an neutrophilen Granulozyten (<10%, 10-15%, 15-25%, >25%)
vorsieht, verhielt sich konsequenterweise analog zu den fir diesen Zelltyp bereits
beschriebenen Zahlenverhaltnissen in den einzelnen Gruppen. Und auch hier stellte sich der
Unterschied zwischen der gesunden Kontrollgruppe und der Gruppe chronisch
lungenkranker Tiere im Allgemeinen sowie Uber die einzelnen Diagnosegruppen hinweg als
héchst signifikant (p<0,001) heraus. Im Einzelnen lagen die Unterschiede hierbei zwischen
den Diagnosegruppen 1 und 2 (p<0,001) bzw. 3 (0,005) sowie zwischen Gruppe 2 und 3
(p=0,001) bzw. 4 (p<0,001) (Tab. 6 und Abb. 15, S. 105)

104



lll Ergebnisse

Tab. 6: Ubersicht iiber die Hiufigkeiten verschiedener Neutrophilen-Anteile an der
Gesamtzellzahl in den einzelnen Diagnosegruppen.

BAL-Score (PMN in %) (Anzahl Falle n (%))
Diagnosegruppe <10% 10-15% 15-25% <25%
gesund®® 15 (100%) 0 0 0
chronisch krank® 9 (20,9%) 8 (18,6%) 5(11,6%) 21 (48,9%)
COB in Exazerbation® ° 0 0 0 18 (100%)
IAD/COB in Remission®® 2 (14,3%) 5(35,7%) 4(28,6%) 3(21,4%)
interstitielle Pneumopathie® 7 (63,6%) 3(27,3%) 1(9,1%) 0
akute/subakute Pneumonie 1 (33,3%) 1 (33,3%) 0 1 (33,3%)

a Hochst signifikanter (p<0,001) Unterschied in der Haufigkeitsverteilung verschiedener PMN-Anteile
zwischen den gesunden Kontrolltieren und der Gruppe chronisch kranker Pferde. b Hoéchst
signifikanter (p<0,001) bzw. hoch signifikanter (p=0,005) Unterschied zwischen gesunden und
exazerbierten Probanden bzw. jenen mit ,JAD/COB in Remission®. ¢ Hochst signifikanter (p<0,001)

Unterschied zwischen der Gruppe 2 und 3 bzw. 4.

p=0,003
P<0,001

p<0,001

100,071 20,001

80,04

60,01

40,04

neutrophile Granulozyten in %

20,0 R
i

T T T T T
Gesund COBin IAD/COB in _ Interstitielle Akute
Exazerbation Remission Pneumopathie Pneumonie

Diagnose

Abb. 15: Vergleichende Darstellung der Anteile von neutrophilen Granulozyten (PMN) an
der Gesamtzellzahl in der BALF-Zytologie. Signifikante Unterschiede zwischen einzelnen
Gruppen sind durch die Klammern und mit den entsprechenden p-Werten ausgewiesen.
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2.2.2.6 Ergebnisse der rontgenologischen Untersuchung

Bei der Auswertung der Réntgenbilder konnten in allen Diagnosegruppen einschlie3lich der
gesunden Kontrollgruppe bronchiale wie auch interstitielle Lungenzeichnungen gefunden
werden. Dabei zeigten sich zum Teil krankheitsspezifische Variationen in dem Auftreten der
verschiedenen Schweregrade (ohne besonderen Befund, geringgradige, mittelgradige,
hochgradige Zeichnung). Die genauen Haufigkeitsverteilungen hierzu in den einzelnen
Diagnosegruppen sind in Tab. 7 (S. 106-106) aufgefiihrt. Fir die bronchiale Zeichnung ergab
sich ein schwach signifikanter Unterschied (p=0,047) in der Verteilung des befundeten
Schweregrades zwischen der gesunden Kontroligruppe und dem Patientenkollektiv
chronisch lungenkranker Pferden. Uber alle Diagnosegruppen hinweg war die Variation in
der Verteilung mit und ohne Einschluss der Gruppe 1 sogar hochsignifikant (p=0,003 bzw.
0,005). Dabei unterschied sich die Auspragung der bronchialen Zeichnung bei den Pferden
mit ,COB in Exazerbation® signifikant von allen anderen Diagnosegruppen, wobei der
Unterschied zu den lungengesunden Tieren mit p=0,005 am gréRten war. Aber auch im
Vergleich zu den Patienten mit ,IAD/COB in Remission“ (p=0,016) und ,interstitielle
Pneumopathie“ (p=0,021) war der Schweregrad der bronchialen Zeichnung deutlich
verschieden. In Bezug auf die interstitielle Lungenzeichnung wies die Beurteilung der
Roéntgenbilder ebenfalls zum Teil gruppenspezifische Variationen auf. Der Unterschied
zwischen den gesunden und chronisch kranken Tieren war hierbei signifikant (p=0,013) und
bei vergleichender Berechnung Uber die Diagnosegruppen hinweg (mit und ohne Einschluss
von Gruppe 1) sogar hoch signifikant (p<0,001). Die Gruppe der Probanden mit der
Diagnose ,interstitielle Pneumopathie® hob sich mit ihrer durchweg mittelgradigen
interstitiellen Zeichnung hoch signifikant von Gruppe 2 (p=0,002), Gruppe 3 (p=0,005) und
Gruppe 1 (p<0,001) ab. Aber auch zwischen den Patienten im exazerbierten COB-Stadium
und denen in Remission bzw. mit IAD bestand ein signifikanter (p=0,007) Unterschied in der
Auspragung der interstitiellen Zeichnung. In Abb. 16 (S. 107) sind die genannten
Unterschiede noch einmal anschaulich dargestellt.

Tab. 7: Ubersicht iiber die Haufigkeiten der verschiedenen Auspriagungsstufen
bronchialer sowie interstitieller Lungenzeichnung in den einzelnen Diagnosegruppen.

Bronchiale Zeichnung (Anzahl der Falle n (%))

Diagnosegruppe obB ggr. mgr. hgr.
gesund®® 3 (20%) 6 (40%) 6 (40%) 0
chronisch krank® 3 (7%) 12 (28%) 24 (56%) 4 (9%)
COB in Exazerbation® ° 0 2 (11,1%) 12 (66,7%) 4 (22,2%)
IAD/COB in Remission® 2 (14,3%) 5 (35,7%) 7 (50%) 0
interstitielle Pneumopathie® 1(9,1%) 5 (45,5%) 5 (45,5%) 0
akute/subakute Pneumonie 0 1(33,3%) 2 (66,7%) 0
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Fortsetzung Tabelle 7:

Interstitielle Zeichnung

Diagnosegruppe obB agr. mgr. hgr.
gesund®® 3 (20%) 10 (66,7%) 2 (13,3%) 0
chronisch krank® 4 (9%) 17 (40%) 22 (51%) 0
COB in Exazerbation® ° 2 (11,1%) 9 (50%) 7 (38,9%) 0
IAD/COB in Remission® ¢ 2 (14,3%) 8 (57,1%) 4 (28,6%) 0
interstitielle Pneumopathie® ¢ 0 0 11 (100%) 0
akute/subakute Pneumonie 1(33,3%) 1(33,3%) 1(33,3%) 0

Die hochgestellten Buchstaben (a, b, ¢ und d) zeigen auf, zwischen welchen Diagnosegruppen
signifikante Unterschiede in dem Ausprdgungsgrad der bronchialen bzw. interstitiellen

Lungenzeichnung bestanden. Die einzelnen p-Werte kénnen dem Flie3text entnommen werden.
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Abb. 16: Vergleichende Darstellung des Auftretens verschiedener Schweregrade
bronchialer und interstitieller Lungenzeichnung in den einzelnen Diagnosegruppen.
Signifikante Unterschiede zwischen einzelne Gruppen sind durch die Klammern und mit den
entsprechenden p-Werten ausgewiesen. 1 Gesund, 2 COB in Exazerbation, 3 IAD/COB in

Remission, 4 Interstitielle Pneumopathie, 5 Akute/subakute Pneumonie

107




lll Ergebnisse

2.2.3 Ergebnisse des klinischen Scores — Schweregrad der Erkrankung

Die Darstellung der Ergebnisse des modifizierten klinischen Scores nach Ohnesorge (1998)
(Gesamtscore) soll sich hier ausschliellich auf das Endergebnis, also auf die insgesamt
erreichte Punktzahl und den entsprechenden Schwergrad beziehen. Die Ergebnisse der
einzelnen Untersuchungen, aus denen sich der Score letztendlich zusammensetzte
(Hustenauslésung, Ruhedyspnoe, Lungenperkussion, Lungenauskultation,
Tracheobronchoskopie, BAL-Zytologie, arterielle Blutgasanalyse), wurden bereits an
entsprechenden Stellen aufgeflihrt und werden daher hier nicht noch einmal erwahnt.
Insgesamt erstreckte sich die erreichte Punktzahl von 0 bis 14 Punkte mit
gruppenspezifischen Unterschieden. Die am haufigsten erreichte Punktzahl in der jeweiligen
Diagnosegruppe (ausgedruckt durch den Modalwert) sowie entsprechende Minima und
Maxima sind in Tab. 8 (S. 108) einzeln aufgeflhrt. Der dort zu erkennende Unterschied in
der Punkteverteilung war zwischen der gesunden Kontrollgruppe und den chronisch kranken
Tieren sowie Uber alle Diagnosegruppen hinweg (mit und ohne Einschluss von Gruppe 1)
statistisch hdchst signifikant (p<0,001). Der Post-Hoc-Vergleich stellte schliefllich im
Einzelnen heraus, dass sich die erreichte Punktzahl bei den Patienten mit ,COB in
Exazerbation® hdchst signifikant (p<0,001) von jeweils allen anderen Diagnosegruppen
unterschied. Darlber hinaus war die Anzahl an Scorepunkten auch zwischen Gruppe 1 und
3 hoch signifikant (p=0,007) verschieden.

Tab. 8: Ubersicht iiber erreichte Gesamtpunktzahlen im klinischen Score modifiziert
nach Ohnesorge (1998) in den jeweiligen Diagnosegruppen.

Scorepunkte
Diagnosegruppe Modalwert Min. Max.
gesund®® 0 0 1
chronisch krank® 1 0 14
COB in Exazerbation™ ° 6 6 14
IAD/COB in Remission®® 4 1
interstitielle Pneumopathie® 1 0
akute/subakute Pneumonie Die Werte lagen bei 3,4 und 7.

a Hochsignifikanter Unterschied (p<0,001) in der erreichten Gesamtpunktzahl zwischen
lungengesunden und chronisch lungenkranken Tieren. b Hochst signifikanter (p<0,001) bzw. hoch
signifikanter (p=0,007) zwischen Gruppe 1 und 2 bzw. 3. ¢ HAchst signifikanter (p<0,001) Unterschied
zwischen Gruppe 2 und 3 bzw. 4.
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Der Schweregrad der Erkrankung, der sich aus der insgesamt erreichten Punktzahl im
Gesamtscore ergab, verhielt sich konsequenterweise analog zu eben dieser. Dabei wies die
Verteilung der als gesund (0-1 Punkt), geringgradig erkrankt (2-3 Punkte), mittelgradig
erkrankt (4-6 Punkte) und hochgradig erkrankt (= 6 Punkte) klassifizierten Probanden
deutliche gruppenspezifische Unterschiede auf (Tab. 9, S. 109 und Abb. 17, S. 110). Der
offensichtliche Unterschied in der Haufigkeitsverteilung des Schweregrades der Erkrankung
war, ebenso wie bei der Gesamtpunktzahl, zwischen der gesunden Kontrollgruppe und dem
Kollektiv chronisch kranker Tiere sowie Uber alle Diagnosegruppen (mit und ohne Einschluss
von Gruppe 1) hinweg statistisch hochst signifikant (p<0,001). Und auch hier unterschied
sich die Gruppe der Patienten mit ,COB in Exazerbation“ hdchst signifikant (p<0,001) von
allen anderen sowie die Gruppe 1 hoch signifikant (p=0,008) von der Gruppe 2.

Tab. 9: Ubersicht iiber die Haufigkeitsverteilung der verschiedenen Schweregrade der
Erkrankung (nach Ohnesorge (1998)) in den einzelnen Diagnosegruppen.

Schweregrad der Erkrankung (Anzahl der Falle n (%))

Diagnosegruppe »gesund® ggr. mgr. hgr.
gesund®® 15 (100%) 0 0 0
chronisch krank® 8 (18,6%) 7 (16,2%) 14 (32,6%) 14 (32,6%)
COB in Exazerbation® ° 0 0 5 (27,8%) 13 (72,2%)
IAD/COB in Remission® ® 1(7,1%) 6 (42,9%) 7 (50%) 0
P;‘:j;f;:;:'l'ﬁec 0 (B 1(9,1%) 2(182%)  1(9.1%)
akute/subakute Pneumonie 0 1(33,3%) 1(33,3%) 1(33,3%)

a Der Unterschied im Schweregrad der Erkrankung zwischen lungengesunden und chronisch
lungenkranken Tieren war hochst signifikant (p<0,001). b Hochst bzw. hoch signifikanter Unterschied
zwischen Gruppe 1 und 2 (p<0,001) bzw. 3 (p=0,008). ¢ Hochst signifikanter (p<0,001) Unterschied
zwischen exazerbierten Probanden und jenen mit ,JAD/COB in Remission* sowie ,interstitieller

Pneumopathie®.
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Abb. 17: Haufigkeitsverteilung verschiedener Erkrankungsgrade in den einzelnen
Diagnosegruppen. Die Einteilung des Schweregrades richtete sich nach der erreichten
Gesamtpunktzahl im Gesamtscore. Signifikante Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen
sind durch die Klammern und mit den entsprechenden p-Werten ausgewiesen.

2.3 Ergebnisse der laboranalytischen Verfahren

2.3.1 Ergebnisse der Bestimmung von Fibrinogen

Fir die Berechnungen der Fibrinogenkonzentration in der bronchoalveolaren
Lavageflussigkeit wurden alle Werte, die unterhalb der laboranalytischen Nachweisgrenze
von 0,001 g/l lagen, mit einer Konzentration von 0,0005 g/l definiert.

Die gruppenvergleichenden statistischen Analysen ergaben fir diesen Laborparameter zwar
keine signifikanten Unterschiede, jedoch zeigten sich in der deskriptiven Datenanalyse
leichte Tendenzen (Tab. 10, S. 111 und Abb. 18, S. 111). Trotz der grof3en und sich deutlich
Uberlappenden  Spannweiten der Fibrinogenkonzentrationen in den einzelnen
Diagnosegruppen liel3 sich hierbei feststellen, dass der Median der gesunden Kontrollgruppe
mit 0,0024 g/l deutlich unter dem der Gruppe chronisch lungenkranker Tiere mit 0,0052 g/l
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lag. Die vergleichende Betrachtung der Diagnosegruppen im Einzelnen zeigte daruber
hinaus, dass dieser Unterschied zwischen den gesunden Probanden und den Pferden mit
,COB in Exazerbation®, die einen Median von 0,0062 g/I aufwiesen, am deutlichsten ausfiel.
Bei den statistisch getrennt zu betrachtenden drei Patienten mit akuter/subakuter Pneumonie
fiel auf, dass alle diese Tiere Fibrinogenkonzentrationen aufwiesen, die deutlich Gber der
laboranalytischen Nachweisgrenze lagen.

Tab. 10: Ubersicht iiber die Fibrinogenkonzentrationen (in g/l) in der
bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit in den einzelnen Diagnosegruppen.

Fibrinogen (g/l)

Diagnosegruppe Md (Qq/3) Minimum Maximum
gesund 0,0024 (0,0005/0,0084) 0,0005 0,0173
chronisch krank 0,0052 (0,0017/0,0106) 0,0005 0,0195
COB in Exazerbation 0,0062 (0,0035/0,0118) 0,0005 0,0182
IAD/COB in Remission 0,0055 (0,0014/0,0152) 0,0005 0,0195
interstitielle Pneumopathie 0,0036 (0,0005/0,0087) 0,0005 0,0097

akute/subakute Pneumonie Die Werte lagen bei 0,0036, 0,0055 und 0,0131.

Obwohl fur die Gruppe ,,COB in Exazerbation® normalverteilte Daten vorlagen, ist hier zugunsten der I

Vergleichbarkeit ebenfalls der Median angegeben. Die sehr geringen Unterschiede im Median

zwischen den verschiedenen Gruppen blieben ohne statistische Signifikanz.

Abb. 18: Werteverteilung der
Fibrinogenkonzentration (in
T g/l) in der broncho-alveolaren
Lavagefliissigkeit in den ein-
zelnen Diagnosegruppen.
Es fallt auf, dass in der Gruppe

der gesunden Kontrolltiere
sich die Konzentrationen Uber-

wiegend im unteren Wertebe-
reich bewegen (deutlich rechts-

schiefe Verteilung), wahrend in

den Gruppen der lungenkran-

ken Tiere sich der Interquartils-

T | T 1
COCB in IAD/COBin Interstitielle Akute
Exazerbation Remission Pneumopathie Pneumaonie

abstand vergleichsweise hoéher

absetzt.

Diagnose
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Neben den leichten Unterschieden im Median-Wert war zusatzlich zu erkennen, dass die
Fibrinogenkonzentration der gesunden Kontrolltiere im Vergleich zu allen anderen Gruppen,
insbesondere der Gruppe 2, eine deutlich rechtsschiefe Verteilung aufwies. Demnach
bewegten sich die Werte hier mehrheitlich bei 0,0005 g/I, sprich unter der Nachweisgrenze
von 0,001 g/l.

Auf der Grundlage all dieser genannten Tendenzen in der Haufigkeitsverteilung auftretender
Fibrinogenkonzentrationen in den einzelnen Gruppen — insbesondere in Gruppe 1 und 2 —
und mit dem Hintergedanken, dass alle Werte mit 0,0005 g/l unter der laboranalytischen
Nachweisgrenze lagen, wurde eine Kategorisierung in zwei Auspragungen vorgenommen.
Hierbei fand eine Unterscheidung zwischen ,Fibrinogenkonzentration = 0,0005 g/I* und
.Fibrinogenkonzentration > 0,0005 g/I* statt. Nach dieser Einteilung fanden sich die in Tab.
11 (S. 112) und Abb. 19 (S. 113) dargestellten Haufigkeiten fur die einzelnen
Diagnosegruppen wieder.

Tab. 11: Ubersicht iiber die Haufigkeitsverteilung der Fibrinogenkonzentrationen von
<0,0005 g/l bzw. von >0,0005 g/l in der BALF in den einzelnen Diagnosegruppen.

Fibrinogen (g/l) (Anzahl der Falle n (%))

Diagnosegruppe <0,0005 >0,0005
gesund?® 6 (40%) 9 (60%)
chronisch krank 7 (16,3%) 36 (83,7%)
COB in Exazerbation® 1(5,6%) 17 (94,4%)
IAD/COB in Remission 3(21,4%) 11 (78,6%)
interstitielle Pneumopathie 3 (27,3%) 8 (72,7%)
akute/subakute Pneumonie 0 3 (100%)

a Zwischen den gesunden Kontrolltieren und den Tieren mit ,COB in Exazerbation® konnte ein
signifikanter Unterschied in der Haufigkeit des Auftretens von Fibrinogenkonzentrationen von 0,0005
bzw. <0,0005 g/l festgestellt werden. Lagen Konzentrationen >0,0005 g/l vor, erhéhte sich die
Wahrscheinlichkeit fiir den Patienten die Diagnose ,COB in Exazerbation“ zu erhalten um den Faktor
11.

Aus den Zahlen und auch der Grafik geht hervor, dass in der Gruppe der gesunden
Kontrolltiere mit 40% deutlich mehr Pferde eine geringe Fibrinogenkonzentration von 0,0005
g/l (<0,001 g/l) aufwiesen als die Pferde, die an einer chronischen Lungenerkrankung litten.
Hier konnte bei lediglich 16% nur geringe Mengen an Fibrinogen in der BALF nachgewiesen
werden, wahrend mit rund 84% der Uberwiegende Teil der Tiere aus dieser Gruppe
Konzentrationen Uber diesem Grenzwert hatte. Bei der vergleichenden Betrachtung der
Diagnosegruppen im Einzelnen zeigte sich schlie3lich, dass die Gruppe der exazerbierten
COB-Patienten hier den groften Unterschied zur Gruppe 1 aufwies. Bei diesen Patienten
konnten zu rund 94% und somit in fast allen Fallen Fibrinogenkonzentrationen > 0,0005 g/|
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nachgewiesen werden. Der Unterschied in der Haufigkeitsverteilung zwischen dieser Gruppe
und der Gruppe der gesunden Kontrolltiere war in diesem Fall statistisch signifikant (p=0,03).
Die binare logistische Regression ergab schliel3lich, dass bei Fibrinogenkonzentrationen >
0,0005 g/l die Wahrscheinlichkeit, die Diagnose ,COB in Exazerbation“ zu erhalten, 11mal
(Exp(B)=11,33) hoher lag, als in diesem Fall dem Status ,Gesund” zugeordnet zu werden.
Die Gegenuberstellungen anderer Diagnosegruppen blieben ohne signifikante Ergebnisse.

Fibrinogenkonzentration
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Abb. 19: Vergleichende Darstellung der Haufigkeiten von Fibrinogenkonzentrationen in
der BALF von 0,0005 bzw. >0,0005 g/l in den einzelnen Diagnosegruppen. Es fallt auf,
dass in der Gruppe der gesunden Kontrolltiere das Verhaltnis zwischen Werten von 0,0005
und >0,0005 g/l ausgeglichener ist, wahrend in den anderen Diagnosegruppen, insbesondere
in der Gruppe ,COB in Exazerbation®, eine deutliche Tendenz zugunsten Werten von
>0,0005 g/l besteht. Der Unterschied zwischen Gruppe 1 und 2 erwies sich als signifikant
(p=0,03).

Die Berechnung eventueller Zusammenhange der Fibrinogenkonzentration in der BALF mit
verschiedenen Parametern ergab eine schwach positive Korrelation (rs=0,377; p=0,004)
dieser mit dem Anteil an polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (Abb. 20, S. 114).
Dementsprechend zeigte sich auch ein Zusammenhang mit dem BAL-Score, der sich ja wie
bereits beschrieben nach dem prozentualen PMN-Anteil richtete. Die Korrelation fiel hier mit
einem Koeffizienten von rs=0,3 (p=0,022) geringfiigig schwéacher aus. Aus dem Scatter Plot
(Abb. 20, S. 114) fur die Zusammenhangsdarstellung der Fibrinogenkonzentration mit dem
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PMN-Anteil war eine Gruppierung der Korrelationspunkte in bestimmten Wertebereichen
entsprechend den unterschiedlichen Diagnosegruppen zu erkennen. Daraufhin wurde
zusatzlich ein erweitertes statistisches Modell in Form einer logistischen Regression
angewandt, um zu prifen, ob sich der mit Pearson berechnete Zusammenhang zwischen
diesen beiden Messgrofien lediglich aus den jeweiligen Verteilungen innerhalb der einzelnen
Gruppen ergab, oder ob eine reelle Abhangigkeit dieser beiden Variablen bestand. Aufgrund
fehlender Normalverteilung konnte dies nur mittels logistischer Regression unter Einschluss
der kategorisierten Fibrinogenkonzentrationen erfolgen. Aus diesen Berechnungen ging
hervor, dass der Anteil an neutrophilen Granulozyten tendenziell deutlich mehr Einfluss auf
die jeweilige Fibrinogenkategorie hatte als die Diagnosegruppe.

Daneben zeigte sich auch noch ein negativer Zusammenhang zwischen der
Fibrinogenkonzentration und dem prozentualen Lymphozytenanteil, der allerdings mit einem
rs von -0,286 (p=0,03) nur sehr schwach ausgepragt war.
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Abb. 20: Darstellung des Zusammenhangs zwischen dem prozentualen Anteil an
neutrophilen  Granulozyten an der Gesamtzellzahl und der ermittelten
Fibrinogenkonzentration (in g/l) in der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit. Neben der
schwachen Korrelation zwischen beiden Parametern lasst sich auch eine Clusterbildung in
bestimmten Wertebereichen entsprechend den einzelnen Diagnosegruppen erkennen.
rs Korrelationskoeffizient nach Spearman
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2.3.2 Ergebnisse der Bestimmung von Serum-Amyloid-A

Fur die Berechnungen der SAA-Konzentration in der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit
wurden alle Werte, die unterhalb der laboranalytischen Nachweisgrenze von 0,01 pg/ml
lagen, mit einer Konzentration von 0,005 pg/ml definiert. Und auch hier wurde analog zum
Fibrinogen eine Kategorisierung vorgenommen, bei der zwischen Konzentrationen von 0,005
pa/ml (respektive < 0,01 pg/ml) und Konzentrationen tber 0,005 pg/ml unterschieden wurde.
Im Allgemeinen lagen die gemessenen SAA-Konzentrationen Uber alle Gruppen hinweg in
sehr niedrigen Bereichen und insgesamt bei deutlich tber der Halfte aller Probanden
(67,2%) bei nur 0,005 pg/ml, sprich unter der laboranalytischen Nachweisgrenze. Wahrend
in der Gruppe der gesunden Kontrolltiere sowie den Gruppen ,IAD/COB in Remission® und
sinterstitielle Pneumopathie® bei jeweils immerhin um die 40% der Patienten SAA-Mengen
> 0,005 pg/ml nachgewiesen werden konnten, war dies in der Gruppe der exazerbierten
Pferde bei nur bei 16,7% der Fall. Trotz dieser Unterschiede ergab sich fir alle
Diagnosegruppen immer noch ein Median von nur 0,005 ug/ml. In Tab. 12 (S. 115) Tab. 13
(S. 116) sind die einzelnen Werte der SAA-Konzentrationen sowie die Haufigkeiten der
kategorisierten Mengen fur die einzelnen Diagnosegruppen aufgefuhrt. Eine grafische
Veranschaulichung dazu liefert die Abb. 21 (S. 116). Wie hieraus schon ersichtlich ist,
blieben die vergleichenden Analysen fur das Serum-Amyloid-A ohne statistisch signifikante
Ergebnisse.

Tab. 12: Ubersicht iiber die Konzentrationen an Serum-Amyloid-A (SAA) (in pg/ml) in
der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit in den einzelne Diagnosegruppen.

SAA (png/ml)
Diagnosegruppe Md (Qq3) Minimum Maximum
gesund 0,005 (0,005/0,37) 0,005 1,13
chronisch krank 0,005 (0,005/0,13) 0,005 2,27
COB in Exazerbation 0,005 (0,005/0,005) 0,005 2,27
IAD/COB in Remission 0,005 (0,005/0,112) 0,005 1,01
P'ﬂ“;ﬁ’nﬁgg::ﬁe 0,005 (0,005/0,25) 0,005 0,44
akgte/subalfute Alle Falle weisen eine Konzentration von 0,005 pug/ml auf.
neumonie

Abgesehen von einzelnen Extremwerten (siehe Maxima) lagen die SAA-Konzentrationen insgesamt in
sehr niedrigen Bereichen, was zu einem Median-Wert von 0,005 y/ml in allen Gruppen fihrte. Folglich

blieben die Gruppenvergleiche ohne signifikante Unterschiede.
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Tab. 13: Ubersicht iiber die Hiufigkeitsverteilung von SAA-Konzentrationen von 0,005
Hg/ml bzw. von >0,005 ug/ml in der BALF in den einzelnen Diagnosegruppen.

SAA (ug/ml) (Anzahl der Falle n (%))

Diagnosegruppe 0,005 >0,005

gesund 9 (60%) 6 (40%)
chronisch krank (2,3,4) 29 (67,4%) 14 (32,6%)
COB in Exazerbation 15 (83,3%) 3 (16,7%)
IAD/COB in Remission 8 (57,1%) 6 (42,9%)
interstitielle Pneumopathie 6 (54,5%) 5 (45,5%)

akute/subakute Pneumonie  Alle Falle weisen eine Konzentration von 0,005 ug/ml auf.

In allen Diagnosegruppen wies die Mehrzahl der Patienten (> 50%) SAA-Konzentrationen von 0,005
pg/ml sprich <0,01 pg/ml auf. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen zeigten sich dabei
nicht.
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Abb. 21: Werteverteilung der Serum-Amyloid-A-Konzentration in der bronchoalveolaren
Lavageflussigkeit in den einzelnen Diagnosegruppen. Neben einzelnen Extremwerten (o/*)
bewegt sich die SAA-Konzentration Uberwiegend im unteren Wertebereich mit einer stark
rechtschiefen Verteilung in allen Diagnosegruppen. Signifikante Unterschiede in der SAA-
Konzentration zwischen den Gruppen blieben aus.
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2.3.3 Ergebnisse der Bestimmung von D-Dimeren

Bei der Bestimmung der D-Dimere mithilfe des immunturbidimetrischen Analyseverfahrens
lag die Konzentration bei rund 92% (n=56) aller Proben unter der testspezifischen
Nachweisgrenze von 0,19 mg/l. Die finf Pferde, bei denen ein Nachweis mdglich war,
gehorten den Gruppen 2 (,COB in Exazerbation“) und 5 (,akute/subakute Pneumonie®) an.
Die Werte lagen hier fur die Tiere aus Gruppe 2 bei 0,2 mg/l (Pferd Nr. 38), 0,28 mg/I (Pferd
Nr. 34) und 0,33 mg/l (Pferd Nr. 35) und fir die Tiere aus Gruppe 5 bei einmal ebenfalls 0,2
mg/l und einmal bei 1,37 mg/l. Letzteres bildete den mit Abstand hdchsten Wert, der in
dieser Studie an D-Dimeren in der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit gemessen wurde.
Aufgrund der scheinbar geringen Konzentrationen an den Fibrinogenabbauprodukten in den
vorliegenden BALF-Proben und der Tatsache, dass das hier verwendete Nachweisverfahren
mit einer eher geringen Sensitivitdt einherging, wurde bei ausgewahlten Proben eine
Proteinanreicherung vorgenommen (s. Kapitel Ill, Abschnitt 1.4.3.1 ,Anreicherung der D-
Dimere in der BALF®), aus der sich neue niedrigere Nachweisgrenzen ergaben. Dieses
Verfahren wurde bei den Ubrigen Proben aus den Gruppen 2 und 5 sowie bei drei zufallig
ausgewahlten Proben von gesunden Kontrolltieren durchgefiihrt. Bei der anschlieRend
erfolgten erneuten Analyse der nun aufkonzentrierten Lavageflussigkeit blieben die drei
Proben der gesunden Probanden sowie die Probe des dritten Pferdes mit akuter/subakuter
Pneumonie erneut ohne Ergebnis. Von den Tieren mit ,COB in Exazerbation® lielen sich
hingegen nun in fast allen Proben D-Dimere mit definierten Konzentrationen nachweisen
(Abb. 22, S. 118). Lediglich bei einem Pferd blieb auch hier die Konzentration wieder unter
der (neu berechneten) Nachweisgrenze. Insgesamt ergab sich flr die D-Dimer-Konzentration
in Gruppe 2 ein durchschnittlicher Wert von 0,1 (0,07-0,185) mg/l mit einer Spannweite von
0,035-0,33 mg/l. Die einzelnen Werte fur die angereicherten BALF-Proben sind zusammen
mit dem entsprechenden Anreicherungsfaktor in der Tab. 24 (S. 220) im Einzelnen
aufgefihrt.
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- —— Median (0,1 mg/1)
- ———— Minimum (0,035 mg/1)
......... Maximum (0,33 mg/1)

D-Dimere (mgll)
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Abb. 22: Konzentration der D-Dimere in mg/l fiir die einzelnen Pferde (Fallnummer) aus
der Gruppe ,,COB in Exazerbation“. Der Median und die Spannweite (Minimum und
Maximum) fir diese Diagnosegruppe sind entsprechend der Legende ausgewiesen.

Mit den Ergebnissen der angereicherten Proben aus der Gruppe ,COB in Exazerbation®
wurden Korrelationsanalysen durchgefiihrt. Hierfir wurde flr den einen Fall, bei dem die D-
Dimer-Konzentration auch nach Anreicherung unter der neu berechneten Nachweisgrenze
von 0,04 mg/l lag, die Konzentration mit 0,035 mg/l definiert. Wie schon aus dem Streu-
Punktdiagramm ersichtlich war (Abb. 23, S. 119), ergab die Rangkorrelation nach Spearman
mit rs=0,511 (p=0,03) einen deutlich positiven Zusammenhang zwischen der dokumentierten
Atemfrequenz pro Minute und der gemessenen D-Dimer-Konzentration.

Von weiteren gruppenvergleichenden Analysen musste aufgrund der unvollstandig
vorliegenden Ergebnisse abgesehen werden.
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Abb. 23: Darstellung des Zusammenhangs zwischen der Atemfrequenz (Atemziige pro
Minute) und der ermittelten D-Dimer-Konzentration (in mg/l) in der Gruppe ,,COB in
Exazerbation“. Es ist ein deutlich positiver Zusammenhang zwischen den beiden
ausgewiesenen Parametern zu erkennen. rs Korrelationskoeffizient nach Spearman

2.3.4 Ergebnisse der Bestimmung von PAI-1 und u-PA

Die Bestimmung der PAI-1 Konzentrationen im Plasma mit den in dieser Arbeit verwendeten
Tests blieb ohne verwertbare Ergebnisse, weshalb an dieser Stelle von einer
weiterflihrenden deskriptiven, statistischen und graphischen Darstellung abgesehen wird.

Bei dem speziesspezifische ELISA der Firma Cusabio Biotech Co., Ltd. (Horse Plasminogen
activator inhibitor 1 (SERPINE1) ELISA Kit), zeigte sich wiederholt eine relativ flache und
nicht-linear verlaufende Standardkurve, die eine exakte Abgrenzung verschiedener PAI-1
Konzentrationen innerhalb eines groRen Wertebereich nicht moéglich machte. Zudem wurden
bei den Proben wie auch bei dem, vom Hersteller mitgelieferten, Standard haufig stark
voneinander abweichende Doppelwerte festgestellt. Der ELISA wurde insgesamt viermal
durchgefiihrt und es zeigten sich bei jeder Analyse die gleichen, nicht auszuwertenden,
Ergebnisse.
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Der humane PAI-1-ELISA (Quantikine® ELISA, Human Serpin E1/PAl-1, R&D Systems®,
Inc.) gab zwar eine annahernd lineare Standardkurve mit nur geringen Abweichungen der
Doppelwerte aus, jedoch blieb hier bei allen, mit equinen BALF- oder Plasma-Proben
besetzten Kavitdten, ein Farbumschlag im letzten Schritt aus. Eine wiederholte
Testdurchfihrung erbrachte das gleiche Ergebnis.

Auch bei dem dritten durchgeflhrten Test der Firma Genorise Scientific, Inc. (Nori® Equine
Serpin E1/PAI-1 ELISA Kit) zeigten sich technische Probleme, die keine adaquate
Auswertung zulieBen. Hier blieb nicht nur bei den Proben, sondern auch bei dem
mitgelieferten Standard ein Farbumschlag entweder ganzlich aus oder war so minimal, dass
sich schon die optische Dichte des Standards mit der hochsten Konzentration nur in den
niedrigsten, Uberhaupt messbaren Bereichen bewegte.

Von der Bestimmung der u-PA Konzentration wurde am Ende abgesehen, da hier die
gleichen Schwierigkeiten wie bei den PAI-1 Messungen zu erwarten waren.

2.4 Vergleichende Darstellung der Ergebnisse vor und nach Therapie

Im Folgenden soll nun eine vergleichende Darstellung der Ergebnisse vor und nach Therapie
erfolgen. Dafir wurden in die Berechnungen nur die Patienten eingeschlossen, die auch die
10-tagige Inhalationstherapie mit Budesonid und die anschliefende Kontrolluntersuchung
erhielten. Hierzu zahlten die bereits genannten 12 Patienten, von denen acht aus der
Diagnosegruppe ,COB in Exazerbation® (Gruppe 2) und vier aus der Diagnosegruppe
,JAD/COB in Remission® (Gruppe 3) stammten. Die vergleichende Darstellung erfolgt zum
einen im Allgemeinen durch eine Gegenlberstellung der Daten vor und nach Therapie unter
Einschluss aller 12 Patienten und zum anderen im Speziellen fir die jeweiligen
Diagnosegruppen getrennt.

2.41 Ergebnisse der Untersuchungen vor vs. nach Therapie

2.41.1 Ergebnisse der allgemeinen und speziellen klinischen Untersuchung vor vs.
nach Therapie

Von der allgemeinen und speziellen klinischen Untersuchung sollen im Folgenden nur die
Atemfrequenz, die Hustenauslésung und die Ruhedyspnoe gegentibergestellt werden. Die
Lungenperkussion und Lungenauskultation werden aufen vor gelassen, da erstere nur
einmalig durchgefiihrt wurde und zweitere bei allen zwdlf Patienten der Therapie-Gruppe vor
wie auch nach Behandlung ohne besonderen Befund war.

Die vergleichende Betrachtung der Atemfrequenz (AF) lieR zwar grafisch fir den
zusammengefassten Gruppenvergleich wie auch isoliert fir Gruppe 2 bzw. Gruppe 3 leichte
Verbesserungen erkennen (Abb. 24, S. 121), diese waren jedoch statistisch nicht signifikant.
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Insgesamt betrachtet lag die mittlere Atemfrequenz vor Therapie bei 17 (x3) und nach
Therapie bei 14 (12/20) Atemzigen pro Minute. Fir die Probanden der Gruppe zwei im
Einzelnen ergaben die Berechnungen eine mittlere AF von 18 (+ 3) Atemzlgen pro Minute
mit einem Minimum von 15 und einem Maximum von 23 vor Therapie und eine mittlere AF
von 18 (x 5) Atemziigen pro Minute mit einem Minimum von 12 und einem Maximum von 25
nach Therapie. Fir die Probanden der Gruppe drei wurde vor Therapie eine mittlere
Atemfrequenz von 16 (£ 4) mit einem Minimum von 12 und einem Maximum von 22 ermittelt,
welche sich nach der Behandlung mit durchschnittlich 12 (£ 1) Atemzigen pro Minute im
Mittel und einer Spannweite von 12 — 14 deutlich reduziert hatte.
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Abb. 24: Vergleichende Darstellung der Atemfrequenz (Atemziige pro Minute)
innerhalb der einzelnen Diagnosegruppen vor und nach Therapie. In Gruppe 3 ist eine
deutliche Erniedrigung der AF nach Therapie zu erkennen und auch in Gruppe 2 zeigt sich,
trotz der groflen Spannweite, eine Verschiebung in den unteren Wertebereich. Die
Veranderungen blieben ohne statistische Signifikanz.

Eine manuelle Hustenauslésung war vor der Inhalationstherapie bei insgesamt 5 Tieren
(41,7%) mdoglich. Davon gehdrten 4 Pferde der Gruppe 2 an und nur ein Patient der Gruppe
3. Bei letzterem sowie bei einem Proband mit der Diagnose ,COB in Exazerbation“ konnte
nach den 10 Tagen Therapie kein Husten mehr ausgeldst werden. Somit verringerte sich die
Gesamtzahl an positiven Befunden von den genannten 5 auf noch 3 Tiere (25%). Dieser
Unterschied war statistisch jedoch nicht signifikant.

Fir die Ruhedyspnoe mit ihrer Unterteilung in die drei Auspragungen ,nicht vorhanden®,
,manig“ und ,schwer” fand die vergleichende Berechnung lediglich innerhalb der Gruppe 2
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statt, da die Patienten mit ,|JAD/COB in Remission“ allesamt vor wie nach Therapie keine
erschwerte Atmung zeigten. Wie schon fir den Scoreparameter ,Hustenauslosung® lielRen
sich auch fiir die Ruhedyspnoe rein rechnerisch keine signifikanten Unterschiede feststellen,
wenngleich auch hier die Zahlen eine leichte Verbesserung aufzeigten. So konnte vor der
Budesonid-Inhalation bei allen acht Patienten der Gruppe 2 eine Ruhedyspnoe festgestellt
werden. Diese war mit 75% (n=6) bei der Uberwiegenden Zahl der Tiere maRig stark
ausgepragt und bei 25% (n=2) sogar sehr stark. Nach den zehn Tagen Haltungsoptimierung
und inhalativer Arzneimitteltherapie zeigte kein Pferd mehr die starkste Form der Dyspnoe
und nur noch die Halfte der Tiere (n=4) wies eine maRig stark ausgepragte Atemnot auf. Bei
den anderen 50% waren nun in Ruhe sogar keinerlei Anzeichen einer angestrengten Atmung
mehr feststellbar.

2.41.2 Ergebnisse der weiterfiihrenden Untersuchungen vor vs. nach Therapie

2.41.2.1 Ergebnisse arteriellen Blutanalysen vor vs. nach Therapie

Fur die drei Parameter der arteriellen Blutgasanalyse (paCO,, paO, und A-aDO,) ergaben
sich zum Teil Veranderungen in den Werten vor und nach Therapie (Tab. 25, S. 221), auf die
im Folgenden naher eingegangen werden soll.

Bei vergleichender Betrachtung des arteriellen Kohlendioxidpartialdruckes konnten weder
insgesamt noch innerhalb der einzelnen Diagnosegruppen wesentliche Unterschiede
zwischen den Werten vor und denen nach Glukokortikoidtherapie festgestellt werden.
Grundsatzlich lag der paCO, bei den exazerbierten Probanden mit 42,53 (+ 3,06) mmHg vor
und 42,64 (£ 2,35) mmHg nach Therapie geringfligig unter den durchschnittlichen Werten,
die bei den Tieren mit der Diagnose ,|AD/COB in Remission“ gemessen wurden. Diese lagen
hier im Mittel bei 45,27 (+1,22) mmHg vor und 46,85 (+ 1,02) mmHg nach Therapie. Bei
beiden Gruppen bewegte sich aber demnach der paCO, durchweg im Referenzbereich.

Im Gegensatz zum Kohlendioxidpartialdruck zeigte sich bei dem arteriellen
Sauerstoffpartialdruck bei der Betrachtung aller zwélf Pferde eine signifikante (p=0,041)
Verbesserung der Werte im Zuge der Therapie. Dabei erhdhte sich der durchschnittliche
paO, von 96,89 (+8,25) mmHg auf 103,20 (+5,14) mmHg. Die Einzelanalysen innerhalb der
beiden Gruppen stellten heraus, das der paO, bei den Patienten mit der Diagnose ,|AD/COB
in Remission“ mit durchschnittlich 99,15 (£3,89) mmHg vor und 104,52 (+3,88) mmHg nach
Therapie sowie 94,27 mmHg als kleinster gemessener Wert durchweg im Referenzbereich
bzw. sehr nah am unteren Grenzbereich lag und ohne signifikante Veranderungen blieb. Die
Patienten mit der Diagnose ,COB in Exazerbation® hingegen wiesen anfanglich einen
mittleren paO, von 95,75 (+9,8) mmHg mit einem hochgradig pathologischen minimalen Wert
von 81,81 mmHg auf. Die erneuten Messungen ergaben in dieser Gruppe schliel3lich einen
durchschnittlichen Wert von 105,63 (£3,86) mmHg und damit eine deutliche und statistisch
auch signifikante (p=0,017) Verbesserung des arteriellen Sauerstoffpartialdruckes. Dabei
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wies der paO, nach Therapie nicht nur im Durchschnitt einen physiologischen Wert auf,
sondern auch der kleinste gemessene Wert bewegte sich dabei mit rund 100 mmHg nun im
Referenzbereich. Eine grafische Veranschaulichung der beschriebenen Verhaltnisse bietet
die folgende Abb. 25.

Evar Therapie
Bl nach Therapie

1107

1001

arterieller pa02 (mmHg)

w
T

801

T I
COB in Exazerbation IAD/COB in Remission

Diagnose

Abb. 25: Veranderung der arteriellen Sauerstoffpartialdruckdifferenz (paO,) im Zuge der
Arzneimitteltherapie innerhalb der einzelnen Diagnosegruppen. Die gestrichelten Linien
markieren die obere und untere Grenze des Referenzbereichs (95-105 mmHg). Der
Unterschied zwischen den Werten vor und denen nach Therapie erwies sich innerhalb der
Gruppe 2 als signifikant (p=0,017)

Fur die alveolo-arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz ergaben sich logischerweise
analoge Verhaltnisse zu dem arteriellen Sauerstoffpartialdruck. So lagen auch bei dieser
Messgrofe die durchschnittlichen Werte fir die Pferde mit ,JAD/COB in Remission® vor und
nach Therapie durchweg im Referenzbereich, wahrend die schwer erkrankten Probanden im
exazerbierten Stadium pathologische Abweichungen aufwiesen, die sich nach der Therapie
normalisierten (Tab. 25, S. 221). Wahrend der maximale Wert fur die A-aDO, hier vor
Therapie mit 18,7 mmHg noch deutlich iber dem physiologischen oberen Grenzwert lag,
wurde dieser nach Budesonid-Inhalation nicht mehr Uberschritten. Diese Unterschiede in der
gemessenen A-aDO, fir die Diagnosegruppe ,COB in Exazerbation“ waren statistisch
signifikant (p=0,028) (Abb. 26, S. 124).
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Abb. 26: Veranderung der alveolo-artriellen Sauerstoffpartialdruckdifferenz (A-aDO,)
im Zuge der Therapie innerhalb der Diagnosegruppen. Die Linien geben die in der
Legende naher benannten Referenzbereiche an. Fir den ausgegeben ,Extremwert® (o) ist
der genaue Wert aufgefihrt. Fir die Gruppe 2 (,COB in Exazerabtion®) zeigte sich im
Rahmen der Inhalationstherapie eine signifikante Verbesserung (p=0,028) in der A-aDO,.

Die vergleichende Betrachtung der A-aDO, eingeteilt in Kategorien gemal des Scores nach
Ohnesorge (< 7 mmHg, 7-14 mmHg, > 14 mmHg) ergab keinerlei signifikante Unterschiede,
weder im allgemeinen noch im speziellen Vergleich der beiden Diagnosegruppen.

2.4.1.2.2 Ergebnisse der Belastungsuntersuchung vor vs. nach Therapie

Fur den Vergleich vor und nach Therapie lagen nur Ergebnisse von einem Pferd aus Gruppe
zwei und einem aus Gruppe drei vor, da bei den udbrigen Probanden eine
Belastungsuntersuchung nicht moglich war oder diese ohne besonderen Befund ausfiel und
daher nicht noch einmal wiederholt wurde.

Die genannten Patienten zeigten bei schon erhéhter Ruheatemfrequenz (> 20 Atemziige pro
Minute) vor wie auch nach Therapie eine deutlich verlangerte Wiederberuhigungszeit im
Anschluss an die Belastung.
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Aufgrund der unvollstandigen Befunde und der daraus resultierenden sehr geringen Fallzahl
konnte hier keine statistisch vergleichende Berechnung der Ergebnisse vor und nach
Therapie durchgefihrt werden.

2.41.2.3 Ergebnisse der interpleuralen Druckmessung vor vs. nach Therapie

Von den 12 Patienten, die eine Arzneimitteltherapie erhielten, konnte bei acht Tieren eine
Interpleuraldruckmessung durchgefiihrt werden. Davon gehdrten sechs Pferde der Gruppe 2
und zwei Pferde der Gruppe 3 an. In letzterer (,IAD/COB in Remission®) lagen die Werte mit
jeweils 2 cmH,O und 4 cmH,O im Normbereich (= 4 cmH;0). In der Gruppe 2 (,COB in
Exazerbation“) hingegen war bei der Halfte der Patienten (n=3), bei denen diese
Untersuchung durchgefuhrt werden konnte, vor Therapie eine APpmax Uber 4 cmH,0O
messbar. Dabei wiesen zwei Patienten Werte von 5 cmH>0 und ein Patient einen Wert von 8
cmH,0 auf. Die Therapie bewirkte bei den beiden Probanden mit nur geringgradig erhéhter
APymax eine Normalisierung der Werte in den Referenzbereich und bei dem anderen
Patienten immerhin eine leichte Reduktion der APpmax von 8 auf 6 cmH,0O. Statistisch
waren diese Unterschiede jedoch nicht signifikant (p=0,066).

2.4.1.2.4 Ergebnisse der endoskopischen Untersuchung vor vs. nach Therapie

Der Vergleich der endoskopischen Befunde, ausgedrickt durch den klinischen Score
modifiziert nach Ohnesorge (1998) sowie durch den Endoskopie-Score nach Dieckmann
(1987), ergab signifikante Unterschiede vor und nach Therapie, die einen positiven Effekt der
Glukokortikoid-Inhalation aufzeigten (Abb. 27, S. 126). So konnte vor der Therapie noch bei
allen Patienten ein pathologisches Endoskopie-Bild vorgefunden werden, wobei jeweils die
Halfte aller Tiere nach Ohnesorge geringgradige bis mittelgradige (50%) bzw. hochgradige
(50%) Befunde aufwiesen. Die Kontrolluntersuchung im Anschluss an die 10-tdgige
Behandlung ergab deutliche signifikante (p=0,007) Unterschiede hierzu. Dabei zeigte sich im
zweiten Untersuchungsdurchlauf nur noch bei einem der Patienten ein hochgradig
pathologischer Befund, wahrend nun insgesamt sieben Tiere (58,3%) mit gering- bis
mittelgradig eingestuft wurden und 4 Patienten (33,3%) sogar ohne besonderen Befund
blieben. Bei der Betrachtung der Diagnosegruppen im Einzelnen ergab sich rechnerisch
allerdings lediglich fur die Pferde mit der Diagnose ,COB in Exazerbation“ ein signifikanter
(p=0,034) Unterschied zwischen dem endoskopischen Bild vor und nach Therapie.
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p=0,034
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Abb. 27: Haufigkeitsverteilung des Vorkommens unauffilliger, gering- bis
mittelgradiger und hochgradiger Befunde (nach Ohnesorge 1998) in der
endoskopischen Untersuchung in den einzelnen Diagnosegruppen im Vergleich vor
und nach Therapie. Bei den Tieren mit ,COB in Exazerbation“ waren die Veranderungen im
endoskopischen Befund statistisch signifikant (0,034).

Wie aus Tab. 14 (S. 127) hervorgeht, veranderten sich analog zum Gesamtscore auch die
Punkteverteilungen bei der nach Dieckmann beurteilten Sekretmenge und -viskositat.
Hierbei wurden nach Therapie insgesamt haufiger geringere Punktzahlen vergeben, als dies
noch bei der Eingangsuntersuchung der Fall war. Der Unterschied war unter Einbezug aller
zwOlf Tiere fur die Sekretmenge wie auch fur die Sekretviskositat signifikant (p=0,023 bzw.
p=0,007). Der gruppenspezifische Vergleich deckte, wie schon beim Gesamtscore, lediglich
fur die Pferde mit der Diagnose ,COB in Exazerbation“ einen signifikanten Unterschied im
Therapievergleich auf. Dieser war fir die Sekretviskositat etwas starker ausgepragt
(p=0,027) als fur die Sekretmenge (p=0,041).
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Tab. 14: Ubersicht iiber die Anzahl an vergebenen Punkten fiir die endoskopisch
beobachtete Sekretmenge und —viskositit (nach Dieckmann 1987) im Vergleich vor
und nach Therapie.

,»COB in »IAD/COB in
Gesamt (n=12) Exazerbation“ Remission“
(n=8) (n=4)

Vor Nach Vor Nach Vor Nach

Modalwert —_—ﬁ 2 1

Sekretmenge Min 1 0 3 1 1 0
Max 4 4 4 4 2 3

Modalwert 2 1

Sekretviskositat Min 2 0
Max 5 4 5 4 =) )

Die Unterschied in der beobachteten Sekretmenge war a insgesamt (p=0,023) und b allein in der
Gruppe 2 (p=0,041) signifikant. Auch in der dokumentierten Sekretviskositit ergaben sich
c insgesamt (p=0,007) sowie d bei den Tieren mit ,COB in Exazerbation* (p=0,027) signifikante

Unterschiede vor und nach Therapie.

2.41.2.5 Ergebnisse der bronchoalveoldren Lavage vor vs. nach Therapie

Allen 12 Probanden wurden fiir die Erst- wie auch fir die Kontrolluntersuchung jeweils 500
ml PBS-Lésung via BAL-Katheter instilliert, wovon im ersten Durchgang durchschnittlich 269
(£100) ml (54%) wiedergewonnen werden konnten und im zweiten durchschnittlich 210 (£65)
ml (42%). Im Einzelnen zeigten sich dabei keine wesentlichen Unterschiede, weder
allgemein betrachtet noch speziell innerhalb der beiden Diagnosegruppen. So konnten bei
den Tieren mit ,COB in Exazerbation“ durchschnittlich 246 (£105) ml vor und 214 (x57) ml
nach Therapie und bei den Tieren mit der Diagnose ,IAD/COB in Remission* entsprechend
durchschnittlich 315 (£87) ml bzw. 202 (+88) ml wiedergewonnen werden.

Alle Probanden der Therapiegruppe blieben nach beiden Lavagen fieberfrei und zeigten
auch sonst keinerlei Nebenwirkungen im Anschluss an diese Untersuchung.

2.4.1.2.5.1 Ergebnisse der zytologischen Untersuchung vor vs. nach Therapie

Die zytologische Auswertung der bronchoalveolaren Lavage ergab beim Vergleich vor und
nach Therapie nur leichte Veranderungen im Zellbild. Dabei wiesen die statistischen
Berechnungen einzig fir die Mastzellen einen signifikanten (p=0,016) Unterschied bei der
gemeinsamen Betrachtung aller zwoIf Tiere aus. Hier verringerte sich der prozentuale Anteil
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dieses Zelltyps an der Gesamtzellzahl von 2 (£1,8)% auf 0,9 (+0,9)%. Die individuelle
Analyse jeden einzelnen Falles zeigte zudem, dass nicht nur im Mittel betrachtet, sondern
tatsachlich auch konstant bei fast jedem Patienten der Anteil an Mastzellen durch die 10-
tagige Therapie verringert wurde.

Fir alle anderen Zelltypen blieben die vergleichenden Berechnungen ohne signifikante
Unterschiede. Daher soll im Folgenden nur noch auf den pathogenetisch bedeutendsten
Zelltyp, die neutrophilen Granulozyten, ndher eingegangen werden. Eine detaillierte
Auflistung der Prozentzahlen aller Zelltypen fir die jeweiligen Gruppen sowie eine grafische
fallspezifische Gegenlberstellung finden sich in Tab. 26 (S. 222) und in Abb. 28 (S. 129).

Fur die neutrophilen Granulozyten zeigte sich grundsatzlich der sich durch die definierten
Einschlusskriterien logisch ergebende Unterschied zwischen Gruppe 2 und 3. Demnach
wurden in der Erstuntersuchung bei Pferden mit ,COB in Exazerbation® mit 55,1 (£20,7)%
deutlich mehr PMN im zytologischen Ausstrich nachgewiesen als bei den Tieren mit der
Diagnose ,IAD/COB in Remission“. Hier lag der Anteil dieses Zelltyps im Schnitt bei 17
(+8,1)%. Die 10-tagige Budesonid-Inhalation bei gleichzeitiger Haltungsoptimierung fuhrte
nun in der Gruppe 2 zu einer, rechnerisch zwar nicht signifikanten, aber dennoch sichtbaren
leichten Reduktion der neutrophilen Granulozyten um etwa 16% auf durchschnittlich 39,1
(x18,1)%. Wahrend die Spannweite vor Therapie noch von 27% bis 87,8% reichte, hatte sich
dieser Bereich mit einem Minimum von 14,4% und einem Maximum von 67,8% nach der
Therapie insgesamt nach unten verschoben. Auch in der Gruppe ,IAD/COB in Remission®
reduzierte sich der Anteil an neutrophilen Granulozyten nach der Therapie (Tab. 26, S. 222).
Ein Pferd dieser Gruppe bildete hier allerdings eine sehr markante Ausnahme. Bei diesem
Tier (Pferd Nr. 55) stiegen die PMN von anfangs 27,8% sehr deutlich um rund 42% auf
69,4% an, was natiurlich erheblichen Einfluss auf die Werteverteilung und die
durchschnittlichen Anteile dieses Zelltyps in der Gruppe 3 zufolge hatte. Bei den Pferden mit
,COB in Exazerbation“ kam eine Erhéhung der PMN nach Therapie sogar gleich zweimal
vor, wobei der Unterschied hier wesentlich geringer ausfiel und somit weniger Einfluss auf
die Gesamtzahl hatte. Bei diesen Pferden (Pferd Nr. 38 und Pferd Nr. 42) erhdhte sich der
Anteil an neutrophilen Granulozyten lediglich um rund 16% bzw. 7% (von 52% auf 67,8%
bzw. von 27% auf 34,2%). An dieser Stelle ist anzumerken, dass sich in all diesen Fallen
trotz der erhdhten Entzindungszellen in der BALF bei der Kontrolluntersuchung keine
klinische Verschlechterung zeigte. So wurden bei dem Pferd aus Gruppe 3 vor wie nach
Therapie insgesamt jeweils 4 Scorepunkte und damit beide Male ein mittlerer Schweregrad
ermittelt. Bei den zwei Pferden mit der Diagnose ,COB in Exazerbation“ wurden sogar im
zweiten Untersuchungsdurchlauf niedrigere Scorepunkte ermittelt als vorher und der
Schweregrad verringerte sich bei beiden von ,hochgradig erkrankt® zu ,mittelgradig erkrankt".
Die vergleichenden Berechnungen mit dem sogenannten ,BAL-Score” als Teil des
Gesamtscores, der eine Gruppierung entsprechend dem Anteil an neutrophilen Granulozyten
(<10%, 10-15%, 15-25%, >25%) vorsieht, blieben entsprechend ohne signifikante
Unterschiede.
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Abb. 28: Vergleichende Darstellung der Anteile an Makrophagen, Lymphozyten,
eosinophilen Granulozyten und Mastzellen an der Gesamtzellzahl in den beiden
Diagnosegruppen vor und nach Therapie. Trotz fehlender rechnerischer Signifikanzen
sind grafisch zum Teil deutliche Veranderungen in den Zellanteilen zu sehen.
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2.41.3 Ergebnisse des klinischen Scores — Schweregrad der Erkrankung vor vs.
nach Therapie

Auch an dieser Stelle soll, wie schon bei der Ergebnisdarstellung fiir die 5 Diagnosegruppen,
nur auf die im Gesamtscore erreichte Gesamtpunktzahl und den entsprechenden
Schweregrad eingegangen werden, da die diesem Ergebnis zugrunde liegenden Befunde
bereits in vorigen Abschnitten beschrieben wurden.

Die Auswertungen des Gesamtscores zeigten, dass sich der Auspragungsgrad der
Erkrankung nach der therapeutischen Intervention zum Teil deutlich reduziert hatte. So
erstreckte sich die Anzahl an Scorepunkten vor Therapie bei Betrachtung aller Patienten von
1 bis 9 und nach Therapie von 0 bis nur noch maximal 6 Punkten. Dabei war die am
haufigsten vergebene Punktzahl in der Erstuntersuchung noch eine 8 und in der
Zweituntersuchung nur noch eine 4. Dieser Unterschied zwischen der Haufigkeitsverteilung
der Gesamtpunktzahl vor und nach Therapie erwies sich rechnerisch als hoch signifikant
(p=0,005). Bei der getrennten Betrachtung von Gruppe 2 und 3 konnte flir beide Kollektive
eine Reduktion der Gesamtpunktzahl nach Inhalations-Therapie festgestellt werden, die sich
allerdings nur fir die Diagnosegruppe 2 ,COB in Exazerbation® als signifikant (p=0,011)
herausstellte. Alle Modi mit entsprechenden Minima und Maxima fir die Gesamtpunkzahl der
einzelnen Gruppen sind in folgender Tab. 15 aufgefuhrt.

Tab. 15: Ubersicht iiber die erreichten Gesamtpunktzahlen im klinischen Score
modifiziert nach Ohnesorge (1998) im Vergleich vor und nach Therapie.

,COB in .
Gesamt (n=12) Exazerbation* ”IADI.CO“B m_
- Remission“ (n=4)
(n=8)
Vor Nach Vor Nach Vor Nach
Modalwert 4 0
Scorepunkt  Minimum 1 0 6 3 1 0
Maximum 9 6 9 6 4 4

Die Anzahl an vergebenen Scorepunkten war a insgesamt (p=0,005) sowie b allein in der Gruppe 2

(p=0,011) im Vergleich vor und nach Therapie signifikant verschieden.
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Die Verteilung des aus dem Gesamtscore hervorgehenden Schweregrades der Erkrankung
(gesund (0-1 Punkt), geringgradig erkrankt (2-3 Punkte), mittelgradig erkrankt (4-6 Punkte)
und hochgradig erkrankt (= 6 Punkte)) verhielt sich konsequenterweise auch hier analog zu
der bereits genannten Gesamtpunktzahl. So ergab die Beurteilung nach Ohnesorge nach
deutlich  geringere
Eingangsuntersuchung der Fall war. Die Unterschiede erwiesen sich fur alle Patienten

erfolgter Therapie Schweregrade als dies noch bei der
zusammengenommen sowie fUr die Patienten der Diagnosegruppe ,COB in Exazerbation®
mit p=0,008 und p=0,02 entsprechend als signifikant. In folgender Tab. 16 sind die
entsprechenden Haufigkeitsverteilungen im Einzelnen aufgefiihrt und in Abb. 29 (S. 132)

grafisch veranschaulicht.

Tab. 16: Ubersicht iiber die Hiufigkeitsverteilung der verschiedenen Schweregrade
der Erkrankung (nach Ohnesorge (1998)) im Vergleich vor und nach Therapie.

,COB in .
Gesamt (n=12) Exazerbation* ”IADI.CO,‘B |n_
_ Remission“ (n=4)
(n=8)
Vor® Nach? Vor® Nach® Vor Nach
obB 1(8,3%) @ 3 (25%) 0 0 1(25%) | 3 (75%)
Schweregrad 1
der ggr. 1(8,3%) 1(8,3%) 0 (12,5%) 1(25%) @ 1 (25%)
Erkrankung : B 7
Anzahl Fille n ) )
( o) Mar. 33300 | (66.7%) 2 (25%) (87.5%) 2 (50%) 0
hgr. 6 (50%) 0 6 (75%) 0 0 0

Analog zu den Scorepunkten (s. Tab. 15) ergaben sich auch fir den Schweregrad der Erkrankung
signifikante Unterschiede a insgesamt (p=0,008) sowie b allein flir die Tiere mit ,COB in Exazerbation®
(p=0,020) im Vergleich vor und nach Therapie.
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Abb. 29: Vergleichende Darstellung der Haufigkeitsverteilungen verschiedener
Erkrankungsgrade in den einzelnen Diagnosegruppen vor und nach Therapie. Die
Therapie flihrte bei den Tieren mit ,COB in Exazerabtion“ zu einer signifikanten (p=0,02)
Veranderung in der Verteilung des Schweregrades der Erkrankung.

2.4.2 Ergebnisse der laboranalytischen Verfahren vor vs. nach Therapie

2.4.2.1 Ergebnisse der Bestimmung von Fibrinogen vor vs. nach Therapie

Wie bereits erwahnt, wurden fiir die Berechnungen der Fibrinogenkonzentration alle Werte,
die unterhalb der laboranalytischen Nachweisgrenze von 0,001 g/l lagen, mit einer
Konzentration von 0,0005 g/l definiert.

Die vergleichende Betrachtung der Werte aus den Messungen vor mit denen nach Therapie
zeigte fur beide Gruppen zusammen wie auch einzeln fir Gruppe 2 und Gruppe 3 eine
Erniedrigung der durchschnittlichen Fibrinogenkonzentration in der bronchoalveolaren
Lavageflissigkeit mit unterschiedlicher Auspragung (Tab. 17 und Abb. 30, S. 133). Dabei
reduzierte sich die Durchschnittskonzentration insgesamt von 0,008 (+ 0,0061) g/I auf 0,0052
(x0,0046) g/l. Die Betrachtung der einzelnen Diagnosegruppen ergab fir die Pferde mit
,COB in Exazerbation“ eine leichte Verringerung von 0,006 (+ 0,0032) g/l auf 0,0053
(x0,005) g/l und fur die Tiere mit der Diagnose ,IAD/COB in Remission den mit Abstand
deutlichsten Abfall der durchschnittlichen Fibrinogenkonzentration von 0,0118 (x0,0091) g/I

132



lll Ergebnisse

auf 0,0051 (x0,0042) g/l. Wie schon die Standardabweichungen vermuten lassen (Tab. 17)
und was auch aus der grafischen Darstellung (Abb. 30) deutlich hervorgeht, lag dabei stets
eine groRe Spannweite der Werte vor. Trotz der zahlenmaRig und grafisch erkennbaren
Erniedrigung der Fibrinogenkonzentration in der BALF nach Arzneimitteltherapie blieben die
statistischen Berechnungen ohne signifikante Unterschiede.

Tab. 17: Ubersicht iiber die Fibrinogenkonzentrationen (in g/l) in der
bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit im Vergleich vor und nach Therapie.

Gesamt (n=12) ,,COB in ,IAD/COB in
Exazerbation“ (n=8) Remission“ (n=4)
Vor Nach Vor Nach Vor Nach

MW 0,008+ 00052+ 0006+ | 00053+ |0,0118+ 0,0051+
Fibrinogen SD 00061 | 0,0046 | 0,0032 0,005 | 00091 0,0042

(/) Min/  0,0005/ | 0,0005/ 0,0017/ 0,0005/ 0,0005/ | 0,0017/
Max 0,0195 0,0141 0,0106 0,0141 0,0195 0,0112

Die Veranderungen in den durchschnittlichen Werten der gemessenen Fibrinogenkonzentration in der I
BALF im Zuge der Therapie blieben ohne statistische Signifkanzen.

0.02 Evor Therapie
HRS nach Therapie

0,015+
3
H
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Abb. 30: Vergleichende Darstellung der Fibrinogenkonzentration (in g/l) innerhalb der
einzelnen Diagnosegruppen vor und nach Therapie. Insbesondere in der Gruppe
,IAD/COB in Remission® ist eine Werteverschiebung in untere Bereiche sichtbar.
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2.4.2.2 Ergebnisse der Bestimmung von Serum-Amyloid-A vor vs. nach Therapie

Analog zum Fibrinogen wurden fir die Berechnungen der SAA-Konzentration in der
bronchoalveolaren Lavageflissigkeit alle Werte, die unterhalb der laboranalytischen
Nachweisgrenze von 0,01 pg/ml lagen, mit einer Konzentration von 0,005 ug/ml definiert.
Wahrend in der BALF aus der Erstuntersuchung bei nur einem Fall eine sehr geringe SAA-
Konzentration (0,010 pg/ml) nachgewiesen wurde und alle anderen Werte unter 0,01 pg/ml
lagen, konnte hingegen in der Lavage aus der Kontrolluntersuchung bei 4 Fallen eine,
teilweise sogar relative hohe, SAA-Konzentration gemessen werden. Drei dieser Proben
stammten dabei aus der Diagnosegruppe ,COB in Exazerbation. Die fallspezifischen
Veranderungen der SAA-Konzentration gehen aus der folgender Tab. 18 sowie der Abb. 31
(S. 135) hervor.

Trotz einzelner Konzentrationsunterschiede blieb der Median bei der Betrachtung aller Tiere
sowie bei Betrachtung derer mit ,COB in Exazerbation® vor wie auch nach Therapie konstant
bei 0,005 pg/ml. Lediglich bei der Einzelanalyse der Diagnosegruppe ,IAD/COB in
Remission“ machten sich die Erhéhungen in den SAA-Konzentrationen einzelner Tiere nach
Therapie auch im Median bemerkbar. Der Unterschied war jedoch mit einem Anstieg von
0,005 pg/ml auf nur 0,0075 pl/ml sehr minimal und statistisch ebenfalls nicht signifikant.

Tab. 18: Ubersicht iiber die Konzentrationen an Serum-Amyloid-A (in pg/ml) in der
bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit im Vergleich vor und nach Therapie.

,,COB in Exazerbation* ,JAD/COB in

Gesamt (n=12) (n=8) Remission® (n=4)
Vor Nach Vor Nach Vor Nach
Md 0,005 0,005 Alle 8 Falle 0,005 0,005 0,0075
Q) (0,005/ (0,005/ hatten (0,005/ (0,005/ (0,0057/
SAA 13 0,005) 0,207) Werte von 0,44) 0,009) 0,167)
(ng/ml) 0,005 bzw.
Min/ 0,005/ 0,005/ <0,01 0,005/ 0,005 0,005/
Max 0,01 1,09 ug/ml. 1,09 /0,01 0,22

Trotz einzelner Werteveranderungen blieb der Median fast immer konstant bei 0,005 pyg/ml und es
zeigten sich demnach keine signifikanten Veranderungen im Vergleich vor und nach Therapie.
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1.2+ B vor Therapie
1,09 B nach Therapie
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Abb. 31: Vergleichende Darstellung der SAA-Konzentration (in pg/ml) innerhalb der
einzelnen Diagnosegruppen vor und nach Therapie. Der grafisch sichtbare Unterschied im
Vergleich vor und nach Therapie erwies sich statistisch als nicht signifikant. Trotz Erweiterung
des Wertebereichs insgesamt lag der Median auch nach Therapie immer noch bei 0,005 ug/I.
Die Einzelfallbetrachtung konnte zudem zeigen, dass sich reell nur bei 3 von 8 Pferden aus
Gruppe 2 und bei 1 von 4 aus Gruppe drei eine Erhohung gezeigt hatte.

2.4.2.3 Ergebnisse der Bestimmung von D-Dimeren vor vs. nach Therapie

Der Vergleich der D-Dimer-Konzentration in der bronchoalveolaren Lavageflissigekeit vor
und nach Therapie findet im Folgenden nur fir die Diagnosegruppe ,,COB in Exazerabtion®
statt, da bei den Tieren mit ,JAD/COB in Remission“ die Werte immer unter der
laboranalytischen Nachweisgrenze von 0,19 mg/l lagen und auch keine Proteinanreicherung
durchgefuhrt wurde, wodurch hier kein Unterschiedsvergleich moglich war. Fir die BALF-
Proben der Patienten aus Gruppe 2 hingegen fand eine Proteinanreicherung zur besseren
Nachweisbarkeit statt, wobei in drei Fallen (einer vor und zwei nach Therapie) bereits ohne
diese Aufbereitung definierte D-Dimer-Konzentrationen gemessen werden konnten. Nach
dem Anreicherungsverfahren blieben die D-Dimer-Konzentrationen in drei Fallen (einer vor
und zwei nach Therapie) weiter unter der, nun neu definierten, Nachweisgrenze. Da diese
zweimal bei < 0,04 mg/l und einmal bei < 0,05 mg/l lag, wurde flr die Berechnungen die
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Konzentration bei diesen drei Tieren mit 0,035 mg/l definiert. Der Vergleich der D-Dimere
aus Gruppe 2 vor und nach Therapie blieb ohne signifikanten Unterschied. Allerdings zeigte
sich bei Uber der Halfte (62% (n=5)) der Tiere eine Erniedrigung bzw. in einem Fall eine
Stagnation der D-Dimer-Konzentration nach Therapie (Abb. 32, S. 136 und Tab. 19, S. 137),
die sich auch geringfligig im Median bemerkbar machte. Dieser verringerte sich leicht von
0,08 mg/l auf 0,06 mg/l. Die Spannweite veranderte sich dabei von 0,062-0,165 mg/l auf
0,036-0,182 mgl/l.

30
Edvor Therapie

B nach Therapie
25

207

157

D-Dimere (mg/l)

10+

05+

o0 i i % i 4| &
31 37 38 42 43 45 54 57
Fall
Abb. 32: Vergleichende Darstellung der D-Dimer-Konzentration (in mg/l) in der BALF

vor und nach Therapie fiir die Patienten (Fall) der Gruppe ,,COB in Exazerbation“.

Bei mehr als der Halfte der Tiere verringert sich die D-Dimer-Menge im Zuge der Therapie.
Die Pferde Nr. 38 und 42 zeigten interessanterweise auch eine Erhdhung des PMN-Anteils.

An dieser Stelle ist noch eine Auffalligkeit zu nennen, die aus der Einzelanalyse hervorging.
So fiel bei der Betrachtung der Falle im Einzelnen auf, dass die zwei Pferde (Nr. 38 und
Nr. 42), bei denen in der BALF der Zweituntersuchung schon ohne Proteinanreicherung D-
Dimer-Konzentrationen gemessen werden konnten, auch die Falle waren, bei denen die
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zytologische Auswertung der Lavageflissigkeit einen Anstieg der neutrophilen Granulozyten
nach Therapie ergab.

Tab. 19: Ubersicht iiber die D-Dimer-Konzentrationen (in mg/l) in der
bronchoalveoldaren Lavagefliissigkeit bei den Patienten mit ,,COB in Exazerbation“
(n=8) im Vergleich vor und nach Therapie.

Veranderung
der D-Dimer- Anreicherungs-
D-Dimere (mg/l) Konzentration faktor 9
durch die
Therapie
vor 4.6
31
Vor 6.2
37
Vor 0,2 _
A - R
Vor 0,18 6,4
R A
Fall Nr.
Vor 0,07 5.2
43
Vor 8,9
45
Vor
54
Vor >.7
57

Bei der Halfte der Tiere (n=4) verringerte sich die D-Dimer-Konzentration in der BALF im
Zuge der Therapie und in einem Fall blieb sie unverandert. Da hier jedoch die
Konzentrationen jeweils unter der Nachweisgrenze (<0,04 mg/l) lagen ist Uber die
Werteveranderung keine definitive Aussage zu treffen.
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3 Diskussion

3.1 Ziele der Studie

Das wesentliche Ziel der vorliegenden Studie bestand darin, erstmalig Informationen Uber
die fibrinolytische Aktivitat im  Alveolarraum von Pferden mit chronischen
Lungenerkrankungen zu gewinnen.

Angaben aus der veterinarmedizinischen Literatur lieferten Hinweise darauf, dass eine, in
der Humanmedizin bereits bekannte, alveolare Hamostase-Dysbalance auch beim Pferd
eine Rolle in der Pathogenese respiratorischer Erkrankungen spielt.

Anhand von Fibrinogen, D-Dimeren, PAI-1 und u-PA sollte eine Charakterisierung der
Fibrinolyse in der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit stattfinden.

Zusatzlich sollte Uberprift werden, ob und inwieweit sich die Konzentrationen genannter
Faktoren im Rahmen einer inhalativen Glukokortikoidtherapie mit kombinierter
Haltungsoptimierung verandern.

Begleitend sollte zudem das Verhalten von Serum-Amyloid-A, als sensitives Akute-Phase-
Protein, in der bronchoalveolaren Lavage bei verschiedenen Pneumopathien sowie ebenfalls
im Rahmen einer therapeutischen Intervention untersucht werden.

3.2 Probandengut / Patientenkollektiv

Das dieser Studie zugrunde liegende Patientenkollektiv war bezliglich der Rasse und damit
einhergehend auch beziglich GroRe und Gewicht relativ heterogen. Dies war dadurch
bedingt, dass zunachst alle Tiere, die zur Lungendiagnostik in der Klinik vorgestellt wurden,
in das Untersuchungsschema dieser Arbeit aufgenommen wurden. Eine Vorauswahl durch
beispielsweise einen Fragenbogen, der neben Erkrankungsgrad auch Rasse und Alter
erfasst hatte, fand nicht statt. Vorteil hiervon war, dass die fur die Statistik sehr bedeutende
Zufalligkeit der Stichproben, sprich der Probanden, in hohem Malte gegeben war. Zwar hatte
man auch von den vorgestellten Patienten nur die Warmblutpferde in die Studie einschliel3en
und Ponies sowie andere Rassen ausschlieRen kénnen und damit eine Homogenitat bei
gleichzeitiger Zufalligkeit herbeigefihrt, jedoch wurde darauf verzichtet und, ebenfalls in
Hinblick auf die statistische Auswertung, zugunsten einer groReren Fallzahl entschieden. So
hatte eine Rasseselektion eine deutliche Minderung der Stichprobenanzahl mit sich
gebracht. Darlber hinaus wurde in Anlehnung an wissenschaftliche Erkenntnisse der
Einfluss der Rasse auf die Studienergebnisse eher als gering betrachtet. So wurde in der
Arbeit von Fey (2005) herausgestellt, dass die Rasse keinen signifikanten Einfluss auf
besonders relevante Parameter wie beispielsweise auf die Lungenfunktion (hier ausgedruckt
in paO,, A-aDO,, Atemwegswiederstand und APymax) oder auch auf das Zellbild der
bronchoalveolaren Lavageflissigkeit hat. Insbesondere die analogen Verhaltnisse in der
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Zytologie lassen vermuten, dass die Pathomechanismen der Erkrankung Uber die
verschiedenen Rassen hinweg im Wesentlichen Ubereinstimmen und somit der Einfluss des
Pferdetyps auch in Bezug auf die in dieser Studie gemessenen Faktoren in der BALF (SAA,
Fibrinogen, D-Dimere) zu vernachlassigen ist. Definitiv kann dies jedoch nicht ganz
ausgeschlossen werden und sollte bei der Bewertung bzw. weiteren Verwendung der
Ergebnisse grundsatzlich mit bedacht werden.

Im Gegensatz zu den erkrankten Tieren fand in Bezug auf die gesunden Kontrolltiere eine
Vorauswahl statt, die vor allem auf dem Alter der Tiere und auf den Ergebnissen einer ersten
klinischen Untersuchung basierte. Eine Selektion nach Rasse war jedoch auch hier nicht
mdglich, da fir die Kontrollgruppe hauptsachlich klinikeigene Tiere verwendet wurden und
diese Uberwiegend Kleinpferde und Ponies darstellten. Eine Rekrutierung derselben Anzahl
an gesunden Probanden aus einem externen Pool war aufgrund der zum Teil recht invasiven
Verfahren im Untersuchungsprotokoll nicht umsetzbar.

Da das Alter ein Auswahlgrund fiir die gesunden Kontrolltiere darstellte (bevorzugt wurden
junge Tiere < 7 Jahren (Couetil and Ward 2003)), ist der in dieser Arbeit festgestellte
signifikante Altersunterschied zwischen lungengesunden und lungenkranken Pferden nicht
zufallig und somit nicht reprasentativ. Die erhaltenen Altersverteilungen in den
Erkrankungsgruppen hingegen sind als zufallig anzusehen und lassen eine weitergehende
Interpretation zu. So zeigt die vorliegende Arbeit mit einem erfassten durchschnittlichen Alter
von 17 (x5) Jahren und einem Minimum von 10 Jahren in der Gruppe ,COB in
Exazerbation®, dass diese Erkrankung vor allem altere Pferde betrifft, was im Konsens mit
bisherigen wissenschaftlichen Erhebungen steht (McPherson, Lawson et al. 1979b; Dixon,
Railton et al. 1995b; Couetil and Ward 2003). Die Tatsache, dass das durchschnittliche Alter
der Gruppe 3, in der sich ja ebenfalls an COB erkrankte Pferde befanden, mit 13 (x4) Jahren
geringflgig, aber dennoch signifikant (p=0,037) unter dem der Gruppe 2 lag, Iasst sich unter
anderem dadurch erklaren, dass hier zusatzlich Patienten mit IAD aufgenommen wurden
und diese Erkrankung vor allem jlingere Pferde betrifft (Couetil, Hoffman et al. 2007), was
Einfluss auf den Altersdurchschnitt gehabt haben dirfte.

3.3 Einschlusskriterien / Gruppeneinteilung / Diagnosestellung

Fur die Formulierung der jeweiligen Einschlusskriterien zur Diagnosestellung wurde sich an
den in der Literatur vorhandenen Definitionen orientiert (Dieckmann, Klein et al. 1990;
Robinson 2001; Couetil, Hoffman et al. 2007), um so eine standardisierte Gruppeneinteilung
zu erhalten.

In der Gruppe der gesunden Kontrolltiere durften die erhobenen Befunde keinerlei
Auffalligkeiten aufweisen. Eine Ausnahme hiervon bildeten die Auswertungen der
Roéntgenbefunde. Diese Ausnahme wurde gemacht, da die unterschiedlichsten Faktoren
Einfluss auf das Réntgenbild haben und dadurch die Befunde dieser Untersuchung mitunter
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sehr variabel sein kénnen und nicht immer mit dem Gesundheitsstatus des Tieres
korrelieren. Die beeinflussenden Faktoren kdénnen zum einen technischer Natur sein
(Leistung der Rontgenanlage, Uber- /oder Unterbelichtung, Bewegungsartefakte) und zum
anderen in individuellen Eigenschaften des Patienten (Alter, Grofke, Thoraxumfang,
Korperfett, Atemfrequenz) begriindet sein (Gehlen, Niedermaier et al. 2009; Tilley, Sales
Luis et al. 2012). Eine hohe Fettmasse beispielsweise kann dazu flhren, dass das
Lungengewebe insgesamt verstarkt verdichtet erscheint und das Bild somit falschlicherweise
zu schlecht in Bezug auf die interstitielle Zeichnung beurteilt wird. Dies kdonnte auch der
Grund fur die Beurteilung der interstitiellen Zeichnung mit dem Grad 2 (mittelgradiger
Befund) bei den ansonsten klinisch lungengesund und in die Gruppe der Kontrolltiere mit
eingeschlossenen Pferde Nr. 59 und 65 gewesen sein. Bei beiden Pferden handelte es sich
um Kleinpferde der Rasse ,Tarpan‘ mit einem adipésen Erndhrungszustand. Durch die
verblindete Beurteilung der Bilder konnte dieser Aspekt (erhdhte Fettmasse) bei der
Schweregradeinteilung nicht berlcksichtigt werden, was sonst wahrscheinlich zu einer
Aufwertung, sprich Bewertung mit geringerem Schweregrad, geflihrt hatte. Neben dem
Ernahrungszustand hatte auch der Atemtyp vermehrt Einfluss auf die Qualitat des
Roéntgenbildes. So zeigten einige Patienten eine durch Dyspnoe oder Aufregung bedingte
hohe Atemfrequenz oder wiesen eine sedationsbedingte unregelmaflige Atmung mit
stoRweiser Expiration auf. In Verbindung mit der relativ langen Belichtungszeit war es daher
vereinzelt schwierig bis unmdglich, zuverlassig Bewegungsartefakte zu vermeiden und ein
Bild in maximaler Inspiration zu erstellen. Aufgrund dieser Variabilitaten wurde die
Roéntgendiagnose bei der Auswahl der gesunden Kontrolltiere auf3en vor gelassen.

Die Zusammenfassung der beiden Krankheitsauspragungen ,|IAD* und ,COB in Remission®
zu einer gemeinsamen Gruppe erfolgte deshalb, da eine definitive Unterscheidung dieser
beiden aufgrund fehlender Exposition mit schimmeligem Heu (,natural challenge test®) nicht
sicher mdglich war, und es demnach hdchstwahrscheinlich so oder so zu einer Vermischung
krankheitsspezifischer Ergebnisse gekommen ware, die dann jedoch entsprechend falsch
dargestellt und interpretiert worden waren. Die schwierige Differenzierung liegt zum einen an
der breiten Uberschneidung zwischen den Symptomen wie auch den diagnostischen
Befunden beider Erkrankungen und zum anderen in dem bisher wenig detailliertem Wissen
uber die IAD und damit dem Fehlen von Definitionskriterien, die eine korrekte und sichere
Abgrenzung zu Pferden mit COB in Remission in jedem Fall mdglich gemacht hatten
(Couetil, Hoffman et al. 2007; Pirie 2014).
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3.4 Diskussion der Ergebnisse der Untersuchungen

3.41 Diskussion der Ergebnisse der allgemeinen und speziellen klinischen
Untersuchung

Um die Vergleichbarkeit der protokollierten Befunde der klinischen Untersuchung zu wahren,
wurden diese immer von denselben drei Untersuchern durchgefihrt, wobei im Vorfeld
einheitliche Beschreibungen besprochen und festgelegt wurden. Auch die Vermeidung von
der Aufnahme sehr subjektiver Messgrofen trug dazu bei. Ein gutes Beispiel liefert hierflir
der Punkt ,Auskultation” im modifizierten klinischen Score nach Ohnesorge (1998). So wird
dort lediglich ein definitiv zu erkennendes Rasseln, Knistern oder Giemen in die Beurteilung
mit eingeschlossen, wahrend eine verscharfte Atmung — ein individuell sehr verschieden
interpretierbarer Befund — auf3en vor gelassen wurde.

Zwei Besonderheiten, die sich aus der klinischen Untersuchung ergaben, seien im
Folgenden herausgestellt und erlautert. Eine Auffalligkeit war die mittlere innere
Kdrpertemperatur von 37,6 (+0,4) °C der Tiere aus Gruppe 5. Bei Patienten, die an akuten
respiratorischen Infektionen erkrankt sind, werden gelegentlich erhdhte Temperaturen (> 38
°C) erwartet. Der Grund fir das Fehlen einer solchen Beobachtung ist in den vorliegenden
Fallen darin begriindet, dass die Tiere zum einen zum Zeitpunkt der bronchoalveolaren
Lavage noch keine Temperaturerhdhung bzw. einen subfebrilen Krankheitsverlauf zeigten
und zum anderen, dass sich durch die Mittelung der Werte von den drei Untersuchungstagen
in Kombination mit einer antipyretischen Therapie kurzzeitige Temperaturanstiege im
Endergebnis nicht widerspiegelten.

Diese Relativierung der Werte durch die Mittelung der Ergebnisse aus den drei
Untersuchungstagen hatte auch Einfluss auf andere Befunde. So zeigten 2 Patienten (Nr. 17
und 18) aus der Gruppe ,COB in Exazerbation® im Durchschnitt keine erhebliche
Ruhedyspnoe. Aus der Einzelanalyse ging jedoch eine schwere Dyspnoe an Tag eins
hervor, was unter Berlcksichtigung aller weiteren Befunde trotzdem zu einer Zuordnung
dieser beiden Pferde in die entsprechende Gruppe fuhrt. So fanden sich, neben der Dyspnoe
an Tag 1, zusatzlich prozentuale Anteile an PMN in der BALF von 48 % (Nr.17) und 74 %
(Nr. 18), veranderte arterielle Blutgase (A-aDO, > 7 mmHg) sowie deutliche als mittelgradig
einzustufende Endoskopiebefunde.

141



Il Diskussion

3.4.2 Diskussion der Ergebnisse der weiterfiihrenden Untersuchungen

3.4.2.1 Diskussion der Ergebnisse der vendsen und arteriellen Blutuntersuchung

Die durchweg physiologischen Werte der vendsen Blutuntersuchung bestatigen die Angaben
aus der Literatur, dass die COB bzw. chronische Lungenerkrankungen im Allgemeinen nicht
mit sich widerspiegelnden systemischen Veranderungen einhergehen und dass das
entziindliche Geschehen weitestgehend lokal begrenzt ist (Lavoie-Lamoureux, Leclere et al.
2012; Pirie 2014).

Fiar die Werte des arteriellen Sauerstoffpartialdruckes der lungengesunden Kontrolltiere fiel
auf, dass diese sich zum Teil geringfiigig unter dem Referenzwert von 95 mmHg bewegten.
Da jedoch die alveolo-arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz bei all diesen Tieren im
physiologischen Bereich lag und diese MessgroRe als der unabhangigere und damit
aussagekraftigere Parameter anzusehen ist (Grabner and Fey 2013), wurde die A-aDO, bei
der Diagnosestellung starker gewichtet und einzelne Probanden trotz leicht erniedrigter
Sauerstoff-Werte in die Gruppe der gesunden Kontrolltiere eingeordnet.

3.4.2.2 Diskussion der Ergebnisse der Interpleuraldruckmessung

Die Tatsache, dass ein signifikanter Unterschied in der gemessenen maximalen
interpleuralen Druckdifferenz zwischen gesunden und chronisch kranken Tieren festgestellt
werden konnte, lasst darauf schlief3en, dass sich chronische Erkrankungsprozesse verstarkt
auf die Lungenfunktion auswirken und steht im Konsens mit bisherigen wissenschaftlichen
Erkenntnissen, wobei der Gewebeumbau im Zuge chronischer oder rezidivierender
Entziindungen hier ebenso zu nennen ist wie die transiente Funktionseinschrankung durch
beispielsweise Mukosaschwellung und Bronchospasmus (Setlakwe, Leclere et al. 2009).
Dass sich beim paarweisen Einzelvergleich allerdings nur ein signifikanter Unterschied
zwischen den gesunden Tieren und denen mit COB in Exazerbation ergab und nicht etwa
auch zwischen gesunden und jenen in Remission oder mit interstitieller Pneumopathie,
konnte darin begriindet sein, dass die hier durchgefiihrte Lungenfunktionsmessung ein
Verfahren mit relativ geringer Sensitivitat darstellt (Pirie 2013). Um auch schon geringgradige
Funktionsstorungen bei Tieren in Remission oder mit IAD aufzudecken, bedarf es
empfindlicherer Verfahren wie der Kapnographie oder Impulsoszillometrie (Herholz, Gerber
et al. 2003; Richard, Fortier et al. 2009). Zudem konnte beobachtet werden, dass keines der
Tiere in Exazerbation die von Robinson (2001) genannte charakteristische AP,max von = 15
cmH,O aufwies und der hochste gemessene Wert lediglich bei 11 cmH,O lag. Auch dies
spricht daflr, dass die hier verwendete Methode mit dem VentiGraph unter den genannten
Bedingungen nicht sehr sensitiv. und die Aufdeckung eventueller persistierender
Lungenfunktionsstérungen bei Tieren in Remission dadurch erschwert war. Hinzu kommt,
dass die Interpleuraldruckmessung nicht bei allen Probanden durchgefiihrt werden konnte,
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was eine vergleichsweise geringe Fallzahl zur Folge hatte und mitunter eine Abschwachung
moglicher Signifikanzen sowie der Aufdeckung von Extremwerten zur Folge gehabt haben
konnte. Aber auch in der Arbeit von Dixon, Railton et al. (1995c), in der 270 an chronischer
Bronchitis erkrankte Pferde untersucht wurden, konnten bei nur 48% der Tiere maximale
interpleurale Druckdifferenzen von > 6 cm H20 festgestellt werden, wobei sich davon auch
die meisten nur knapp oberhalb dieses Wertes bewegten, was wiederum mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit im Einklang steht.

3.4.2.3 Diskussion der Ergebnisse der Belastungsuntersuchung

Ein Proband aus der Gruppe der gesunden Kontrolltiere wies eine geringgradig verzdgerte
Wiederberuhigungszeit auf. Dies wurde in diesem Fall jedoch vernachlassigt und flhrte nicht
zum Ausschluss des Tieres aus dieser Gruppe, da das Pferd insgesamt sehr nervés war und
aufgrund vieler Gerausche in der Umgebung Uber den gesamten Untersuchungszeitraum
hinweg ein relativ hohes Mall an Aufregung zeigte und dabei vermehrtes, zum Teil
hochfrequentes Schnauben eine reprasentative Auszahlung der Atemfrequenz erschwerte
bzw. diese dadurch falschlicherweise Uber einen langeren Zeitraum erhéht war. Da dieser
Patient weder Husten, vermehrtes Schwitzen noch andere Auffalligkeiten in der Belastung
zeigte und auch ansonsten in der klinischen wie auch weiterfihrenden Untersuchung ohne
besondere Befunde blieb, wurde die langer erhéhte Atemfrequenz auf eben genanntes
Verhalten zurtickgeflhrt.

Aus der Gruppe 4 (,interstitielle Pneumopathie“) war bei 3 von 8 Probanden, bei denen die
Belastungsuntersuchung durchgeflhrt wurde, die Wiederberuhigungszeit innerhalb der
Norm, obwohl — wie bei allen Patienten dieser Gruppe - vorberichtlich eine
Leistungseinschrankung vorlag. Alle drei Pferde (Nr. 3, 24 und 40) wurden bis zum Zeitpunkt
der Untersuchungen noch regelmaliig geritten und befanden sich in einem Trainingszustand,
fur den das in dieser Studie verwendete Belastungsprotokoll wahrscheinlich zu minimal war,
als dass sich die im Training auffalligen Leistungseinschrankungen hier widergespiegelt
hatten.

In Bezug auf das gesamte Patientenkollektiv flihrte eine allgemeine Heterogenitat im
Trainingszustand der Probanden, die sich aus der unterschiedlichen Nutzung (Freizeit,
Turnier, krankheitsbedingte Trainingspause) ergab, zudem insgesamt zu einer
herabgesetzten Vergleichbarkeit dieser Untersuchung.

3.4.2.4 Diskussion der Ergebnisse der endoskopischen Untersuchung

Das in dieser Arbeit dokumentierte endoskopische Bild steht im Einklang mit den
Beschreibungen aus der Literatur (Dixon, Railton et al. 1995c; Koblinger, Nicol et al. 2011).
So finden sich die gravierendsten Befunde bei den Tieren mit ,COB in Exazerbation®,
wahrend bei Pferden mit der Diagnose ,IAD/COB in Remission® und ,interstitielle
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Pneumopathie® durchschnittlich geringere Befunde dokumentiert wurden und das
endoskopische Bild dabei insgesamt groRere Variationen aufwies.

Die bereits im Ergebnissteil aufgeflihrte Beobachtung in der endoskopischen Untersuchung
bei dem Pferd Nr. 35 (sehr scharfe Carina trotz hochstgradiger klinischer sowie
diagnostischer Befunde, lang andauernde Erkrankung und ein fortgeschrittenens Alter von
15 Jahren) deckt sich mit den Erkenntnissen von Koch, Straub et al. (2007), die
herausstellten, dass die Beurteilung der Carinaschwellung wenig sensitiv ist und der
Schweregrad der Erkrankung nicht zwangslaufig mit einer entsprechenden Verdickung
dieser anatomischen Struktur einhergeht.

3.4.2.5 Diskussion der Ergebnisse der bronchoalveolaren Lavage

Die bronchoalveoldre Lavage wurde mit der ,blinden“ Methode durchgeflihrt. Dies wurde
jedoch nicht als Nachteil erachtet, da sich das hier angewandte Verfahren nicht nur in Bezug
auf die Durchflhrbarkeit, sondern auch bezuglich des Nutzens zur Diagnosestellung als
ebenfalls sehr geeignet erwiesen hat (Wehrli, Feige et al. 2000). Auch war es fir diese
Studie unerheblich, aus welcher Lokalisation bzw. welchem Bronchus die enthommene
BALF-Probe stammte, da es sich bei den zugrunde liegenden Erkrankungen um diffus auf
das gesamte Lungengewebe verteilte Geschehen handelte und hierbei bewiesenermalen
die Flussigkeit aus jedem beliebigen Bronchialsegment reprasentativ ist (Sweeney, Rossier
et al. 1992; McGorum, Dixon et al. 1993f; Jean, Vrins et al. 2011). Damit ist auch die
fehlende Kontrolle Uber die Lokalisation der Beprobung durch das ,blinde“ Verfahren fur die
vorliegende Arbeit nicht als Nachteil anzusehen.

Grundsatzlich ist die Durchfiihrung einer bronchoalveoldaren Lavage bei Patienten mit
akuter/subakuter Pneumonie kontraindiziert, da die Gefahr besteht, pathogene Erreger in
tiefere und noch nicht betroffene Lungenabschnitte zu spllen und der Kérper zudem einer
zusatzlichen Belastung ausgesetzt wird. In diesem Fall wurde diese Untersuchung allerdings
trotzdem vorgenommen, da bei Vorstellung der Tiere noch kein Verdacht auf ein akutes
Geschehen bestand, da sich weder Fieber, Mattigkeit noch sonstige Anzeichen fur eine
akute Infektion zeigten und die Symptome vorrangig denen einer chronischen Erkrankung
glichen. Erst der zytologische Nachweis intrazellularer Bakterien und der anschlielend
durchgefiihrte positive Mikrobiologie-Befund aus der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit
erbrachten die Diagnose der akuten bis subakuten bakteriellen Infektion. Auch die geringe
GruppengrolRe ist so zu erklaren.

Insgesamt konnte kein wesentlicher Unterschied in den durchschnittlichen Rickgewinnraten
der Diagnosegruppen festgestellt werden und auch in der Gruppe der gesunden Kontrolltiere
wurden Mengen an wiedergewonnener Flussigkeit dokumentiert, die deutlich unter dem
physiologisch zu erwartenden Minimum von 40% lagen (Robinson 2001). Diese erheblichen
Variationen und Abweichungen von der Literatur lassen sich damit erklaren, dass ein
sicherer Sitz des BAL-Katheters nicht endoskopisch kontrolliert werden konnte und es somit
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haufiger zum fruhzeitigen Verlust des Unterdrucks durch beispielsweise Verlust der
Bronchusblockade durch vermehrtes Husten der Probanden kam. In Bezug auf den
diagnostischen Wert und die Befundinterpretation ist jedoch auch dies, ebenso wie die
Zufalligkeit des beprobten Lungensegments, nicht als Nachteil anzusehen, da auch die
Menge wiedergewonnener Lavagefliissigkeit bekanntermaf3en ohne relevante Auswirkungen
auf das zytologische Ergebnis bleibt (Pickles, Pirie et al. 2002a).

3.4.2.5.1 Diskussion der Ergebnisse der zytologischen Untersuchung

Die Ergebnisse der zytologischen Auswertung stimmen zwar mit den Angaben aus der
Literatur Uberein (Robinson 2001; Robinson 2003; Couetil, Hoffman et al. 2007), jedoch ist
anzumerken, dass es sich hierbei, insbesondere in Bezug auf die Zellprozente der
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten, nicht um rein zufallige Daten handelte, da
Teile des Zellbilds Definitionskriterien flr bestimmte Diagnosestellungen darstellten (z.B. >
25% Neutrophile fir den Einschluss in Gruppe 2).

In Bezug auf die Mastzellen fiel auf, dass sich auch in der gesunden Kontrollgruppe
Prozentzahlen Uber dem Referenzwert von < 2% befanden (Robinson 2003). So lagen
zweimal geringgradig erhéhte Werte von 2,2 und 2,6 % und einmal eine deutlich erhdhte
Zahl von 8% vor. Diese Falle wurden trotzdem in der Gruppe 1 belassen, da sich ansonsten
keinerlei klinische oder anderweitig diagnostische Auffalligkeiten ergaben und auch in der
Literatur Angaben Uber hohe Mastzellprozente bei lungengesunden Tieren vorhanden sind.
Dixon, Railton et al. (1995c) beispielsweise wiesen als Median 5,3% (0,7-13%) Mastzellen
fur ihre 30 Tiere zahlende Kontrollgruppe aus. Die sehr umfassenden diagnostischen
Verfahren, die dieser Fall-Kontroll-Studie zugrunde lagen, lassen zudem mit ziemlicher
Sicherheit sagen, dass es sich hierbei tatsachlich um lungengesunde Tiere handelte.

3.4.2.6 Diskussion der Ergebnisse der rontgenologischen Untersuchung

Einhergehend damit, dass der Schweregrad des Rontgenbildes Einschlusskriterium flr die
Zuordnung zur Gruppe 4 ,interstitielle Pneumopathie” war, lag hier bei 100% der Falle eine
mittelgradig interstitielle Lungenzeichnung vor. Da der Roéntgenbefund fir diese
Diagnosestellung essentiell war, wurden die Bilder zunachst immer unmittelbar ausgewertet.
In die statistischen Berechnungen flossen schliel3lich jedoch nur die Ergebnisse aus der
verblindeten Bildbeurteilung mit ein, wodurch diese durchaus als reprasentativ zu betrachten
sind und weitergehende Interpretationen zulassen. Aus dem zum Teil signifikant
unterschiedlichen Anteil an den verschiedenen Schweregraden bronchialer und interstitieller
Lungenzeichnung in den einzelnen Diagnosegruppen zeigt sich, dass die Beurteilung von
Rontgenbildern durchaus erganzende Informationen Uber den Krankheitsstaus des Tieres
liefern kann, was sich mit den Ergebnissen von Tilley, Sales Luis et al. (2012) deckt.
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3.4.3 Diskussion der Ergebnisse des klinischen Scores

Fur die Einteilung des Schweregrades der Erkrankung wurde in dieser Arbeit ein
modifizierter Score nach Ohnesorge (Ohnesorge, Trotschel et al. 1998) angewandt, da
dieser eine weitestgehend objektive und standardisierte Beurteilung erméglicht und auch auf
dem ,International Workshop on Equine Chronic Airway Disease® in 2000 (Robinson 2001)
fur die Ermittlung des sogenannten ,heaves-phenotype” genannt wurde. Allerdings ist dieser
Score nur fir die Schweregradeinteilung im Rahmen einer COB-Erkrankung gedacht und
nicht fir andere Lungenerkrankungen wie die intersititelle Pneumopathie validiert. Der
Uberwiegende Teil der Kriterien aus diesem Score, fir die es hohe Punktzahlen gibt, wie
beispielsweise der Anteil an neutrophilen Granulozyten, massive endoskopische Befunde
oder abnorme Atemgerdusche im Sinne von Rasseln, Knistern oder Giemen, spielen bei
interstitiellen Pneumopathien eher eine untergeordnete bis gar keine Rolle. Fir diese
Erkrankung aussagekraftigere Kriterien wie Leistungsminderung und Grad der interstitiellen
Lungenzeichnungen tauchen in dem Score hingegen gar nicht auf. Aus diesem Grund
werden mit hoher Wahrscheinlichkeit auch schwerwiegende Formen dieser Erkrankung mit
diesem Schema nicht erfasst, was auch die vorliegenden Ergebnisse dieser Studie erklart.
So wurde der UuUberwiegende Anteil der Pferde mit diagnostizierter interstitieller
Pneumopathie nach Ohnesorge als ,gesund“ eingestuft, obwohl krankheitsspezifische
klinische und diagnostische Befunde einen héheren Schwergrad vermuten lieRen. Trotz
dieser Tatsache wurde der Score per se zunachst bei allen Patienten angewandt, da er alle
drei Untersuchungstage mit einschloss und zu Beginn nie bekannt war, um welche
respiratorische Erkrankung es sich handelte. Zudem gibt es nach bisherigen Erkenntnissen
kein vergleichbares validiertes System fir die Schweregradeinteilung interstitieller
Pneumopathien, auf das in der vorliegenden Arbeit hatte zurickgegriffen werden konnen.

3.5 Diskussion des Studiendesigns und der Ergebnisse der Inhalationstherapie

Die Ergebnisse, die sich auf die 10-tdgige Budesonid Inhalation beziehen, sind aus den im
Folgenden erlauterten Griinden als kritisch zu betrachten und daher nur unter besonderem
Vorbehalt zu interpretieren.

Zunachst ist hier das Studiendesign zu nennen. Grundsatzlich gilt in der Humanmedizin ein
doppelblind, randomisiert und (Placebo-)kontrolliert durchgefiihrtes Studiendesign (Kabisch,
Ruckes et al. 2011) als Goldstandard fiur Therapiestudien mit Absicht auf
Wirksamkeitsprufung, was jedoch in der Pferdemedizin in dieser Vollstandigkeit haufig
schwer herbeizufiihrende Bedingungen sind (Holmes and Ramey 2007). In der vorliegenden
Arbeit wurden die Therapiegruppen nur nach der Diagnose (,COB in Exazerbation“ oder
,JAD/COB in Remission) eingeteilt. Therapiert wurden alle Tiere mit dem gleichen
Therapeutikum und nach demselben Schema. Zwar diente die Datenerhebung in diesem Fall
nicht vorrangig dazu, den ja bereits bewiesenen (Kampmann 2001) positiven Effekt des
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Budesonid-Inhalats auf die chronisch obstruktive Bronchitis zu ermitteln, sondern vorrangig,
um herauszufinden, ob und inwieweit sich die analysierten Parameter in der BALF
verandern, jedoch ware auch fir diese Fragestellung ein Vorgehen unter gerade genannten
Bedingungen von Vorteil gewesen. Gerade im Zusammenhang mit der hier vorliegenden
geringen Stichprobenanzahl hatte es einer Placebo-Gruppe bedurft, um sicher sagen zu
kdnnen, dass beobachtete Veranderungen in den Parametern nicht rein zufallig, sondern
medikamentos bedingt sind. Darlber hinaus fand die Therapie aller Patienten, unabhangig
von den Konditionen im Heimatstall, unter staubarmen Haltungsbedingungen (nasses Heu,
Spane) statt, um den Einfluss der Haltungsfaktoren gering zu halten. Dadurch lasst sich
keine Aussage darlber treffen, ob die hier dokumentierten klinischen Verbesserungen primar
durch das Glukokortikoid oder vor allem auch durch die Abwesenheit krankheitsauslésender
Faktoren hervorgerufen wurden. Denn es ist bekannt, dass die Umweltbedingungen eine
wesentliche Rolle in der Therapie der COB spielen und zusétzliche pharmakologische
Malnahmen, insbesondere in Bezug auf klinische Veranderungen, teils nur wenig oder
zuweilen sogar keine zusatzlichen Verbesserungen bewirken (Jackson, Berney et al. 2000;
Couetil, Chilcoat et al. 2005). Demnach ware flur die Fragestellung, welchen Einfluss ein
inhalativ verabreichtes Glukokortikoid, in dem Fall Budesonid, auf die hier untersuchten
Parameter in der BALF hat, die Hinzunahme einer Placebo-Gruppe oder zumindest einer
Gruppe von Pferden, die bereits beim Besitzer zuverlassig staubarm gehalten wurde, nétig
gewesen.

Ein weiterer Punkt fur die Minderung der Qualitat der wissenschaftlichen Aussagekraft in
Bezug auf die Ergebnisse aus der Therapie-Studie stellen die schon angesprochenen relativ
niedrigen Fallzahlen, insbesondere die der einzelnen Diagnosegruppen, dar. Zwar liegen
vielen veroffentlichten Therapiestudien ebenso geringe oder gar niedrigere Fallzahlen
zugrunde, was diesen Kritikpunkt jedoch keineswegs rechtfertigt bzw. relativiert. Ein grolRes
Problem grundsatzlich und auch in der vorliegende Arbeit stellt hierbei jedoch die
Rekrutierung von Probanden dar. So ist es sehr schwierig, die Zustimmung der Besitzer zu
erhalten, ein erkranktes Pferd mit Indikation fiir ein therapeutisches Eingreifen ber einen
langeren Zeitraum lediglich mit einem Placebo-Praparat zu therapieren und eine
Verbesserung der Erkrankung und damit auch des Wohlbefindens des einzelnen Tieres
potentiell herauszuzdgern. In dem hier vorliegenden Fall handelte es sich aulerdem um
einen relativ langen Therapie-Zeitraum von 10 Tagen, Uber den die Probanden in der Klinik
bleiben mussten, um gleichwertige Rahmenbedingungen und vor allem auch eine
regelmafig und korrekt durchgeflihrte Inhalation zu gewahrleisten. Diese Tatsache machte
es zusatzlich schwierig, Patienten fir dieses Studienprotokoll zu gewinnen.

Die geringen Fallzahlen mindern nicht nur die Wahrscheinlichkeit, deutliche Veranderungen
aufzufinden, sondern schwachen natirlich auch grundsatzlich die Teststarke der
statistischen Tests. Dies bietet eine Erklarung, warum signifikante Ergebnisse haufig
ausblieben, obwohl zuweilen ein Trend zu erkennen war, der vermuten lasst, dass bei einer
groleren Stichprobenzahl in einigen Fallen Signifikanzen zu sehen gewesen waren. Darlber
hinaus belegen hochsignifikante Veranderungen im Schweregrad der Erkrankung und den
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endoskopischen Befunden sowie signifikante Verbesserungen der Gasaustauschfahigkeit
der Lunge (ausgedriickt durch die Werte der arteriellen Blutgasanalyse) eine positive
Wirkung der durchgefiihrten Therapie, wenngleich nicht sicher ist, ob diese primar auf die
Wirkung des Budesonids zurick zu fihren sind oder Uberwiegend durch die
Haltungsoptimierung oder durch die Kombination von beidem verursacht wurden.

Speziell bei der vergleichenden Betrachtung des Anteils der neutrophilen Granulozyten an
der Gesamtzellzahl vor und nach Therapie ist die eigentlich zu erwartende, hier jedoch
fehlende, statistische Signifikanz zu klaren. Wahrend bei den Einzelanalysen in fast allen
Fallen eine zum Teil sehr deutliche Minderung des Neutrophilen-Anteils nach erfolgter
Therapie festgestellt werden konnte, gab es daneben drei Ausreiller, deren Extremwerte vor
allem unter Berucksichtigung der geringen Fallzahl erheblichen Einfluss auf das statistische
Ergebnis hatten. So zeigte sich, wie im Ergebnissteil bereits ausflhrlich beschrieben, bei drei
Pferden in der Kontrolluntersuchung eine Erhéhung der neutrophilen Granulozyten an der
Gesamtzellzahl, die bei einem Tier mit einer Steigerung um rund 42% sogar sehr deutlich
ausfiel. Allerdings ging dies in allen drei Fallen nicht mit einer klinischen Verschlechterung
einher. Zwei von den Patienten zeigten sogar eine Verbesserung der Symptome. Eine
eindeutige Erklarung fur diese beobachtete PMN-Erhéhung I&sst sich nicht finden, jedoch ist
bekannt, dass eine Verbesserung in der Lungenfunktion durch eine Glukokortikoidtherapie
auch ohne eine Reduktion der neutrophilen Granulozyten erreicht werden kann (Couetil, Art
et al. 2006). Darlber hinaus hatte sich bei allen diesen drei Probanden gezeigt, dass sich
trotz fehlender signifikanter Veranderungen im Hinblick auf die einzelnen Zellprozente das
Zellbild dennoch verandert hatte. So waren bei genannten Fallen in den zytologischen
Praparaten der Zweituntersuchung Uberwiegend sehr stark hypersegmentierte neutrophile
Granulozyten sowie viele Kernpyknosen zu finden. Dieses Vorkommen massenhafter,
Uberalterter Zellen ist ein einige Tage nach Beginn einer Glukokortikoidtherapie haufig zu
beobachtender Zytologiebefund, da dieses Medikament unter anderem zu einer verzdgerten
Zellapoptose fuhrt (Meagher, Cousin et al. 1996). Daneben lasst der gleichzeitig sehr
geringe Anteil intakter Zellen darauf schlielen, dass hier kein erneutes Aufflammen der
Entziindung stattgefunden hatte.

Um jedoch bei den Fallen, die dieses Phanomen im Zellbild aufwiesen, eine verlassliche
Aussage Uber den Therapieerfolg treffen zu kbnnen, ware eine zweite, spatere Nachkontrolle
bzw. grundsatzlich eine erste Kontrolle zu einem spateren Zeitpunkt sinnvoll gewesen.
Zusatzlich zu der zumindest in den meisten Fallen beobachteten Reduzierung der
neutrophilen Granulozyten, die (unter besagtem Vorbehalt) als Ausdruck der positiven
Effektwirkung des Kortikosteroids auf die Entziindungsmechanismen in der Lunge
angesehen werden kann, kam es auch zu einer sogar signifikanten (p=0,016) Veranderung
in der Zahl der Mastzellen. Dabei verringerte sich deren Anteil an der Gesamtzellzahl bei fast
allen Patienten im Zuge der Budesonid-Therapie, was mit Beobachtungen aus der
Humanmedizin im Rahmen der Asthma-Therapie im Einklang steht (Takeyama, Kondo et al.
2014).
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Bei der Auswertung der Konzentrationen der in der bronchoalveolaren Lavage bestimmten
Parameter SAA, Fibrinogen und D-Dimere lieRen sich keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich vor und nach Therapie feststellen. Dabei ist auch an dieser Stelle die Problematik
der geringen Fallzahl zu nennen, die es erschwerte, geringe Veranderungen statistisch zu
erfassen. So zeigen sich beispielsweise grafisch wie auch zahlenmaRig Tendenzen zu einer
Abnahme der Fibrinogenkonzentration nach erfolgter Therapie, die bei einer grél3eren
Stichprobenzahl eventuell signifikant gewesen waren. Insbesondere in der Gruppe der
Pferde mit ,IAD/COB in Remission“ wird dies deutlich. Anhand der grafischen Darstellung im
Boxplot (Abb. 30, S. 133) ist hier zu erkennen, dass sich die Spannweite in der
Kontrolluntersuchung insgesamt verkleinert und deutlich nach unten verschoben hat und der
Median zudem aulerhalb des Interquartilbereichs der Erstuntersuchung lag, was in der
Regel einen Hinweis auf statistische Signifikanz bedeutet. Damit ist zwar die
Wahrscheinlichkeit, dass die hier durchgefihrte Therapie zu einer Abnahme der
Fibrinogenkonzentration in der BALF fuhrt, gegeben, die Aussagekraft dieser Hypothese
jedoch trotzdem fraglich, da aufgrund der niedrigen Fallzahl die Zufalligkeit der Beobachtung
nicht sicher ausgeschlossen werden kann. Die Tatsache, dass sich lber alle Messungen der
gesamten Studie hinweg (sprich auch bei den nicht der Therapie-Gruppe angehérigen
Probanden) zum Teil groRe Spannweiten in der Fibrinogenkonzentration zeigten, verstarkt
die Annahme eines Zufallsbefundes. Andererseits ist bekannt, dass eine
Glukokortikoidtherapie direkt oder indirekt zu einer Minderung der Plasmaexsudation in das
Atemwegslumen flihrt (van der Velden 1998), was wiederum dafir sprechen wiirde, dass die
hier beobachteten Konzentrationsminderungen als reell anzusehen sind, da so nur noch
geringere Mengen des Molekdls in den Alveolarraum gelangen kdnnen (s. hierzu auch K. I,
Abschnitt 3.6.3 ,Diskussion der Ergebnisse der Bestimmung von Fibrinogen®).

Ebenso wie fir das Fibrinogen ist auch fur die D-Dimere eine Tendenz hin zur
Konzentrationsminderung in Antwort auf die Glukokortikoidtherapie sichtbar. So kam es
immerhin bei der Halfte der Tiere zu einer Reduzierung der D-Dimer Menge in der BALF und
der Median verschob sich insgesamt von 0,08 mg/l auf 0,06 mg/l, was auch hier die
Vermutung nahe legt, dass groRere Fallzahlen eventuell signifikante Ergebnisse
herbeigefuhrt hatten. Die Beobachtungen aus der Studie von Brims, Chauhan et al. (2009)
wulrden eine mogliche Erklarung fur die D-Dimer Reduktion liefern. So stellten sie in ihrer
Arbeit eine herabgesetzte pulmonale Fibrinolyse durch inhalative Glukokortikoidtherapie bei
Asthmatikern heraus, die im Zusammenhang mit PAI-1 Erhéhungen stand. Dass dieses
Phanomen auch auf die Patienten mit ,COB in Exazerbation® zutrifft, bleibt jedoch rein
hypothetisch und misste in jedem Fall weiter untersucht werden.

Bei der Betrachtung der Veranderungen in den Serum-Amyloid-A-Konzentrationen im
Rahmen der Therapie lassen sich so gut wie keine Tendenzen ausmachen. Zwar scheint es
grafisch so, als wirde es eher zu einer Erhéhung kommen, allerdings erweist sich dies bei
genauer Betrachtung als mehr oder weniger hinfallig. So findet ein Anstieg der SAA-
Konzentration tatsachlich nur bei insgesamt 4 von 12 Probanden (3 von 8 aus Gruppe 2 und
1 von 4 aus Gruppe 3) und damit bei deutlich weniger als der Halfte der Tiere statt. Daraus
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lassen sich eigentlich keine Vermutungen aufstellten, ob diese individuellen Erhéhungen in
einem kausalen Zusammenhang mit der therapeutischen Intervention stehen, oder ob es
sich hierbei um reine Zufallsbefunde handelt. Fir letzteres spricht die Tatsache, dass sich
die vier gemessenen SAA-Konzentrationen nach Therapie immer noch in dem Wertebereich
bewegen, der auch fur das gesamte Patientenkollektiv dieser Studie ermittelt wurde und
Uberdies auch bei gesunden Kontrolltieren auftrat. Da es sich bei SAA, um ein sehr schnell
reagierendes Akute-Phase-Protein mit einer relativ geringen Halbwertszeit handelt
(Jacobsen and Andersen 2007), wirde man signifikante Konzentrationsverdnderungen
hierbei ohnehin vor allem bei sehr akut exazerbierten Probanden erwarten. Hingegen sind
messbare Veranderungen bei subklinisch und chronisch kranken Tieren sowie Patienten, die
sich schon Uber einen langeren Zeitraum im Stadium der Exazerbation befinden eher
unwahrscheinlich und demnach auch eine messbare Veranderung der Konzentration im
Rahmen einer Therapie bei solchen Fallen fraglich.

Abschlielend bleibt zu sagen, dass die hier aufgezeigten Ergebnisse aus der Therapie-
Studie aus genannten Grinden nur mit Einschrankungen zu beurteilen sind und es
weiterfihrender Studie mit héheren Fallzahlen und dem Einschluss einer Placebo-Gruppe
bedarf, um die aufgezeigten Tendenzen zu Uberprifen.

3.6 Diskussion der Ergebnisse der Laboranalysen

3.6.1 Auswahl der Parameter zur Charakterisierung der Fibrinolyse

Die vorliegende Arbeit wurde vor dem Hintergrund angefertigt, die fibrinolytische Aktivitat in
bronchoalveolarer Lavageflissigkeit zu charakterisieren. Spezifische Komponenten des
fibrinolytischen Systems sind auf Seiten der Aktivierung t-PA und u-PA und auf Seiten der
Hemmung unter anderem die verschiedenen Plasminogeninhibitoren (1 und 2) und das a2-
Antiplasmin sowie die aus der Fibrinolyse hervorgehenden Abbauprodukte — die D-Dimere
(s. hierzu auch Kapitel Il, Abschnitt 2 ,Das Hamostasesystem®). Um eine konkrete Aussage
treffen zu kdénnen, ob eine Aktivierung oder Hemmung des Systems vorliegt, bedarf es der
Zusammennahme mehrerer dieser Faktoren. So wiirde beispielsweise ein Nachweis
erhohter D-Dimer Konzentrationen bei alleiniger Bestimmung dieser zunachst eine erhdhte
fibrinolytische Aktivitdt vermuten lassen. Jedoch ware es in diesem Fall auch denkbar, dass
als Folge einer massiv erhdohten Gerinnung und damit einer massiven Fibrinbildung der
Fibrinumsatz zwar insgesamt gesteigert, die fibrinolytische Aktivitat jedoch trotzdem
gehemmt ist und im Verhaltnis zur bestehenden Hyperkoagulation zu gering ausfallt
(Glnther, Mosavi et al. 2000a). Demzufolge ist es also nur moglich, eine definitive Aussage
Uber die tatsachliche Hemmung oder Aktivierung der Fibrinolyse zu treffen, wenn man die
spezifischen Regulatoren des fibrinolytischen Systems mit in die Analysen einschlie3t. Aus
diesem Grund sollten in der vorliegenden Arbeit urspriunglich neben den D-Dimeren auch u-
PA und PAI-1 mit zur Charakterisierung der fibrinolytischen Aktivitat herangezogen werden.
Die Auswahl von Urokinase statt t-PA als Aktivator und PAI-1 statt beispielsweise PAI-2 oder
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alpha-2-Antiplasmin als Inhibitor geschah dabei in Anlehnung an humanmedizinische
Erkenntnisse. So wurde hier, wie in Kapitel Il, Abschnitt 3 bereits naher dargelegt, durch
zahlreiche Studien gezeigt, dass die Fibrinolyse in der Lunge vor allem durch u-PA und PAI-
1 gesteuert wird und eine Verschiebung in der Aktivitat dieser Faktoren malgeblich an
pathologischen Veranderungen bei verschiedenen respiratorischen Erkrankungen beteiligt ist
(Idell 2003; Cho, Ryu et al. 2004; Shetty, Padijnayayveetil et al. 2008). Da bereits fur die
Regulation der Gerinnung gezeigt werden konnte, dass diese bei Mensch und Pferd auch in
der Lunge auf den gleichen Mechanismen beruht — namlich der TF-FVII-Aktivierung
(Chapman, Stahl et al. 1988; Grlinig, Hermann et al. 1988) — war es als sehr wahrscheinlich
anzusehen, dass dies auch flir die Fibrinolyse der Fall ist. Diese Annahme wurde dariber
hinaus auch noch dadurch unterstitzt, dass flr das vaskuldren System bereits bekannt ist,
dass nicht nur der Ablauf der Gerinnung, sondern auch der der Fibrinolyse unter den
Saugetierspezies inklusive dem Menschen im Wesentlichen Ubereinstimmt und die gleichen
regulatorischen Faktoren wirken (Meyers, Menard et al. 1987; Collatos, Barton et al. 1994).

3.6.2 Auswahl der laboranalytischen Nachweisverfahren

Wahrend man aus oben angefliihrten Griinden bei dem grundsatzlichen Mechanismus der
Fibrinolyse und den beteiligten Komponenten mit hoher Wahrscheinlichkeit von einer
Ubereinstimmung zwischen Mensch und Pferd ausgehen konnte, war es beziiglich der
spezifischen pathologischen Veranderungen der Faktoren und den zu erwartenden
Konzentrationen schwieriger, entsprechende Vorhersagen zu treffen. Denn neben den vielen
Ubereinstimmungen, was die grundsatzlichen Veranderungen der Faktoraktivititen bei
verschiedensten Erkrankungen wie beipielsweise bei Endotoxamie (Collatos, Barton et al.
1994) oder bei septischer Arthritis (Ribera, Monreal et al. 2011) betrifft, wurden zum Teil
auch Unterschiede zwischen Mensch und Pferd festgestellt, die dabei Uberwiegend in den
gemessenen absoluten Werten lagen. So wiesen Mensch und Pferd bei verschiedenen
Arthropathien zwar Ubereinstimmend erhdhte D-Dimer Konzentrationen in der Synovia auf,
jedoch war beim Pferd in bestimmten Fallen die Menge der D-Dimere im Gelenk verglichen
mit der im Plasma um ein Vielfaches groRer als beim Menschen (Ribera, Monreal et al.
2013). Auch scheint beispielsweise die Basalkonzentration von D-Dimeren im Plasma beim
Pferd Uber der des Menschen zu liegen (Stokol, Erb et al. 2005), was ebenfalls Hinweise
darauf gibt, dass speziesspezifische Faktorkonzentrationen bestehen. Und da in der BALF
beim Pferd nach aktuellem Kenntnisstand eine Bestimmung genannter Parameter noch nicht
stattgefunden hatte, lagen fir die vorliegende Studie keine spezifischen Anhaltspunkte fir zu
erwartende Konzentrationen vor.

Zusatzlich zu dieser Unsicherheit bestand bei der Auswahl der zu verwendenden Tests die
Problematik, dass es — aulder fir SAA und Fibrinogen — zum Zeitpunkt unserer Analysen
keine validierten oder wiederholt verlasslich gepriften und auf dem Markt verfigbaren
Assays fur die Bestimmung der verschiedenen Faktoren beim Pferd gab.
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Unter all diesen Gesichtspunkten wurden der Auswahl geeigneter Messmethoden fir die
einzelnen Parameter folgende Fragen zugrunde gelegt:

1) Gibt es fir die einzelnen Parameter bereits beim Pferd angewandte eventuell sogar
schon validierte Tests?

2) Sind die in Erwagung gezogenen Tests kompatibel mit der speziellen Probenmatrix?

3) Welche Konzentrationen der einzelnen Faktoren sind in der BALF zu erwarten und
welche testspezifische Nachweisgrenze ist flir die Wiederfindung der einzelnen
Faktoren notig?

Aufgrund der Tatsache, dass aus oben genanntem Grund wenig bis gar keine Aussagen
Uber zu erwartende Konzentrationen in der BALF der Probanden getroffen werden konnten,
sollte grundsatzlich dem Analyseverfahren mit der groften Sensitivitdt der Vorzug gewahrt
werden, wodurch ein Nachweis mittels ELISA immer an erster Stelle der Uberlegungen
stand. Da allerdings gleichzeitig die Funktionalitat der Tests fiir die Spezies Pferd von grofer
Bedeutung fir die letztendliche Aussagekraft der Ergebnisse ist, wurde im Zweifel dennoch
zugunsten eines weniger sensitiven, dafur jedoch fur das Pferd validierten oder zumindest
haufig angewandten Testsystems entschieden.

Fur SAA und Fibrinogen gestaltete sich die Wahl relativ einfach, da beide Parameter in der
Routinediagnostik beim Pferd eingesetzt werden und etablierte, von spezifischen Laboren
regelmaflig angewandte Tests vorhanden sind. So konnte fir die Bestimmung von SAA mit
dem ELISA ,Phase“™ Serum Amyloid A Assay (SAA) — Multispecies von Tridelta
Development Ltd. auf einen validierten und haufig eingesetzten Test mit hoher Sensitivitat
zuruckgegriffen werden (Pollock, Prendergast et al. 2005; Lavoie-Lamoureux, Leclere et al.
2012).

Auch die Fibrinogenbestimmung wurde in einem externen Labor durchgefiihrt, da eine
Messung im hauseigenen Labor durch koagulometrisch-mechanische Erfassung nach
Clauss mithilfe der Hakchenmethode ohne Erfolg blieb. Grund hierfir kdnnte die mit einer
Nachweisgrenze von 0,9 g/l zu geringe Sensitivitdt dieser Methode sein. Die Messung in
dem Referenzlabor erfolgte hingegen auf einem automatischen Analysegerat, was die
Fibrinbildung photometrisch erfasst und somit den Nachweis geringerer Mengen maoglich
macht. Die mit dieser Methode erhaltenen sehr niedrigen Fibrinogenkonzentrationen mit
einem Hochstwert von lediglich 0,0195 g/l (s. Tab. 10, S. 111) unterstiitzen die These, dass
ein klassisches Hakchenkoagulometer keine ausreichende Sensitivitat flir den Nachweis des
Molekiils in der BALF besitzt.

Fur die Analyse der D-Dimere fiel die Wahl aus verschiedenen Grinden auf den Innovance®
D-Dimer der Firma Siemens Healthcare Diagnostics GmbH. Auf die Bestimmung mittels des
bevorzugten ELISA-Verfahrens wurde hier verzichtet, da der einzige in der Literatur beim
Pferd bereits verwendete ELISA (Monreal, Angles et al. 1995; Weiss, Monreal et al. 1996;
Monreal, Angles et al. 2000) zum Zeitpunkt der Analysen nicht mehr auf dem Markt war und
sich der einzige mit equinen Antikbrpern versehene aktuell angebotene Assay (ELISA D2D,
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Uscn Life Sience Inc./Cloud-Clone Corp.) nach eigener Testung als nicht funktionstichtig
und qualitativ unzureichend herausstellte. Hier konnten weder Nachweise in den Proben
erbracht werden, noch lieferte der vom Hersteller bereitgestellte Standard ein
zufriedenstellendes Ergebnis. Da in der aktuellen Literatur ausschlieRlich quantitative
Bestimmungsmethoden wie Latexagglutinationstests und immunturbidimetrische Tests mit
Latexpartikelverstarkung angewandt werden, wurde von einer Messung mittels nicht-
validiertem humanen ELISA abgesehen und auf ein Verfahren zurlickgegriffen, das sich in
der Pferdemedizin bereits als funktionstlichtig erwiesen hat. Der hier am haufigsten
eingesetzte Test — der quantitative immunturbidimetrische Latexagglutinations Test
,Miniquant®“ (Armengou, Monreal et al. 2008; Cesarini, Monreal et al. 2010; Ribera, Monreal
et al. 2013) — und auch sein semiquantitatives Pendant ,Minutex®"“ (Goehring, Soboll Hussey
et al. 2013) wurden inzwischen jedoch vom Markt genommen und standen daher zum
Zeitpunkt der Analysen ebenfalls nicht mehr zur Verfigung. Als Alternative hierzu wurde
dann schliel3lich der genannte ,Innovance® D-Dimer“ gewahlt, da dieser nicht nur auf dem
gleichen Nachweisverfahren wie der Miniquant® basiert (immunturbidimetrisch mit
Latexpartikelverstarkung), sondern darlber hinaus auch den bereits beim Miniquant® und
auch Minutex® eingesetzten monoklonalen Antikdrper ,8D3“ verwendet, wodurch eine
vergleichbare Kreuzreaktivitdt und damit Funktionalitat des Innovance® D-Dimer fur equine
Proben als wahrscheinlich erachtet wurde. Ein weiteres Argument fur die Verwendung
dieses Assays war die, im Vergleich zu einigen anderen kommerziell erhaltlichen
quantitativenTests, noch verhaltnismalig geringe Nachweisgrenze.

Die Wahl eines geeigneten Analysesystems fiir die Bestimmung von PAI-1 gestaltete sich
als relativ schwierig, da dieser spezifische Faktor im Gegensatz zu den D-Dimeren bisher
selten zur Charakterisierung der Fibrinolyse herangezogen wurde, was vor allem in dem
Fehlen geeigneter Nachweisverfahren begriindet ist (Collatos, Barton et al. 1994). Wie bei
allen anderen Parametern ware auch hier ein ELISA die bevorzugte Messmethode gewesen,
musste jedoch am Ende aus den im Folgenden genannten Griinden verworfen werden. Der
einzige in der veterindrmedizinischen Literatur verwendete ELISA (Delgado, Monreal et al.
2009a) war zwar noch auf dem Markt erhaltlich, allerdings bestanden Zweifel an einer
verlasslichen Kreuzreaktivitat, da mit diesem funktionellen humanspezifischen Test (Active
human PAI-1 activity assay, Molecular Innovations) bei nur 23,1% der gesunden und 34,3%
der kranken Tiere eine PAI-1 Aktivitdt in der hier untersuchten Peritonealflissigkeit
nachgewiesen werden konnte. Zunachst blieb noch die Frage offen, ob nicht das
Untersuchungsmedium mit dem fehlenden Nachweis zusammenhing, da auch mit einem
anderen Test in Peritonealflissigkeit ebenfalls nur bei etwa 35% gesunder Tiere ein PAI-1-
Nachweis gelang, wahrend hier im Plasma eine Wiederfindung von 100% vorlag (Collatos,
Barton et al. 1994; Collatos, Barton et al. 1995a). Bei Delgado, Monreal et al. (2009a) fehlten
jedoch entsprechende Vergleichsmessungen im Plasma, um hieriber eine Kkonkrete
Aussage treffen zu kénnen. Trotz dieser méglichen Erklarung fir den unzureichenden PAI-1-
Nachweis wurde schlieRlich von vornherein von einem Gebrauch des Assays abgesehen. So
lieferten von der Vertreiberfirma (Tech Support Stago BNL) durchgefiihrte Untersuchungen
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keine aussagekraftigen Ergebnisse, die eine Verwendung gerechtfertigt hatten. Dabei konnte
weder eine Kreuzreaktivitat von Pferdeplasma mit dem verwendeten humanen ELISA
bestatigt werden, noch war es madglich, den entsprechenden Test adaquat mit Ratten-
Antikérpern zu modifizieren (Personliche Mitteilung, Jean-Marie Mouveroux, April 2013). Wie
schon fur die D-Dimere wurde dann auch fur den PAI-1 Nachweis zunachst auf den einzigen
aktuell verfugbaren pferdespezifischen ELISA (Horse Plasminogen activator inhibitor 1
(SERPINE1) ELISA Kit, Cusabio Biotech Co., Ltd.) zuriickgegriffen. Aber auch in diesem Fall
stellte sich eine unzureichende Qualitat des Testsystems heraus, die eine Verwendung trotz
der Spezifitat nicht rechtfertigte. So gab es zahlreiche technische Probleme bei der
Durchfiihrung, wie beispielsweise eine sehr starke Adhasivitat einzelner Reagenzien, was
sich unter anderem in stark voneinander abweichenden Doppelwerten in den Proben wie
auch in den Werten des vom Hersteller mitgelieferten Standards widerspiegelte. Letzterer
zeigte zudem einen Verlauf der optischen Dichte, der eine adaquate Auswertung der
Ergebnisse schwierig gemacht hatte.

Da gerade flir diesen — die Fibrinolyse im Wesentlichen beeinflussenden und in der
Humanmedizin mit diversen pathogenetischen Vorgangen bei respiratorischen Erkrankungen
verknupften — Parameter ein quantitativer Nachweis mittels ELISA besonders
wlnschenswert gewesen ware, wurden noch zwei weitere Assays getestet. Aber auch hier
blieb der Nachweis beide Male ohne Erfolg. Dabei zeigten sich bei dem speziesspezifischen
ELISA der Firma Genorise Scientific, Inc. (Nori® Equine Serpin E1/PAI-1 ELISA Kit)
ebenfalls technische Schwierigkeiten. So blieb hier bei der ersten Durchflihrung, bei den
Proben und auch beim Standard, ein Farbumschlag vollstandig aus. Die anschlief3end
vorgenommene Prufung entscheidender testspezifischer Reagenzien lieR vermuten, dass
das Problem an einer zu hohen Verdinnung des sogenannten ,Detection Antibody“ liegen
kénnte. Nach Ubermittlung entsprechender Ergebnisse an den Hersteller, wurde uns ein
Test-Kit bereitgestellt, bei dem die Verdlinnungsstufe des Reagenz heruntergesetzt war.
Diese technische Modifikation erbrachte allerdings nur eine minimale Anderung in dem
Testresultat. So zeigte sich diesmal immerhin bei dem héchsten Standard und vereinzelt
auch bei Proben ein Farbumschlag. Dieser war jedoch so gering das die optische Dichte
lediglich im untersten Messbereich lag und keine Auswertung zulief3.

Bei dem humanen Test (Quantikine® ELISA, Human Serpin E1/PAI-1, R&D Systems®, Inc.)
geschah die Durchfliihrung des ELISAs diesmal zwar ohne technische Schwierigkeiten und
der Standard des Herstellers zeigte gute Ergebnisse, was auf eine ausreichende Testqualitat
schlieken liel, allerdings konnte weder in den BALF-Proben noch in zusatzlich
hinzugefiigten Plasmaproben von gesunden Pferden und Pferden mit Kolik eine PAI-1
Konzentration gemessen werden. Mit der Hinzunahme der Plasmaproben wurde
weitestgehend ausgeschlossen, dass die Wiederfindungsschwierigkeiten durch fehlende
PAI-1 Mengen in der BALF zustande kamen, da im Plasma bei gesunden wie kranken Tieren
in jedem Fall Konzentrationen nachweisbar sein sollten (Collatos, Barton et al. 1994).
Dadurch lag die Vermutung nahe, dass der in diesem Test verwendete Antikdrper keinerlei
Kreuzreaktivitdt mit dem equinen Antigen aufweist. Da die Ubereinstimmung in den

154



Il Diskussion

Aminosauresequenzen des PAI-1 Molekils zwischen Mensch und Pferd nur bei 86% liegt
und auch mit anderen Spezies die Homologie 88% nicht Ubersteigt (uniprot.org) und somit —
wie gesehen — eine relativ groRe Unsicherheit beziiglich der Antikérper-Antigen-Bindung
besteht, wurde schlielllich von der Testung weiterer ELISA-Systeme abgesehen.

Auf Messungen des urspringlich ebenfalls angesetzten Parameters u-PA wurde am Ende
ganzlich verzichtet, da Uber diesen Faktor keinerlei Angaben in der Pferdemedizin vorliegen
und dhnliche Probleme wie mit der PAI-1 Bestimmung zu erwarten waren.

Die genannten Schwierigkeiten bei der Wahl eines geeigneten Tests zur Bestimmung
spezifischer Regulatoren der Fibrinolyse zeigen, dass es fiur weitere eingehende Studien
bezliglich der Charakterisierung der fibrinolytischen Aktivitdt in bronchoalveolarer
Lavageflissigkeit, aber auch in anderen Organsystemen beim Pferd zunachst der Findung
und Validierung oder gar der Entwicklung geeigneter Nachweisverfahren bedarf.

3.6.3 Diskussion der Ergebnisse der Bestimmung von Fibrinogen

Grundsatzlich bieten die vorliegenden Ergebnisse der Fibrinogenbestimmung in der
bronchoalveolaren Lavageflissigkeit weiterfihrende bzw. erganzende Erkenntnisse zu
bereits bestehenden Forschungsergebnissen. So wurden dieses Molekil und seine Derivate
beim chronisch lungenkranken Pferd bereits im Tracheobronchialsekret sowie histologisch
im Lungengewebe nachgewiesen (Van den Ingh 1985; Winder, Grinig et al. 1990). Mit
dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass ein Nachweis auch in bronchoalveolarer
Lavageflissigkeit méglich ist und dariber hinaus die Befunde tendenziell mit bisher
gemachten Beobachtungen zu dem Verhalten dieses Molekills bei chronischer Bronchitis
Ubereinstimmen, worauf im Folgenden naher eingegangen wird.

Die erhohte Nachweisbarkeit des Fibrinogenmolekils in der bronchoalveolaren
Lavageflissigkeit bei chronisch lungenkranken im Gegensatz zu lungengesunden Pferden
(84% gegeniber 60% Nachweisbarkeit), die sich im Einzelvergleich ,Gesund“ gegen ,COB
in Exazerbation“ sogar als signifikant (p=0,03) erwies, gibt Hinweise auf im Zuge der hier
vorliegenden Erkrankungen auftretenden Permeabilitdtsveranderungen von Kapillarendothel
und Alveolarepithel in der Alveolarregion, die mit einer Plasmaexsudation und damit einem
Ubertritt von verschiedenen Proteinen aus dem vaskuléren System in die Lungenbladschen
einhergehen. In der Literatur sind einheitliche Angaben beim Mensch wie auch beim Pferd
vorhanden, die dieses Phanomen beschreiben bzw. gleiche Rilckschlisse aus
beispielsweise  histologischen  Fibrinogennachweisen im  Lungeninterstitium  und
Brochiolarlumina ziehen (Van den Ingh 1985; Winder, Grinig et al. 1990; Goldie and
Pedersen 1995; Gilnther, Mosavi et al. 2000a; Wygrecka, Jablonska et al. 2008; Brims,
Chauhan et al. 2010). Die daher aufgestellte These, dass das in dieser Arbeit vorgefundene
erhohte Fibrinogenvorkommen ebenfalls durch pathologisch erhéhte Durchlassigkeit der
Lungengefalte stammt, wird zudem dadurch unterstitzt, dass bei Patienten im akuten
Exazerbationsstadium sowie bei denen mit akuter/subakuter Pneumonie, also bei
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Krankheitsstadien in denen besonders mit verstarkten Permeabilitdtsveranderungen zu
rechnen ist, die Fibrinogennachweisbarkeit mit jeweils 94% und 100% am groften war,
wenngleich natirlich fur letztere Erkrankungsgruppe zu bedenken ist, dass die drei Tiere
keine reprasentative Stichprobenanzahl darstellen. Dennoch fiel auf, dass das Fibrinogen in
dieser Gruppe nicht nur konstant nachweisbar war, sondern zudem einheitlich
Konzentrationen im oberen Bereich gemessen wurden, was daflr spricht, dass es sich hier
nicht nur um einen Zufallsbefund handelte, sondern das Fibrinogenvorkommen in einem
kausalen Zusammenhang mit dem Pathomechanismus der akut entzindlichen Erkrankung
steht. Daflir spricht auch, dass entsprechendes fir die akute Pneumonie beim Menschen
bereits belegt wurde (Glinther, Mosavi et al. 2000a). Das Patientenkollektiv der interstitiellen
Lungenerkankungen wies zwar eine ahnliche Nachweisbarkeit (73%) von Fibrinogen wie
Gruppe 3 auf, jedoch zeigte sich hier der von allen Erkrankungsgruppen niedrigste Median
(0,0036 g/l) und eine deutlich geringere Spannweite. Eine mogliche Erklarung fur diese
Beobachtung kdnnte die Tatsache sein, dass bei den interstitiellen Pneumopathien die akut
entziindlich exsudative Phase bereits abgeschlossen ist und das Symptombild vor allem
Resultat chronisch manifestierter Umbauten (Fibrosierungen) im Lungengewebe darstellt.
Diese Aussage bleibt jedoch zu Uberprifen, vor allem auch, weil die genaue
Erkrankungsdauer der Patienten zum Teil nur schwer zu ermitteln war und nicht sicher zu
sagen ist, welche Stadien der interstitiellen Pneumopathie vorlagen. Im besten Fall hatte
man hierfir histologische Schnitte hinzuziehen missen.

Neben der Extravasation des Fibrinogens durch Permeabilitdtsveranderungen kénnte auch
eine lokale Produktion durch Lungenepithelzellen, namentlich den Pneumozyten Typ IlI, zu
einem vermehrten Fibrinogenvorkommen bei insbesondere akut erkrankten Tieren geflhrt
haben. Wie Haidaris (1997) herausfanden, wird diese extrahepatische Synthese unter
anderem durch einen entzindungsmediator-vermittelten Stimulus hervorgerufen. Und
gerade wahrend eines akuten Exazerbationsschubs liegt ein stark entzindlicher Prozess mit
vermehrter Ausschittung proinflammatorischer Faktoren vor, was zu solch einer
zellvermittelten-Expression flihren konnte.

Die, wenngleich auch eher schwache (rs=0,377), positive Korrelation der
Fibrinogenkonzentration mit dem Anteil an neutrophilen Granulozyten in der
bronchoalveolaren Lavageflissigkeit gibt Hinweise auf eine Beteiligung dieses Molekiils an
pathologischen Prozessen vor allem im Rahmen der COB-Erkrankung, da die PMN hier eine
zentrale Schlisselposition einnehmen und eine Erhéhung derselben Ursache wie auch Folge
verschiedener Entziindungsmechanismen ist (Franchini, Gilli et al. 1998; Joubert, Cordeau et
al. 2011). Auch Winder, Grunig et al. (1990) konnten bereits feststellen, dass Sekrete aus
dem Respirationstrakt mit hohem Neutrophilen-Anteil signifikant mehr I[8sliche
Fibrinogenderivate aufwiesen, was mit den hiesigen Beobachtungen Ubereinstimmt. Weitere
Erkenntnisse aus der Literatur bieten zudem Anhaltspunkte fiir eine denkbare Theorie,
inwiefern ein direkter kausaler Zusammenhang zwischen dem Fibrinogen und den
neutrophilen Granulozyten bestehen kénnte. So ist bekannt, dass das Fibrinogenmolekdil
durch  Bindung an mononukledre Phagozyten zu einer  Aktivierung von
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Transkriptionsfaktoren, unter anderem von NF-kB fuhrt (Sitrin, Pan et al. 1998). Der NF-kB
ist erwiesenermallen bei der chronisch obstruktiven Bronchitis des Pferdes um ein
Vielfaches erhéht und geht mit einer vermehrten ICAM-1 Expression auf alveolaren
Epithelzellen einher, was wiederum entscheidenden Einfluss auf die Leukozytenadhasion im
Rahmen der Leukodiapedese hat (Bureau, Bonizzi et al. 2000). Hieraus liel3e sich nun der
Ruckschluss ziehen, dass erhdhte Fibrinogenkonzentrationen im Lungengewebe bzw. den
Lumina im akut entziindlichen Stadium der COB (sei es durch Extravasation oder vermehrte
lokale Expression) zu erhohter NF-kB-Aktivitat mit folgernder gesteigerter ICAM-1-
Expression und daraus resultierender verstarkter Leukodiapedese fiihren, was dann
wiederum einen Anstieg an neutrophilen Granulozyten in den Lumina des
Respirationstraktes beglnstigt oder potenziert. Winder, Grunig et al. (1990) fanden
aulRerdem bei immunhistologischen Untersuchungen bei Pferden mit chronischen
Erkrankungen der kleinen Atemwege Makrophagen in der Lunge vor, die sich
Fibrinogen/Fibrin-positiv farbten und zudem bei schwer erkrankten Tieren haufiger auftraten,
was die gerade beschriebene These zusatzlich unterstitzt, da damit die Bindung von
Fibrinogen an mononukledre Phagozyten (hier Alveolarmakrophagen) in jedem Fall
bewiesen ist. Interessanterweise stellten Grunig, Witschi et al. (1991b) bei Ihren
Forschungen zur pulmonalen Migration von neutrophilen Granulozyten bei Pferden mit
chronischer Bronchitis eine deutlich positive Korrelation (rs=0,468, p<0,002) zwischen
migrierten Neutrophilen und ermittelter prokoagulatorischer Aktivitat in unter anderem
bronchoalveolarer Lavageflissigkeit fest, konnten sich diesen Zusammenhang jedoch nicht
erklaren (Grunig, Witschi et al. 1991b). Wenn man nun davon ausgehen wirde, dass der
eben genannte Mechanismus so stattfindet und dass bei erhéhten Mengen an Fibrinogen,
dem Grundbaustein des Fibrins, auch eine verstarkte Gerinnung stattfindet und im Zuge
dessen die prokoagulatorische Aktivitat im alveolaren Milieu gesteigert ist, hatte man eine
Verbindung aller Beobachtungen hergestellt. Demnach ware die von Griinig, Witschi et al.
(1991b) gefundene Korrelation nur Ausdruck einer erhéhten Fibrinogenkonzentration, die
eine Migration von neutrophilen Granulozyten durch indirekte Stimulierung der
Leukodiapedese ebenso wie eine verstarkte PCA bewirkt. Diese Zusammenhange bleiben
jedoch rein theoretische Uberlegungen und missten in weiterflihrenden Studien genauer
untersucht werden. Grundsatzlich sollte auch schon der in dieser Studie vorgefundene
Zusammenhang zwischen der Fibrinogenkonzentration und dem Gehalt an neutrophilen
Granulozyten auf Kausalitat Gberprift werden. Denn es bestlinde hier ebenfalls die
Méglichkeit, dass die beiden Faktoren in keiner direkten Abhangigkeit zueinander stehen und
die parallele Erhéhung bei beiden zwar zum Beispiel mit dem Grad der Entziindung bzw.
dem Vorliegen einer Erkrankung an sich einhergeht, jedoch durch individuelle
Pathomechanismen ausgeldst wird und kein direkter gegenseitiger Einfluss besteht. Hierfur
wirde die beobachtete Clusterbildung der Korrelationspunkte in bestimmten Wertebereichen
entsprechend den einzelnen Diagnosegruppen (Abb. 20, S. 114) sprechen. So finden sich
die Punkte gesunder Kontrolltiere gesammelt eher in unteren Bereichen, wahrend sich die
der Gruppe ,COB in Exazerbation® Uberwiegend in oberen Abschnitten aufhalten. Die

157



Il Diskussion

Berechnungen der logistischen Regression fir die kategorisierte Fibrinogenkonzentration
unter Hinzunahme des Neutrophilen-Anteils sowie den Diagnosegruppen zeigte jedoch, dass
erstere einen tendenziell gréReren Einfluss auf die zwei Kategorien hat als die Diagnose.
Diese Beobachtung sowie die statistische Signifikanz der Korrelation (p=0,004) erhéhen die
Wahrscheinlichkeit eines kausalen Zusammenhangs zwischen der Fibrinogenkonzentration
und dem Anteil an neutrophilen Granulozyten in der bronchoalveoldren Lavageflussigkeit.
Neben der positiven Korrelation mit den neutrophilen Granulozyten zeigte sich auch noch ein
negativer Zusammenhang zwischen der Fibrinogenkonzentration und dem prozentualen
Lymphozytenanteil. Dieser fiel mit rs=-0,286 (p=0,03) sehr schwach aus, weshalb die
Bedeutung dieser Beobachtung fraglich ist. Eine mogliche Erklarung des Zusammenhangs
liefert jedoch die Arbeit von Grinig, Winder et al. (1991c), in der sie herausstellten, dass eine
Verstarkung von Lungenmakrophagen assoziierter prokoagulatorischer Aktivitat durch
Lymphozyten-Stimulation hervorgerufen werden kann. Wenn man diesen Ansatz verfolgt und
eine verstarkte Gerinnungsaktivitat bei erhdhter Lymphozytenzahl annimmt, kénnte dies in
einer vermehrten Fibrinbildung mit gesteigertem Fibrinogenverbrauch resultieren und damit
den Zusammenhang von wenig Fibrinogen und vielen Lymphozyten erklaren. Allerdings
bleibt dies eine eher vage These, da nicht nur die bereits genannte Schwache der
Korrelation, sondern auch eine weitere Beobachtung einen reellen Zusammenhang dieser
beiden Parameter fraglich macht. So zeigte sich auch eine stark negative Abhangigkeit
zwischen den Lymphozyten und den neutrophilen Granulozyten (rs=-0,262; <0,001;
Ergebnisse nicht dargestellt) sowie den Makrophagen (rs=-0,-0,782; p<0,001; Ergebnisse
nicht dargestellt), was den logischen Ausgleich verschiedener Zellanteile widerspiegelt. Bei
sinkenden PMN kommt es naturlich zu einem entsprechenden Anstieg der anderen Zelltypen
und umgekehrt. Demnach ist es als wahrscheinlich anzusehen, dass diese sehr schwach
ausfallende  Korrelation zwischen Fibrinogen und Lymphozyten lediglich eine
Begleiterscheinung genannter Verhaltnisse darstellt.

Abschlieend bleibt zu sagen, dass die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit von der
Fibrinogenbestimmung in der bronchoalveolaren Lavage stark darauf hindeuten, dass ein
vermehrtes Aufkommen dieses Molekuls nicht nur Ausdruck verstarkter entzindlich
bedingter Permeabilitdtsverdnderungen im Lungenkompartiment ist, sondern auch in einem
weiteren Zusammenhang mit pathogenetischen Prozessen bei respiratorischen
Erkrankungen, insbesondere der ,COB in Exazerbation®, steht. Jedoch liegen Uber alle
Gruppen hinweg grofie Spannweiten in der Fibrinogenkonzentration mit sich teilweise
Uberlappenden Interquartilbereichen sowie fehlende signifikante Unterschiede im direkten
Wertevergleich vor, wenngleich eine deutlich rechtsschiefe Verteilung der Gruppe 1 mit
signifikant geringerer Nachweisbarkeit gegenuber Gruppe 2 vorherrscht. Dies gibt Anlass
dazu, die Ergebnisse und Interpretationen trotz ihrer Plausibilitdt durchaus kritisch zu
betrachten und unterstreicht die Notwendigkeit weiterflihrender Studien. Ein wesentliches
Kriterium, um die hier aufgezeigten Tendenzen auf Signifikanz zu prifen, stellt dabei
sicherlich die Erhéhung der Stichprobenanzahl dar.
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3.6.4 Diskussion der Ergebnisse der Bestimmung von D-Dimeren

Aufgrund des aufwendigen und sehr kostspieligen Verfahrens der Proteinanreicherung
wurden nicht alle Proben dieser Prozedur unterzogen, sondern nur ausgewahlte Falle
verwendet, wodurch die Ergebnisse der D-Dimer-Messungen nur eingeschrankt
interpretierbar  sind. Dennoch geben die vorliegenden Beobachtungen unter
Berlcksichtigung wissenschaftlicher Erkenntnisse Hinweise auf mogliche Zusammenhange
und lassen durchaus in Ansatzen die Aufstellung von Hypothesen zu.

Die Tatsache, dass allein in den Diagnosegruppen ,COB in Exazerbation* und
»-akute/subakute Pneumonie“ D-Dimere bereits ohne Anreicherungsverfahren nachweisbar
waren, bot Anhaltspunkte daflir, dass auch in anderen Proben aus Gruppe 2 und 5 erhbhte
Mengen diese Abbauproduktes zu finden sein kdnnten, wahrend dies insbesondere fur die
Gruppe der gesunden Kontrolltiere als fraglich erschien. Um diesen Gedanken zunachst zu
Uberprifen, wurde eine Proteinanreicherung zur verbesserten Nachweisbarkeit an flinf
zufallig ausgewahlten Fallen getestet, von denen zwei Tiere der Gruppe ,COB in
Exazerbation® und drei der Gruppe der gesunden Kontrolltiere angehorten. Die erneuten
Analysen blieben bei den lungengesunden Tieren auch nach der Anreicherung ohne
Ergebnis, sprich es waren trotz geringerer Nachweisgrenze wieder keine D-Dimere zu
finden, wahrend hingegen in den Proben der Tiere aus Gruppe 2 nun in beiden Fallen
definierte Konzentrationen des Molekils gemessen werden konnten. Diese Beobachtung
sowie die Tatsache, dass so gut wie auch alle anderen im Anschluss gemessenen Proben
der exazerbierten Tiere messbare Konzentrationen aufwiesen, untermauern die These, dass
das Dimer nur bei bestimmten Krankheitszustdnden in héheren Mengen auftritt und im
gesunden Lungenmilieu so gut wie nicht vorhanden ist. Angaben aus humanmedizinischer
Literatur liefern weitere Anhaltspunkte hierflr. So wurden bei respiratorischen Erkrankungen
wie dem der equinen COB sehr ahnlichen Asthma, dem ARDS oder auch bei Pneumonien
ebenfalls erhohte D-Dimer-Konzentrationen in Flissigkeiten des Respirationstraktes
(Sputum und BALF) gefunden (Glnther, Mosavi et al. 2000a; Brims, Chauhan et al. 2010).
Gulnther, Mosavi et al. (2000a) stellten dabei in Lavageflissigkeit Konzentrationen von
25+7,5 ng/ml fur die Kontrollgruppe, 740+128 ng/ml fur beatmete Probanden mit Pneumonie
und 1250+268 ng/ml fir eine Gruppe von ARDS-Patienten fest. Auf die in der vorliegenden
Arbeit verwendete Einheit von mg/l umgerechnet ergibt dies Konzentrationen von 0,025, 0,74
und 1,25 mg/l und Uberschneidet sich damit weitestgehend mit dem Wertebereich, der auch
fur das Pferd in der vorliegenden Arbeit erfasst werden konnte (0,04-1,37 mg/l). Dies lasst
darauf schlielen, dass ahnliche Verhaltnisse bei diesen beiden Spezies vorherrschen und
die in dieser Studie gefundenen D-Dimer-Konzentrationen in der Gruppe 2 reelle
pathologische Veranderungen widerspiegeln und keine Zufallsbefunde darstellen. Zusatzlich
legt die Konzentrationsliberschneidung jedoch auch die Vermutung nahe, dass beim Pferd
mdglicherwiese tendenziell héhere D-Dimer-Mengen in der BALF gefunden werden kénnen
als bei Menschen, denn die in der Humanstudie auftretenden Krankheitsbilder, insbesondere
das ARDS, sind sehr schwere entzundliche Geschehen, die starkere pathologische
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Veranderungen in der Alveolarregion vermuten lassen, als es bei der COB in Exazerbation
oder bei den hier aufgetretenen Pneumonie-Patienten der Fall ist. Diese Beobachtung wiirde
auch zu den Erkenntnissen von Stokol, Erb et al. (2005) und Ribera, Monreal et al. (2013)
passen, die zum einen hohere Basalkonzentrationen im Plasma wie auch héhere D-Dimer-
Spiegel in Synovia verglichen mit Angaben aus der Humanmedizin feststellen konnten.
Wenn man dennoch von grundsatzlich ahnlichen Verhaltnissen zwischen Mensch und Pferd
ausgeht, unterstitzen die Ergebnisse von Glnther, Mosavi et al. (2000a) nicht nur die These
erhohter D-Dimere bei COB in Exzerbation, sondern auch die, dass bei lungengesunden
Pferden keine oder nur sehr geringe Konzentrationen diese Abbauproduktes in der
bronchoalveolaren Lavage vorliegen. So gaben die Autoren gleichfalls fir ihre gesunde
Kontrollgruppe eine sehr niedrige durchschnittliche Konzentration von 0,025 mg/l an, was
deutlich unter der, selbst mit Proteinanreicherung erreichten, Nachweisgrenze (<0,04 mg/l)
der vorliegenden Arbeit liegt. Damit lasst sich der fehlende Nachweis bei gesunden
Probanden in dieser Studie als plausibel erachten und stellt das Argument der
Zufallsbeobachtung in den Hintergrund.

Im Gegensatz dazu kénnen fir Pferde mit IAD bzw. COB in Remission oder mit interstitieller
Pneumopathie kaum Aussagen getroffen werden, da bei den Proben dieser Tiere eine
Anreicherung gar nicht erst versucht wurde. Trotzdem liegt zumindest die Vermutung nahe,
dass extrem hohe D-Dimer-Konzentrationen wie sie ,nativ* bei den exazerbierten Tieren und
denen mit Pneumonie gemessen wurden, bei den anderen beiden Krankheitsauspragungen
nicht auftreten, da mit n=14 fir Gruppe 3 und n=11 fir Gruppe 4 vergleichbare
Stichprobenzahlen und damit auch eine vergleichbare Wahrscheinlichkeit fir das Auffinden
solcher Falle gegeben war. Diese These unterstitzen erneut Erkenntnisse aus der
Humanmedizin, nach denen bei Probanden mit interstitiellen Pneumopathien (EAA, IPF,
SARK) zwar ebenfalls deutlich erh6hte D-Dimer-Konzentrationen in der BALF gemessen
werden konnten, diese jedoch durchweg niedriger ausfielen als bei anderen akuten und
schwer entzindlichen Erkrankungsbildern (Glinther, Mosavi et al. 2000b). Somit scheint es
als wahrscheinlich, dass nach Proteinanreicherung auch in den Diagnosegruppen 3 und 4 D-
Dimere hatten nachgewiesen werden kénnen. Um hieruber jedoch eine verlassliche
Aussagen treffen zu kdonnen bedarf es weiterfUhrender Untersuchungen mit Analysen
angereicherter Proben dieser beiden Gruppen. Auch in Bezug auf die lungengesunden
Pferde ware eine Erhoéhung der ausgewerteten Stichprobenanzahl notwendig, um die
aufgestellte Hypothese zu bestatigen.

Die Ergebnisse der Zusammenhangsanalyse, aus der eine deutlich positive Korrelation
(rs=0,511; p=0,03) zwischen der D-Dimer Konzentration in der BALF und der Atemfrequenz
ersichtlich war, geben zudem Hinweis darauf, dass dieses Molekdl nicht nur per se bei
Krankheitszustdnden vermehrt bzw. Uberhaupt erst auftritt, sondern darlber hinaus auch
noch ein Zusammenhang zwischen der Menge an gebildeten D-Dimeren und dem
Schweregrad der Erkrankung bzw. ihrer klinischen Auspragung besteht. Diese These wird
zusatzlich durch die Tatsache untermauert, dass der hochste gemessene Wert (0,33 mg/l)
bei dem Patienten ermittelt wurde, der die schwerste beobachtete Auspragung eines akuten
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Exazerbationsstadiums mit hochstgradiger Dyspnoe aufwies. Der im mittleren Bereich
liegende Korrelationskoeffizient spricht sehr fir einen direkten gegenseitigen Einfluss dieser
beiden Parameter, wobei ein unabhangiger Faktor, der beide in die gleiche Richtung treibt,
nicht ganz ausgeschlossen werden kann. Eine mogliche Erklarung fir einen kausalen
Zusammenhang zwischen erhéhten D-Dimeren und Atemzigen pro Minute erschlie3t sich
auch hier wieder aus human- sowie =zusatzlich aus veterindrmedizinischen
Forschungsergebnissen. Grundlage fur die folgende Erklarung ist allerdings die Annahme,
dass die hier vorgefundene Erhohung der D-Dimere als spezifisches Abbauprodukt eine
erhdohte Gerinnung und damit Fibrinbildung reprasentiert (s. hierzu Kapitel 1l, Abschnitt
2.2.1.1.1 und Abschnitt 2.2.1.1.2). In der Humanmedizin konnte ein direkter hemmender
Einfluss des Fibrins und seiner Derivate auf das fir die Lungenfunktion essentielle Surfactant
nachgewiesen werden, der zum einen mit dem Einschluss dieses Oberflachenfaktors in die
Fibrinmatrix erklart wird und zum anderen mit der Wechselwirkung zwischen Fibrinogen,
Fibrin-Monomeren und anderen Proteinen (Seeger, Stohr et al. 1985; Seeger, Elssner et al.
1993). Die Dysfunktion des Surfactants wird dabei unter anderem durch Veranderung seiner
Grundbausteine, den Phospholipiden, hervorgerufen. Und auch bei Pferden mit chronischer
Bronchitis ist bekannt, dass es im Zuge der Erkrankung zu einer gestérten Surfactantfunktion
kommt, die ebenfalls aus einer verdnderten Phospholipidzusammensetzung resultiert (Jahn
and Deegen 1985; Christmann, Welles et al. 2008), was durchaus die Vermutung nahe legt,
dass es auch hier zu der in der Humanmedizin beschriebenen Wechselwirkung kommt.
Demnach kénnte man davon ausgehen, dass das (vermutlich) gebildete Fibrin und seine
Derivate auch bei Pferden mit ,COB in Exazerbation® zu einer Surfactant-Inhibierung fiihren,
folgend der Gasaustausch in der Lunge vermindert ist und es dadurch wiederum zu der in
der vorliegenden Arbeit beobachteten Steigerung der Atemfrequenz kommt. Diese
Hypothese qilt es allerdings durch weiterfuhrende Studien zu Uberprifen, da auch andere
Griinde zu einer veranderten Zusammensetzung des Oberflachenfaktors flihren kénnen. So
nennen die Autoren selbst beispielsweise die Freisetzung unreifen Surfactants aus
proliferierten Pneumozyten Typ Il als mdgliche Ursache der vorliegenden Dysfunktion (Jahn
and Deegen 1985). Ein weiterer Punkt der zunachst einmal gegen diese Erklarung eines
kausalen Zusammenhangs zwischen erhdhten D-Dimeren und erhdhter Atemfrequenz
spricht, ist die Tatsache, dass ahnliche Korrelationen mit dem paO, und der A-aDO, fehlen.
Beide Parameter sind mehr als die Atemfrequenz direkte Indikatoren flir die
Gasaustauschfahigkeit der Lunge, weshalb man eigentlich einen analogen Zusammenhang
zwischen ebendiesen und den D-Dimeren vermuten wiirde, sofern man denn davon ausgeht,
dass eine Fibrinbildung vorliegt, die wiederum durch Inhibierung der Surfactantfunktion die
Gasaustauschfahigkeit der Lunge reduziert. Allerdings fiel bei der Auswertung der Daten
dieser Studie auf, dass die Veranderungen in den einzelnen Diagnosegruppen wie auch die
errechneten Signifikanzen im Unterschiedsvergleich fir die Atemfrequenz wesentlich
deutlicher ausfielen als flir die Parameter der Blutgasanalyse. Dies wirde dafiir sprechen,
dass dadurch auch nur flr den starker veranderten Parameter ,Atemfrequenz® ein
Zusammenhang ermittelt werden konnte. Wenn man sich zudem von den Ergebnissen der
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Korrelationsanalysen die tendenziellen Richtungen anschaut, ergeben sich weitere Hinweise
fur eine Bestatigung der Hypothese. So ist zwar wie gesagt fir paO, wie auch fir A-aDO,
kein signifikanter Zusammenhang erkennbar, jedoch zeigen die Zahlen mit rs=-0,183 und
rs=0,126, dass grundsatzlich vermehrte D-Dimere mit geringerem paO, und héherem A-
aDO, vergesellschaftet sind, was wiederum mit den Vermutungen zu bestehenden
Gasaustauschstérungen im Konsens steht.

Die hier aufgezeigten aus der Datenauswertung der vorliegenden Studie hervorgehenden
Beobachtungen im Zusammenhang mit den genannten Erkenntnissen aus der
Humanmedizin sowie der Tatsache, dass D-Dimere bei anderen entzindlichen
Erkrankungsprozessen beim Pferd, wie beispielsweise bei Darmerkrankungen oder
Arthropathien (Cesarini, Monreal et al. 2010; Dunkel, Chan et al. 2010; Ribera, Monreal et al.
2011; Ribera, Monreal et al. 2013), erwiesenermalien eine wesentliche Rolle spielen, deuten
stark darauf hin, dass diese spezifischen Abbauprodukte auch an entzindlichen Vorgangen
im Respirationstrakt beteiligt bzw. Folge dessen sind. Durch die eingeschrankten Analysen
der vorliegenden Arbeit ist diese Aussage allerdings nur unter Vorbehalt zu treffen und es
bedarf weiterfihrender Untersuchungen fir eine definitive Bestatigung dieser Hypothese.
Dabei ware ein wesentlicher unabdingbarer Aspekt zur weiteren Bearbeitung der
Fragestellung das Heranziehen von sensitiveren Analyseverfahren, im Idealfall eines
ELISAs, was in unserem Fall aus in Abschnitt 3.6.1 ,Auswahl der Parameter zur
Charakterisierung der Fibrinolyse* weiter ausgefiihrten Griinden leider nicht moglich war.

3.6.5 Diskussion der Ergebnisse der Fibrinogen- und D-Dimer-Bestimmung im
Kontext der Gerinnung und Fibrinolyse

Mit dem Fibrinogen und den D-Dimeren liegen in dieser Arbeit zwei wichtige Faktoren der
Gerinnung und Fibrinolyse vor — das Fibrinogen als Grundbaustein des Fibrinnetzwerkes und
die D-Dimere als spezifische Abbauprodukte der plasminvermittelten Fibrinolyse von
quervernetztem also durch Thrombineinwirkung entstandenem Fibrin. Ob und inwieweit
entsprechende Mechanismen des Hamostasesystems vermindert oder verstarkt ablaufen,
|&sst sich allerdings durch das Fehlen spezifischer Parameter nicht definitiv sagen. Dennoch
lassen sich aus den hier vorliegenden Ergebnissen sowie bestehenden wissenschaftlichen
Erkenntnissen einige Vermutungen anstellen. Zunachst kann man einmal davon ausgehen,
dass im Alveolarraum der kranken Probanden dieser Studie, insbesondere bei denen mit der
Diagnose ,COB in Exazerbation“ und (unter genanntem Vorbehalt) auch bei denen mit
akuter/subakuter Pneumonie, Gerinnungsprozesse bis hin zu Fibrinbildung ablaufen. Denn
grundsatzlich ziehen auch im Respirationstrakt wie in allen anderen Geweben im Rahmen
inflammatorischer  Prozesse  entstehende  Endothel- und  Epithelschadigungen
physiologischerweise Heilungs- und Reparaturmechanismen mit einhergehender
Fibrinbildung nach sich (Van den Ingh 1985; Ginther, Mosavi et al. 2000a; Wygrecka,
Jablonska et al. 2008). Wie bereits beschrieben, sprechen die per se vermehrte
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Nachweisbarkeit von Fibrinogen sowie die gleichzeitig héheren Konzentrationen dieses
Molekils bei den lungenkranken Tieren dafiir, dass auch bei den Patienten dieser Studie
entsprechende Permeabilitatsveranderungen im Lungenkompartiment mit folgendem
Ubertritt von Plasmaproteinen und Ablauf von natirlichen Reparaturmechanismen vorliegen.
Untermauert wird diese These durch die Tatsache, dass in den beiden Gruppen, in denen
die schwerwiegendsten entzindlich bedingten Permeabilitdtsveranderungen bzw.
Gewebsschadigungen vermutet werden kdnnen (,COB in Exazerbation® und ,akute/subakute
Pneumonie®), neben tendenziell hdheren Fibrinogenkonzentrationen auch relativ hohe bzw.
Uberhaupt messbare D-Dimer-Konzentrationen gefunden wurden und dieses Abbauprodukt
ja bekanntlich nur aus einer vollstandig, das heif3t bis zum Endpunkt der Quervernetzung
ablaufenden Fibrinbildung entstehen kann.

Zusatzlich geben Fakten aus der Literatur Anhaltspunkte, dass eine Gerinnung bzw.
Fibrinbildung bei Pferden mit ,COB in Exazerbation“ nicht nur per se stattfindet, sondern
zudem verstarkt ablauft. So konnte zum einen bereits eine grundsatzlich erhohte
Gerinnungsaktivitdt im Respirationstrakt festgestellt und zum anderen auch eine
Fibrinbildung durch histologisch zu sehende Fibrinablagerungen und daraus resultierende
Fibrosierungen im Lungeninterstitium bei Pferden mit chronischer Bronchitis nachgewiesen
werden (Winder, Grinig et al. 1990; Kaup, Drommer et al. 1990b). Letzteres deutet weiter
darauf hin, dass die Fibrinolyse bei genannter Erkrankung nicht ausreichend ablauft oder
sogar gehemmt ist, wodurch kein adaquater Fibrinabbau mehr stattfinden kann und es zu
den genannten histologisch sichtbaren Folgeerscheinungen, den Fibrosen, kommt. Diese
Annahme wirde daflir sprechen, dass die in der vorliegenden Arbeit beobachteten D-Dimere
in Gruppe 2 und 5 primar Ausdruck einer erhdhten Gerinnungsaktivitat als einer verstarkt
ablaufenden Fibrinolyse sind. Untermauert wird diese These dadurch, dass ebendiese
Verhaltnisse (erhohte Gerinnung bei verminderter Fibrinolyse) bei respiratorischen
Erkrankungen des Menschen erwiesenermallen so vorliegen (Nakstad, Lyberg et al. 1990;
Gunther, Mosavi et al. 2000a; Akinnusi and El Solh 2007; Wygrecka, Jablonska et al. 2008;
Brims, Chauhan et al. 2010). Bei Patienten mit schwerem Asthma beispielsweise wurden im
Expektorat ebenfalls erhdhte Fibrinogen- und D-Dimer-Konzentrationen gemessen (Brims,
Chauhan et al. 2010). Durch die gleichzeitig ermittelte Erhdhung von PAI-1 und TAFI konnte
hier das vermehrte D-Dimer-Aufkommen eindeutig einer erhohten Gerinnungsaktivitat
zugeordnet und die Fibrinolyse als gehemmt angesehen werden. Die anderen hier
beispielhaft aufgeflihrten Arbeiten kamen mit gleichen oder ahnlichen Faktorbestimmungen
zu derselben Schlussfolgerung. Wenn man die Vergleichbarkeit grundlegender
pathologischer Prozesse im Respirationstrakt bei Pferd und Mensch voraussetzt (Leclere,
Lavoie-Lamoureux et al. 2011a), gibt es ein weiteres Indiz aus der humanmedizinischen
Literatur, was darauf hindeutet, dass die fibrinolytische Aktivitdt auch beim Pferd
wahrscheinlich gehemmt ist. So wird bei asthmatischen Erkrankungen des Menschen die
Gentranskription von PAI-1 — einem wesentlichen Fibrinolyse-Inhibitor — durch verschiedene
Entziindungsmediatoren, wie beispielweise IL-1 B und TNF-a initiiert (Cho, Ryu et al. 2004).
Beide Zytokine sind auch am pulmonalen Entziindungsprozess der COB des Pferdes
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beteiligt (Giguere, Viel et al. 2002; Laan, Bull et al. 2006a) und stellen somit theoretisch
gleichermalien auch bei Equiden potentielle Regulatoren der PAI-1 Expression und damit
der Fibriolyse dar.

Aus all diesen hier dargestellten Griinden ist es als sehr wahrscheinlich anzusehen, dass die
in der Humanmedizin bekannten Verschiebungen im Hamostasegleichgewicht im alveolaren
Kompartiment auch bei respiratorischen Erkrankungen des Pferdes, insbesondere bei der
»,COB in Exazerbation®, zu finden und die in dieser Arbeit beobachteten D-Dimer-Vorkommen
vor allem Ausdruck erhoéhter Gerinnungsaktivitdt sind. Die Vermutung liegt nahe, dass die
physiologischerweise auf eine Fibrinbildung folgende Fibriolyse dabei verhaltnismalig zu
gering ablauft oder wahrscheinlich sogar gehemmt ist.

Trotz der vielen Indizien, die flr die Richtigkeit dieser Hypothese sprechen, hatte es der
Bestimmung spezifischer in die Regulationsmechanismen der hamostatischen Kaskaden
eingreifender Faktoren bendtigt, um eine definitive Aussage hiertber treffen zu kdnnen, was
aus genannten Grinden jedoch nicht méglich war. Ob die beobachteten D-Dimere nun also
tatsachlich vor allem Ausdruck einer verstarkt ablaufender Gerinnung oder aber einer
erhohten fibrinolytischen Aktivitat sind, bleibt somit, ebenso wie die Vermutung, dass dieses
Abbauprodukt bei lungengesunden Pferden im Respirationstrakt kaum auftritt (s.o.),
letztendlich fraglich.

3.6.6 Diskussion der Ergebnisse der Bestimmung von Serum-Amyloid-A

Das Serum-Amyloid-A steht in keinem direkten Zusammenhang mit Gerinnung und
Fibrinolyse, wurde jedoch trotzdem begleitend in dieser Arbeit mit aufgenommen, da es
gemeinsam mit dem Fibrinogen zu den Akute-Phase-Proteinen gehdrt und in der Regel
einen deutlich schnelleren Anstieg zeigt als dieses und auch als viele andere und dadurch
als ein sehr sensitiver Entzindungsmarker angesehen wird (Pollock, Prendergast et al.
2005; Jacobsen and Andersen 2007; Lavoie-Lamoureux, Leclere et al. 2012). Zudem liegen
in der Humanmedizin (Tierversuchsforschung und Klinik) Erkenntnisse Uber die Beteiligung
von SAA an Entzindungsreaktionen in der Lunge bei Asthma und COPD mit
einhergehenden Erhohungen im Sputum vor (Ozseker, Buyukozturk et al. 2006; Ather,
Ckless et al. 2011; Anthony, Seow et al. 2013; Moran, Carcamo et al. 2013), was die
Vermutung nahe legt, dass dies auch bei der chronisch obstruktiven Bronchitis beim Pferd
der Fall sein kénnte. Dafir sprechen auch die Ergebnisse aus der Arbeit von Lavoie-
Lamoureux, Leclere et al. (2012), die aufzeigen konnten, dass das Serum-Amyloid-A im
Zuge einer Exazerbation beim COB-Pferd systemisch erhoht ist. Eine Bestimmung dieses
Entzindungsmarkers in Flussigkeiten des Respirationstraktes hat allerdings nach bisherigem
Kenntnisstand noch nicht stattgefunden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit aus der SAA-Bestimmung in der bronchoalveolaren
Lavageflissigkeit bei lungengesunden und —kranken Pferden liefern allerdings keine
Anhaltspunkte fur eine lokale Beteiligung dieses Akute-Phase-Proteins am stattfindenden
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Pathomechanismus in der chronischen Erkrankungsphase, da zum uberwiegenden Teil
(~60-80%) ein Nachweis gar nicht mdglich war und ansonsten auch nur sehr geringe
Unterschiede in den Konzentrationen der einzelnen Diagnosegruppen festgestellt werden
konnten. Dabei blieb nicht nur die Aufdeckung statistischer Signifikanzen aus, sondern es
lieRen sich darUber hinaus auch keinerlei Tendenzen ausmachen. Der Grund fiur die
fehlende Nachweisbarkeit sowie die ausbleibenden Unterschiede in den SAA-
Konzentrationen zwischen den einzelnen Gruppen bleibt hier weitestgehend unklar. Mit dem
ELISA als Testsystem war in diesem Fall zumindest eine ausreichende Sensitivitat gesichert.
Grundsatzlich wirde man vermuten, dass im Zuge der Plasmaexsudation auch SAA-
Moleklle in den Alveolarraum uUbertreten und somit bei bestimmten Erkrankungsprozessen
vermehrt nachweisbar sind. Allerdings kommt es teilweise auch vor, dass dieses Akute-
Phase-Protein bereits im Plasma unter der laboranalytischen Nachweisgrenze liegt, sprich
nicht gemessen werden kann (Lavoie-Lamoureux, Leclere et al. 2012). In solch einem Fall
ware natlrlich auch kein Anstieg in der Lavageflissigkeit zu erwarten, bei der ja zudem noch
ein hoher Verdinnungseffekt mit eingerechnet werden muss. Da jedoch in dieser Arbeit
keine parallele Bestimmung im Plasma stattgefunden hat, lasst sich hier nicht sagen, ob der
fehlende SAA-Nachweis in der BALF mit sehr niedrigen Konzentrationen im Blut gekoppelt
war. Zudem konnten Lavoie-Lamoureux, Leclere et al. (2012) bei Pferden mit COB in
Exazerbation sehr hohe SAA-Konzentrationen im Plasma messen (15,75+31,51 ug/ml), was
der Hypothese von per se niedrigen Konzentrationen wieder gegenuberstehen wirde.
Allerdings ist auch anzumerken, dass die Messungen dort lediglich vor einem provozierten
Antigenkontakt sowie an Tag 7 und Tag 30 danach stattgefunden haben und an Tag 0 noch
sehr niedrige bis gar keine SAA-Mengen nachgewiesen werden konnten. In welchem
Bereich sich die SAA-Konzentrationen im Plasma in der Zeit zwischen Tag 0 und Tag 7
bewegten, lasst sich also nicht sagen. Somit ware es durchaus denkbar, dass beispielsweise
an Tag 3 die Konzentrationen im Plasma bei einer akuten Exazerbation noch unverandert
sind und sich das SAA bei den Pferden der vorliegenden Studie, die zu einem sehr friihen
Zeitpunkt eines akuten Exazerbationsschubes in der Klinik vorgestellt wurden, noch gar nicht
im Alveolarraum wiederfinden konnte. Flr die Patienten, die sich vorranging in der
chronischen Erkrankungsphase befanden, ware es hingegen eher denkbar, dass ein
eventuell angestiegenes SAA bereits wieder abgesunken ist und sich aus diesem Grund hier
dem Nachweis entzieht.

Darlber hinaus darf man die Verknlpfung von alveolarem SAA mit der Plasmakonzentration
nicht als alleinige Erklarung heranziehen, da, wie schon fiir das Fibrinogen, auch fir dieses
Protein eine lokale Synthese im Lungengewebe denkbar ware, die zu einer systemisch
unabhangigen SAA-Menge im Alveolarraum flhren wirde. In der Humanmedizin konnte
eine, primar durch Epithelzellen herbeigefluhrte, lokale Expression von SAA-mRNA in
Bronchien und Lungenparenchym bereits bewiesen werden (Urieli-Shoval, Cohen et al.
1998; Lopez-Campos, Calero et al. 2013). Ob dies allerdings auch fir das Pferd zutrifft, lasst
sich sehr schwer sagen, da, anders als beim Fibrinogen, flir das SAA bisher keine Arbeiten
vorhanden sind, die auf solch eine lokale Produktion hindeuten.
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Ob nun also das Serum-Amyloid-A bei respiratorischen Erkrankungen an lokalen
pathologischen Vorgangen in der Lunge beim Pferd beteiligt ist, lasst sich mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nicht sicher sagen. Zwar deutet es darauf hin, dass die
SAA-Konzentrationen in der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit in keinem Zusammenhang
mit den verschiedenen Lungenerkrankungen stehen, ganz ausschlielRen lasst sich dies aber
nicht. Ein wichtiger Aspekt, den es bei der Uberprifung dieser These zu beachten gilt, ist,
Probanden zum Vergleich heranzuziehen, die sich zeitlich in exakt dem gleichen Stadium
der Erkrankung befinden. Zusatzlich waren mehrere aufeinanderfolgende Messungen
sinnvoll, um Variationen im Anstieg bzw. Uberhaupt einen Anstieg feststellen zu kénnen und
gegebenenfalls Zeitpunkt-spezifische Konzentrationsmuster zu erkennen.

3.7 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig Fibrinogen-, D-Dimer- und SAA-Konzentrationen
in der bronchoalveoldren Lavageflussigkeit von chronisch lungenkranken Pferden sowie
gesunden Kontrolltieren nachgewiesen.

Die sehr umfangreichen klinischen und weiterfuhrenden Untersuchungen halfen dabei, eine
bestmdgliche Einordung der zufallig erhaltenen Probanden in definierte Diagnosegruppen
vorzunehmen und dadurch eine Vermischung von krankheitsspezifischen Ergebnissen und
folgend einhergehenden Verfalschungen statistischer Resultate weitestgehend zu
vermeiden. Eine Ausnahme hiervon bildete aus bereits genannten Grinden die
zusammengefasste Gruppe ,JAD/COB in Remission®. Da beide Erkrankungen spezifische
Eigenschaften  bezlglich  Atiologie und Pathogenese besitzen, bildet diese
Erkrankungsgruppe eine unsichere Variable, was bei der Interpretation der Ergebnisse zu
bertcksichtigen ist.

Durch mangelnde Verfligbarkeit validierter oder Giberhaupt funktionierender Testverfahren flr
spezifische Fibrinolyse-Parameter beim Pferd gelang die Ausarbeitung der gesetzten Ziele in
dieser Arbeit nur zum Teil. Dennoch liefern die vorliegenden Beobachtungen neue
verwertbare Erkenntnisse  fur  die Grundlagenforschung bei chronischen
Lungenerkrankungen des Pferdes, insbesondere bei der COB in Exazerbation. Die
Hinzunahme  bereits  bestehender  Erkenntnisse aus human- sowie auch
veterinarmedizinischer Literatur ermdglichte es zudem, die doch deutlich sichtbaren
Tendenzen zu interpretieren und deren Reprasentativitat sowie Plausibilitdt zu untermauern.
Grundsatzlich geben die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit Hinweise darauf, dass, wie in
der Humanmedizin bereits bewiesen, auch beim Pferd Veranderungen im alveolaren
Hamostasegleichgewicht bei respiratorischen Erkrankungen bestehen. Durch die
Fibrinogenmessungen konnten Indizien fur die bereits bekannten
Permeabilitatsveranderungen in der Lunge bei entziindlichen Erkrankungen gewonnen und
durch die Korrelation mit dem Anteil neutrophilen Granuolzyten auch ein weiterfihrender
pathogenetischer Zusammenhang erschlossen werden. Durch Hinzunahme der D-Dimere
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als hochspezifisches Fibrinabbauprodukt war es zudem moglich, Hinweise auf eine
erkrankungsbedingte verstarkte Fibrinbildung (als natirlicher Heilungs-/Reparatur-
mechanismus) zu gewinnen und damit die Erkenntnisse Uber erhdhte prokoagulatorische
Aktivitaten in Lungensekreten sowie histologisch sichtbare Fibrin-/Fibrinogenablagerungen
und Fibrosen im Lungengewebe chronisch kranker Tiere zu erganzen. Durch die relativ
deutliche Korrelation zwischen den D-Dimeren und der Atemfrequenz zeigte sich wie schon
fur das Fibrinogen auch fur diesen Parameter ein direkter pathogenetischer Zusammenhang
bei entsprechenden Erkrankungen.

Wahrend durch die vorliegende Arbeit somit weitestgehend festgestellt werden konnte, dass
bei entziindlichen Erkrankungen des Respirationstraktes, insbesondere bei der ,COB in
Exazerbation®, Veranderungen des hamostatischen Milieus mit Tendenz zur Fibrinbildung
vorliegen, bleiben die genauen Hintergrinde, Mechanismen und Einflussfaktoren hierzu
noch weiter zu erforschen. Dabei gilt es insbesondere fur die zum Teil nur eingeschrankt
oder aufgrund der geringen Stichprobenzahl nur unter Vorbehalt zu beurteilenden
Diagnosegruppen ,IAD/COB in Remission* und ,akute/subakute Pneumonie“ die in dieser
Arbeit sichtbaren Tendenzen auf ihre statistische Signifikanz zu Uberprifen. Sollten in
Zukunft neue Erkenntnisse bzw. Marker vorliegen, die eine Unterscheidung zwischen
Pferden mit IAD und solchen in Remission einer COB sicher mdglich machen, ware eine
Trennung dieser Erkrankungen dabei in jedem Fall sinnvoll. Fir erganzende bzw.
Uberprifende Untersuchungen zu der Erkrankung ,interstitielle Pneumopathie® sollte zudem
Uberlegt werden, eine Lungenbiopsie zur Diagnosesicherung heranzuziehen.

Zudem miuissten die in dieser Studie festgestellten, sehr wahrscheinlich kausalen,
Zusammenhange zwischen dem Fibrinogen, den D-Dimeren und den pathologischen
Prozessen bei verschiedenen Erkrankungen eingehender untersucht werden. Die
Zusammenfuhrung der vorliegenden Ergebnisse mit Erkenntnissen aus der Literatur bieten
hierfir verschiedene Anhaltspunkte. So waren weiterflihrende Untersuchungen zum Beispiel
in Bezug auf den pathogenetischen Zusammenhang zwischen Fibrinogenvorkommen, NF-
kB, ICAM-1 und der Leukodiapedese, zwischen dem Auftreten von D-Dimeren und
Veranderungen im Surfactant sowie zwischen Lymphozyten und Fibrinogen denkbar.
DarUber hinaus bietet die vorliegende Arbeit auch Anhaltspunkte, den Ansatz bezlglich
Veranderungen in der fibrinolytischen Aktivitat weiter zu verfolgen. Die verschiedenen D-
Dimer-Konzentrationen geben in jedem Fall Hinweise, dass fibrinolytische Prozesse
stattfinden, lassen jedoch wie bereits erlautert keine verlassliche Aussage treffen, ob diese
vermindert oder verstarkt ablaufen. Um hiertber allerdings aussagekraftige Informationen
erhalten zu kdénnen, wirde es zunachst der Entwicklung oder Auffindung von fiur das Pferd
und das entsprechende Analysemedium BALF geeigneten und auf die spezifischen
fibrinolytischen Regulatoren abzielenden Testverfahren bedirfen. Dann ware eine direkte
vergleichende Gegentberstellung der Aktivitat von Gerinnung und Fibrinolyse innerhalb
einer Studie sicherlich sinnvoll.

Speziell fur die D-Dimere ware es weiter interessant herauszufinden, ob diese sich, wie bei
anderen Organsystemen bzw. bei anderen Erkrankungen (Kolik, Septikamie, Arthropathie)
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der Fall, auch bei chronischen Lungenerkrankungen als diagnostische Marker eignen. Dies
ware insbesondere im Hinblick auf die grundsatzlich erschwerte Differenzierung zwischen
Pferden mit IAD und solchen mit COB in Remission sowie die haufig schwierig zu stellende
Diagnose ,interstitielle Peumopathie” hilfreich. Ebenso ware es mithilfe von Langzeitstudien
interessant herauszufinden, ob verschiedene D-Dimer Konzentrationen prognostische
Aussagen zulassen.

Auch das Fibrinogen kdnnte in Bezug auf diese Fragestellungen ein potentiell brauchbarer
Marker sein. Der in dieser Arbeit aufgezeigte signifikante Unterschied in der Nachweisbarkeit
des Fibrinogens zwischen Gruppe 1 und 2, aus dem hervorging, dass bei Konzentrationen
von >0,0005 g/l sich die Wahrscheinlichkeit fur den Patienten die Diagnose ,COB in
Exazerbation® statt den Status ,gesund® zu erhalten um das 11-fache erhéht, gibt Hinweise
auf solch einen Nutzen als Marker, bleibt jedoch in dem Fall weitestgehend ohne klinische
Relevanz, da dieses akute Erkrankungsstadium in den meisten Fallen sicher erkannt und
erst recht vom lungengesunden Patienten abgegrenzt werden kann.

Die tendenziellen Verbesserungen der Fibrinogen- und D-Dimer-Konzentrationen nach 10-
tagiger Budesonid-Inhalation mit Haltungsoptimierung geben Hinweise darauf, dass eine
therapeutische Intervention an diesem Punkt durchaus Einfluss haben kdnnte. Diese
Hypothese gilt es allerdings mit gréReren Stichprobenzahlen und dem Einschluss einer
Placebo-Gruppe eingehend zu prifen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Fibrinogen- und D-Dimer-Bestimmung gaben die
SAA-Analysen wenig bis keine Anhaltspunkte, um Rickschlisse zu ziehen und plausible
Hypothesen aufzustellen. Ob dieses Protein Gberhaupt am lokalen Pathomechanismus in der
Lunge bei Pferden mit (chronischen) respiratorischen Erkrankungen beteiligt ist, bleibt mehr
als fraglich. Um dies herauszufinden, sind in jedem Fall weiterfihrende Studien nétig. Dabei
ware es sicherlich sinnvoll, eine gleichzeitige Bestimmung im Plasma vorzunehmen und
darlber hinaus auch auf eine exakte Benennung des Erkrankungszeitpunktes sowie eine
Bestimmung an mehreren aufeinanderfolgenden Tagen vorzunehmen, um einen eventuell
verzogerten Anstieg und mogliche zeitabhangige Konzentrationsunterschiede aufzudecken.
Abschlielend bleibt zu sagen, dass die Ergebnisse dieser Studie deutliche Hinweise und
vereinzelt auch Beweise fir hamostatische Veranderungen im Alveolarraum bei
respiratorischen Erkrankungen des Pferdes liefern. Dieser Ansatz sollte weiter verfolgt
werden, da eine wesentliche Beteiligung von Gerinnung und Fibrinolyse an pathologischen
Prozessen in der Lunge als sehr wahrscheinlich angesehen werden kann und sich neue
Optionen fiir therapeutische Interventionen ergeben kénnten. Insbesondere die Gedanken
an wissentlich irreversible Veranderungen im Lungengewebe betroffener Tiere sowie
(moglicherweise damit einhergehende) persistierende Lungenfunktionsstorungen (Setlakwe,
Leclere et al. 2009) lassen die Relevanz der Aufschlisselung hdmostatischer (Dys)balancen
im Alveolarraum bei chronischen Lungenerkrankungen des Pferdes deutlich werden.
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IV Zusammenfassung
Caroline Wirth

Charakterisierung der fibrinolytischen Aktivitit in der bronchoalveoldren
Lavagefliissigkeit beim chronisch lungenkranken Pferd und der Einfluss einer
inhalativen Glukokortikoidtherapie

Charakteristisch fir chronische Atemwegserkrankungen sind langanhaltende und immer
wiederkehrende Entzindungsprozesse im Respirationstrakt — Fibrosierungen des
Lungengewebes und damit einhergehende persistierenden Einschrankungen in der
Lungenfunktion sind die Folge. In der Humanmedizin konnte bei verschiedenen
respiratorischen Erkrankungen (u.a. Asthma) ein prokoagulatorisches und antifibrinolytisches
Milieu im Alveolarraum als Ursache progressiver Fibrosierungsprozesse ausgemacht
werden. Beobachtungen aus der veterindrmedizinischen Literatur liefern Hinweise darauf,
dass auch bei chronischen Lungenerkrankungen des Pferdes eine vergleichbare
Hamostase-Dybalance in den Alveolen vorliegen kdnnte.

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, in einer prospektiv-klinischen Studie unter Einschluss
einer gesunden Kontrollgruppe die fibrinolytische Aktivitdt in bronchoalveolarer
Lavageflissigkeit (BALF) chronisch lungenkranker Pferde zu charakterisieren und einen
pathogenetischen Zusammenhang herauszustellen.

HierfUr sollten das Fibrinogen, die D-Dimere sowie Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1)
und Urokinase (u-PA) untersucht werden. Es stellte sich jedoch heraus, dass ein Nachweis
von PAI-1 und u-PA mit verlasslicher Aussagekraft nicht moglich war. Zusatzlich zu den
hamostatischen Parametern sollte auch das Serum-Amyloid-A in der BALF bestimmt
werden. Alle Parameter wurden dariber hinaus auf Veranderungen im Rahmen einer
inhalativen Glukokortikoidtherapie mit kombinierter Haltungsoptimierung untersucht.

Fir die vorliegende Studie wurden 61 Tiere an der Klinik fur Pferde, allgemeine Chirurgie
und Radiologie der Freien Universitat Berlin stationar aufgenommen und einem dreitagigen
Untersuchungsprotokoll unterzogen. Dieses umfasste eine allgemeine und spezielle
klinische Untersuchung, eine venose und arterielle Blutanalyse, eine
Belastungsuntersuchung, eine Interpleuraldruckmessung, eine Tracheobronchoskopie mit
bronchoalveoldrer Lavage inklusive zytologischer Auswertung und eine réntgenologische
Untersuchung der Lunge. Auf Grundlage der erhobenen Befunde und in Anlehnung an die in
aktueller Literatur festgelegten Definitionskriterien wurden die Probanden in die folgenden
funf Diagnosegruppen eingeteilt: ,Gesund“ (Gruppe 1, n=15), ,COB in Exazerbation®
(Gruppe 2, n= 18), ,IAD/COB in Remission® (Gruppe 3, n=14), ,interstiticlle Pneumopathie*
(Gruppe 4, n=11) und ,akute/subakute Pneumonie® (Gruppe 5, n=3).
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Acht Patienten aus Gruppe 2 sowie vier Pferde aus Gruppe 3 erhielten eine zehntagige
Inhalationstherapie mit dem Glukokortikoid Budesonid (3 ug/kg KGW, zweimal taglich) bei
gleichzeitig staubarmen Haltungsbedingungen (Spane, nasses Heu), gefolgt von einer
Kontrolluntersuchung, die im Wesentlichen dem Protokoll der Erstuntersuchung entsprach.
Die weiterfihrenden Laboranalysen erfolgten aus dem Uberstand der abzentrifugierten
BALF. Das Fibrinogen und die D-Dimere wurden auf vollautomatischen Analysegeraten
unter Anwendung immunturbidimetrischer Verfahren bestimmt. Fir das SAA kam die ELISA-
Methode zum Einsatz. Auch PAI-1 und u-PA sollten mit diesem quantitativen
Nachweisverfahren bestimmt werden, was sich jedoch als nicht durchfihrbar erwies.

Fur die Fibrinogenkonzentration zeigte sich, dass der Median der lungenkranken Tiere
deutlich Gber dem der gesunden Kontrollgruppe lag. Letztere wies zudem mit rund 60 % die
geringste Nachweisbarkeit auf und unterschied sich damit signifikant (p=0,03) von der
Gruppe 2 (,COB in Exazerbation®), bei der in 94 % der Falle Fibrinogenkonzentrationen
gemessen werden konnten. Daraus ergab sich fiir Patienten mit Konzentrationen Uber der
Nachweisgrenze von 0,001 g/l eine 11mal héhere Wahrscheinlichkeit, die Diagnose ,,COB in
Exazerbation® zu erhalten, anstatt als gesund eingestuft zu werden (Exp(B)=11,33). DarlUber
hinaus zeigte sich eine schwach positive Korrelation (rs=0,377; p=0,004) zwischen der
Fibrinogenmenge und dem prozentualen Anteil neutrophiler Granulozyten in der BALF.

Die D-Dimere konnten allein bei Pferden mit der Diagnose ,COB in Exazerbation“ und
»akute/subakute Pneumonie“ nachgewiesen werden. Hierbei wurde der Grofdteil der
Messergebnisse erst im Anschluss an ein Proteinanreicherungs-Verfahren erbracht. Es
ergab sich ein positiver Zusammenhang (rs=0,511; p=0,03) zwischen der D-Dimer-
Konzentration und der durchschnittlichen Atemfrequenz der Patienten.

Das Serum-Amyloid-A konnte in deutlich mehr als der Halfte aller Proben (67,2 %) nicht
wiedergefunden werden und es stellte sich fiir die gesunden wie kranken Tiere ein Median
von 0,05 pg/ml heraus.

Die therapeutische Intervention fihrte zu einer tendenziellen Verringerung insbesondere der
Fibrinogen-, aber auch der D-Dimer-Konzentrationen in der BALF. Dieser Unterschied stellte
sich als nicht signifikant heraus.

Mangels funktionierender Testverfahren zur Bestimmung spezifischer Firbinolyse-Parameter
konnte nur ein Teil der gesetzten Ziele in dieser Arbeit erreicht werden. Dennoch liefern die
vorliegenden Beobachtungen neue Erkenntnisse fiir die Grundlagenforschung bei
chronischen respiratorischen Erkrankungen des Pferdes. Die Ergebnisse bieten deutliche
Anhaltspunkte fir die Annahme, dass hierbei hdmostatische Dysbalancen mit vermehrter
Fibrinbildung eine zentrale Rolle im Pathomechanismus spielen. Insbesondere das Wissen
Uber irreversible Veranderungen im Lungengewebe und persistierende
Lungenfunktionsstérungen betroffener Tiere geben Anlass, diesen Forschungsansatz zu
verfolgen und mdgliche Veranderungen in der fibrinolytischen Aktivitdt in weiterfiihrenden
Studien aufzudecken.
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Charcaterisation of fibrinolytic activity in bronchoalveolar lavage fluid in horses
affected with chronic respiratory disease under the course of an inhalative
glucocorticoid therapy

A main characteristic of chronic respiratory disease is the long-lasting and recurring
inflammatory process in the small airways — resulting in fibrosis of the alveolar tissue and
thus an irreversible loss of respiratory capacity.

In various human respiratory diseases like bronchial asthma a pro-coagulatory and anti-
fibrinolytic environment has been shown to cause progressive fibrosis.

Observations from veterinary medicine hint at a comparable misbalance of the hemostasis in
chronic airway diseases of the horse.

The goal of this prospective clinical study including a healthy control group was to measure
the fibrinolytic activity in the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) of horses with chronic
pulmonary disease and evaluate a possible pathogenetic association.

Fibrinogen, D-dimers, plasminogen-activator-inhibitor-1 (PAI-1) and urokinase (u-PA) were to
be examined in this study. Unfortunately, all tested assays for PAI-1 and u-PA showed
unreliable and inconsistent results.

In addition to the hemostatic parameters, serum-amyloid-A in the BALF was determined as
an acute-phase protein. Furthermore, all parameters were examined regarding changes to
an inhalative therapy with glucocorticoids and low-dust environment.

In this clinical trial 61 horses were presented to the Equine clinic for surgery and radiology of
the Freie Universitat Berlin under stationary conditions and underwent a three day
preparticipation examination including general and specific clinical examinations, venous and
arterial blood gas analyses, exercise tests, interpleural pressure measurements, radiography
of the thorax, endoscopic and cytologic examinations of BALF.

The subjects were classified as “healthy controls® (group 1, n=15), “COB in exacerbation”
(group 2, n=18), “IAD/COB in remission“ (group 3, n=14), “interstitial pneumopathy“ (group 4,
n=11) and “acute/subacute pneumonia“ (group 5, n=3).

Eight patients from group 2 and four patients from group 3 received a ten day inhalation
therapy with the glucocorticoid budesonide (3 ug/kg BDW, bid) and were housed in a low-
dust environment. A control examination largely identical to the preparticipation examination
followed.

Further laboratory analyses were conducted with the supernatant of the centrifuged BALF.
Fibrinogen and D-dimers were determined on a fully-automatic analyzer using the
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immunoturbidimetric method. SAA was measured by the ELISA method. This quantitative
analysis procedure was also intended to be applied for the examination of PAI-1 and u-PA,
however, this turned out to not be technically feasible.

The median of fibrinogen in patients with lung diseases was considerably higher than the one
in healthy horses. Moreover, the healthy control group showed a significantly (p=.03) lower
detectability of about 60%, compared to group 2 (“COB in exacerbation”), where fibrinogen
concentrations could be measured in 94% of the cases. Thus, cases with a fibrinogen level
above the determination limit of 0.001 g/l were eleven times more likely of being diagnosed
“COB in exacerbation” than being classified as “healthy” (Exp(B)=11.33). Furthermore, there
was a weak positive correlation (rs=.377; p=.004) between the fibrinogen content and the
percentage of neutrophils in the BALF.

D-dimers could be detected exclusively in patients with the diagnosis “COB in exacerbation”
and “acute/subacute pneumonia”. The majority of these results could be obtained only
subsequent to a protein enrichment procedure. There was a positive correlation (rs=.511;
p=.03) between the amount of D-dimers and the average respiratory rate.

SAA could not be detected in more than two thirds of the samples (67.2%), while the median
was 0.05 pg/ml for both controls and affected horses.

The therapeutic intervention resulted in a partial decrease of specifically the fibrinogen levels,
but also the D-Dimer levels in the BALF. However, these differences could not be classified
as significant.

Due to a lack of appropriate testing methods to determine specific parameters of fibrinolysis,
the aims of the presented study could only be reached in part. However, the observations
reveal new insights for basic research in chronic respiratory diseases of the horse. The
results allow the assumption that a misbalance in hemostasis accompanied by increased
fibrin turnover plays a key role in the pathomechanism of equine pulmonary disease.
Particularly with regard to irreversible alterations of lung tissue and persistent pulmonary
function impairment, this research approach should be further pursued to reveal possible
changes in fibrinolytic activity.
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1 Allgemeine Ubersicht iiber das Patientenkollektiv

Tab. 20: Ubersicht iiber das Patientenkollektiv. Neben den allgemeinen Patientendaten, wie Alter, Geschlecht, Rasse, Gewicht und GroRe,
sind auch die, im modifizierten Score nach Ohnesorge (1998), erreichte Gesamtpunkizahl mit entsprechendem Schweregrad sowie die

Diagnose zu jedem Pferd aufgeflhrt. Die Tiere, die den Therapiegruppen zugeordnet wurden sind mit einem X markiert. (Fortsetzungen und
Erlduterung der Tabelle auf S. 216 und 217)

Pferd Alter Sex Rasse Gewicht GroRe Ge_sgmtpunktzahl Schweregrad der Diagnose  Therapie
Nr. (Jahre) (kg) (cm) (klinischer Score) Erkrankung
1 11 2 1 596 164 9 3 4
2 9 2 1 560 170 0 0 1
3 14 1 3 594 155 1 0 4
5 15 1 3 488 153 3 1 3
6 15 2 2 455 138 11 3 2
7 10 2 3 535 162 3 1 3
9 4 1 1 600 172 0 0 1
10 4 1 2 320 140 0 0 1
11 12 2 1 600 167 5 2 3
12 13 1 1 500 158 3 1 3
13 22 2 2 430 142 11 3 2
15 8 2 1 550 165 1 0 4
16 17 2 1 590 162 5 2 3
17 14 2 2 300 148 7 3 2
18 11 2 1 520 155 6 2 2
19 12 2 1 500 168 5 2 4
20 8 1 3 420 154 0 0 1
21 20 2 2 500 151 9 3 2

215



IX Anhang

Fortsetzung Tab. 20: Ubersicht iiber das Patientenkollektiv.

Pferd Alter Sex Rasse Gewicht GroRe Ge_s.'flmtpunktzahl Schweregrad der Diagnose  Therapie

Nr. (Jahre) (kg) (cm) (klinischer Score) Erkrankung

22 18 2 2 500 149 5 2 4

23 23 1 3 450 150 6 2 2

24 8 1 2 250 134 1 0 4

26 18 1 3 450 150 3 1 5

28 12 1 1 550 170 4 2 & X
29 16 2 1 550 165 2 1 3

31 19 1 3 400 149 6 2 2 X
32 10 2 3 535 162 2 1 3 X
33 8 1 3 450 155 4 2 3

34 10 2 1 450 161 6 2 2

35 15 2 1 500 165 14 3 2

36 12 2 2 450 152 2 1 3

37 14 1 3 480 152 9 3 2 X
38 21 2 3 450 159 8 3 2 X
39 3 1 1 500 165 0 0 1

40 16 2 1 550 170 1 0 4

41 7 2 2 450 149 4 2 3

42 23 1 3 450 150 7 3 2 X
43 19 2 2 400 139 7 3 2 X
44 10 2 1 650 172 1 0 1

45 12 2 2 350 148 8 3 2 X
46 1 1 1 400 151 7 3 5

47 14 2 1 600 166 1 0 3 X
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Fortsetzung Tab. 20: Ubersicht iiber das Patientenkollektiv.

Pferd Alter Sex Rasse Gewicht GroRe Ge_s.'flmtpunktzahl Schweregrad der Diagnose  Therapie

Nr. (Jahre) (kg) (cm) (klinischer Score) Erkrankung

49 11 1 1 500 166 8 3 2

50 16 1 3 550 160 1 0 4

54 22 1 1 550 162 6 2 2 X
55 21 2 2 450 149 4 2 & X
56 12 1 1 650 170 2 1 4

57 18 1 1 500 163 8 3 2 X
58 8 1 1 450 155 0 0 1

59 10 1 2 420 134 1 0 1

60 6 1 1 600 175 0 0 4

61 16 2 2 340 137 1 0 1

62 10 2 2 350 143 0 0 1

63 9 2 2 270 123 1 0 4

64 8 2 2 350 136 0 0 1

65 5 2 2 290 133 1 0 1

66 5 2 2 360 144 1 0 1

67 12 2 3 500 151 5 2 3

68 13 1 2 300 140 0 0 1

69 11 2 2 470 156 0 0 1

70 10 2 2 400 147 7 3 2

71 8 1 3 450 155 4 2 5

Geschlecht: 1 Stute 2 Wallach

Rasse: 1 Warmblut 2 Kleinpferd oder Pony 3 Sonstige (American Quarter Horse, Friese, Traber, arabisches Vollblut und Shagya-Araber)
Schweregrad der Erkrankung: 0 gesund 1 geringgradig 2 mittelgradig 3 hochgradig

Diagnose: 1 Gesund 2 COB in Exazerbation 3 IAD/COB in Remission 4 Interstitielle Pneumopathie 5 Akute/subakute Pneumon
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2 Datentabellen

Tab. 21: Ubersicht iiber den durchschnittlichen paO2 in den Diagnosegruppen.

paO, (mmHg)

Diagnosegruppe MW1SD Md (Qq3) Minimum Maximum
gesund 98,18 + 5,84° ] 90,91 112,83
. 97,07
chronisch krank - (91,76/101,05) 57,93 109,39
cOBin 90,48 + 11,67% ; 57.93 109,39
Exazerbation
'gg; (i:gs?o': 98.79 + 3,747 ; 92,33 106,15
interstitielle 100,95
neumopathie ; , , ’ ’
P thi (92,16/102,64) it R
akg;‘:’j;%‘:"}:te Die drei Werte waren 90, 91,4 und 98,96 mmHg.

a Der durchschnittliche paO; ist Uber die Gruppe 2 und 3 signifikant unterschiedlich (p=0,043). b Der
manuelle Einzelvergleich ergab einen signifikanten Unterschied (p=0,025) zwischen Gruppe 1 und 2.

Tab. 22: Ubersicht iiber die durchschnittliche A-aDO, in den Diagnosegruppen.

A-aDO; (mmHg)

Diagnosegruppe MWSD Md (Qq/3) Minimum Maximum
gesund 3,31 £ 3,01 - 0 9,30
chronisch krank - 1,16 (0/7,6) 0 27,87
COB in 6,96
Exazerbation y (0,78/12,82)° L 1ol
'QD’ COB in i 0,4 (0/2,3)? 0 6,03
emission
interstitielle
Pneumopathie - 0,44 (0/7,81) 0 24,5
akgtelsubalfute Die drei Werte waren 3,5, 8,4 und 10,15.
neumonie

a Die durchschnittliche A-aDO, ist tiber die Gruppe 2 und 3 signifikant unterschiedlich (p=0,018).
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Tab. 23: Ubersicht iiber die Anteile der verschiedenen Zelltypen an der Gesamtzellzahl
(in %) in den einzelnen Diagnosegruppen.

Diagnosegruppe
1 2 3 4 5
MW+SD | 56,5+4,72 21,6+13,6™° - 50,8+15,5°
Die Werte
Md 49,5
MK (% - - . waren 22, 58
(%) Q) (30,7/52,5)° und 61.7.
Min/Max  46,5/64 5,6/47 25/66 15/67
a
MWSD | 38,1:6,4 - - 34,5+11,9 Die Werte
Lymph Md _ 17,6 30,5 ] waren 8,8,
(%) (Qup3) (6,9/30,2)*  (24,4/38,5) 29,2 und
Min/Max  27,8/50 3,6/36.2 22/66 22.2/60 30.4.
MW+SD - 60,1£21,1*° 17,147 4*" -
Die Werte
P(!;';" (g'd) . 2/24 o) ; 7.2 (5810 waren 7,1,
0 "3 Gl 10 und 68,6.
Min/Max  0,5/7,6 27/90,4 3,0/27,8 1,2/24,1
MW<+SD - - - 0,95+0,92
Md Die Werte
Eos (%) 0 (0/0,2) 0 (0/0,5) 0(0/1,3) - waren 0, 0,2
(Qq13)
und 0,2.
Min/Max  0/0,07 0/1 0/15,5 0/2,5
MW<+SD - - 3,3+2,6% 5,0+4,3%
Die Werte
Mastz Md 1,6
’ 1(0,1/1,6)? - - waren 0,4,
%) (Quw) (226  1©1/16) 0.8 und 2.5.
Min/Max 0/8 0/4,6 0,2/10 0/15

Die hochgestellten Buchstaben (a, b und ¢) und dunkelgrauen Einfarbungen zeigen auf, zwischen
welchen Diagnosegruppen signifikante Unterschiede in dem prozentualen Anteil der einzelnen
Zelltypen an der Gesamtzellzahl bestanden. Die Bezeichnung beginnt fiir jede Zellart erneut mit a,
weshalb die einzelnen Zeilen bezlglich dieser Bezeichnung getrennt voneinander zu betrachten sind.
Die einzelnen p-Werte koénnen dem FlieRtext entnommen werden. MK Makrophagen, Lymph
Lymphozyten, PMN polymorphkernige neutrophile Granulozyten, Eos eosinophile Granulozyten,
Mastz Mastzellen
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Tab. 24: Ubersicht iiber D-Dimer-Konzentrationen in mg/l in der bronchoalveoliren
Lavagefliissigkeit bei ausgewahlten Fallen.

Fall Nr. D-Dimere (mgl/l) Anreicherungsfaktor Diagnosegruppe
58 <0,07 2,56 1
62 <0,02 9,36 1
66 <0,03 6,25 1

6 0,07 4,7 2
13 0,25 8,8 2
17 0,13 4,7 2
18 0,09 57 2
21 0,11 11,5 2
23 0,1 6,7 2
31 <0,04 4,6 2

37 0,12 6,2 2
42 0,18 6,4 2
43 0,07 5,2 2
45 0,06 8,9 2
49 0,04 59 2
54 0,08 13,2 2
57 0,08 5,7 2
70 0,1 7,32 2

71 <0,04 4,9 5

Aufgefuhrt sind hier alle Félle, in denen eine Proteinanreicherung stattgefunden hat bzw. in
denen bereits ohne Anreicherungsverfahren definierte D-Dimer-Konzentrationen gemessen
werden konnten.
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Tab. 25: Ubersicht iiber die durchschnittlich gemessenen Werte aus der arteriellen

IX Anhang

Blutgasanalyse (paCO., paO, und A-aDO,) im Vergleich vor und nach Therapie.

,,COB in Exazerbation

Gesamt (n=12)

»IAD/COB in

(n=8) Remission“ (n=4)
Vor Nach Vor Nach Vor Nach
MW+ 4344z 44,052+ 42 53+ 42 644 4527+ 46,85z
paCo, sD 2.86 2.85 3,06 2.35 1,22 1,02
(mmHg)  Min/ 38,46 / 40,17/ 38,46/ 40,17/ 44,34/ 4571/
Max 47,57 48,19 47 57 46,84 47,04 48,19
MW+ 99,152+ 98,35+
pa0? sD 3,89 3,88
(mmHg)  Min/ 81,81/ 94,27/ 81,81/ 100,01/ 95,66/ 94,27/
Max 109,39 110,9 109,39 110,90 103,85 102,37
MW+ ) _ )
sD
A-aDO, Md 0,5 0 0 1
(mmHg) (Qis)  (0/6,5) (0/5,01) (0/0,87)  (0,02/2,37)
Min/ o/ o/ o/ o/ o/ o/
Max 18,7 252 18,7 13 1,16 252

Der durchschnittlich gemessene paO, war im Vergleich vor und nach Therapie a insgesamt (p=0,041)
sowie b allein bei den Tieren mit ,COB in Exazerbation“ (p=0,017) signifikant verschieden. ¢ In der
Gruppe ,COB in Exazerbation® zeigte sich nach Therapie ein signifikanter Unterschied (p=0,028) in

der A-aDO, verglichen mit den Werten aus der Erstuntersuchung.
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Tab. 26: Ubersicht iiber die Anteile der verschiedenen Zelltypen (in %) an der
Gesamtzellzahl im Vergleich vor und nach Therapie.

Gesamt (n=12) »COB in IAD/COB in
Exazerbation“ (n=8) Remission (n=4)
Vor Nach Vor Nach Vor Nach
Mw+ 47,5+ 53,6+
MK SD 32,1+18,2  39,6+19,6 | 24,5+15,3 32,7%12,9 14.6 252
(%) Min/
Max 8,2/59,8 8,6/73,2 8,2/147 8,6/49,4 | 27,4/59,8 16,8/73,2
Mw+
26,5+11,3 26,9+9,8 23,7+12,6 28,3%10,3 | 32+6,1 24,1+£9,5
Lymph SD
(%) Min/
Max 3,8/40,2 12,2/48,2 3,8/36,2  15,6/48,2 | 27/40,2 12,2/35,5
Mw+*
SD 39,2+26,2 < 32,9424,2 | 55,1+20,7 39,1+18,1 | 17+8,1 -
PMN Md i _ i _ i 5,2
(%) (Qur3) (1,9/54)
'\I\:Ian)z 9,8/87,8 1,75/69,4 27/87,8 14,4/67,8 | 9,8/27,8 1,75/69,4

od 0 (0/0,1) 0 (0/0,1) 0(0/0,1)  0(0/0,2) | 0(0/0,6) Inallen4

(Qu3) Fallen
Eos haben
o die Eos
(%) Min/ inen
0/0,7 0/0,2 0/0,6 0/0,2 0/0,7 einer
Max Anteil
von 0%.

Mastz  Md i : i : 3,6
(%) (Qup) (1,1/4,6)
Min/ 5,6 0/3 0/4.6 0/ 06/46  05/3
Max

In der vergleichenden Betrachtung des Zellbildes vor und nach Therapie zeigte sich rein rechnerisch
lediglich fir die Anteile der Mastzellen im gesamten Patientenverglich ein signifikanter Unterschied
(0,016). MK=Makrophagen, Lymph=Lymphozyten, PMN=polymorphkernige neutrophile

Granulozyten, Eos=eosinophile Granulozyten, Mastz=Mastzellen
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3 Untersuchungsboégen

Abzeichen Kopf:

Anamnese und Signalement
Besitzer:
Name: Vormame:
Uberweisender Tierarzt:
Name: Vomame:
Behandelnder Tierarzt:
Assistent: Supervisor:
Pferd:
Name: Rasse:
Geschlecht: Alter:
Gewicht: StockmaR:
Lebensnummer: Farbe:

Abzeichen Glm:

Vorbericht:

Voruntersuchung / Vorbehandlung:

Abb. 33: Dokument zur Protokollierung der Anamnese.
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Datum
Tag 1
Fall Nr.
Allgemeine klinische
Untersuchung
Kérperhaltung physiologisch O3
sonstiges:
Verhaiten ruhig u. aufmerksam O aufgeregt O
wuruhig O  apathisch O
sonstiges:
Ernihrungszustand gut O 2w gut O adipos O
maBig O schlecht O kachektisch O
Entwicklungszustand dem Alter entsprechend O sonstiges:
Pflegezustand gut O maBigD)  schlecht O
Pulsfrequenz /min.
Atemfrequenz /min.
Kérperinnentemperatur ‘
Kirperoberflichentemperatur zu den Akren hin abnehmend O
sonstiges:
Hautturgor erhalten O vermindert O
Schleimhiute blassrosafrosa O gerdtet O blass O
zyanotisch 00  ikterisch O
KFZ <2sek. O 2-3sek O >3sek. O
Episkleralgefafe fein gezeichnet O
verwaschen O  injiziert O  nicht sichtbar O
Lnn. mandibulares links: o.b.8.0
vergroBert O (GroRe: x x cm)
schmerzhaft O nicht verschieblich O
derb O vermehrt warm [

Abb. 34: Dokument zur Protokollierung der allgemeinen und speziellen
klinischen Untersuchung sowie der weiterfiihrenden Untersuchungen
(Teil 1). Die Untersuchungsbdgen von Tag zwei und drei wichen dabei

geringfligig von dem des ersten Untersuchungstages ab.
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rechts: o0b.B8. 0O
vergroBert O (GroBe: X X cm)
schmerzhaft O nicht verschieblich O
derb O vermehrt warm O
Spezielle Untersuchung
des Respirationstrakt
Atmemtyp costoabdominal O  verstarkt abdominal O
verstarkt costal O Afteratmung O
Dampfrinne O
Niistern 0b8. O geblsht O
Luftstrom: gleichmaBig D
links vermindert O  rechts vermindert O
Sekretrinne [
Nasenausfluss 0b8.0 bds. O
links: ggr. O mgr. O hgr.O
seros O sero-mukos O  mukds purulent O
hamorrhargisch 0 mit Futterpartikeln O
rechts: ggr.O mgr. O hgr. O
serds O sero-mukds O  mukds purulent O
hamorrhargisch O  mit Futterpartikeln O
Husten spontan O mehrfach O
auslosbar O mehrfach O
feucht O trocken O
Dyspnoe in Ruhe O
expiratorisch O Inspiratorisch O gemischt O
Stridor inspiratorisch O expiratorisch O
Auskultation Lunge rechts:
links:
Auskultation Trachea
Auskultation Larynx
Perkussion des
.b.8. O
Lungenfeldes exh
> eine handbreit erweitert 0 > zwei handbreit erweitert O
gedampft
CO2-Rickatmung:
Endoskople:
Rontgen:
Diagnose:
Therapie:

Abb. 35: Dokument zur Protokollierung der allgemeinen und
speziellen klinischen Untersuchung sowie der weiterfuhrenden
Untersuchungen (Teil 2).
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Datum

Tag 2/3

Fall Nr.

Allgemeine klinische

Untersuchung

Korperhaltung physiologisch O
sonstiges:

Verhalten ruhig u. aufmerksam O aufgeregt O
zuruhig O apathisch O
sonstiges:

Pulsfrequenz /min.

Atemfrequenz J/min.

Korperinnentemperatur ‘C

Schleimhaute blassrosa/rosa O gerotet [ blass O
zyanotisch [0 ikterisch O

KFZ <2 sek. O 2-3sek. O >3 sek. O

Episkleraigefife fein gezeichnet O
verwaschen O  injiziert 0  nicht sichtbar O

Spezielle Untersuchung

des Respirationstrakt

Atmemtyp costoabdominal O  verstirkt abdominal O
verstarkt costal O Afteratmung O
Dampfrinne O

Nastern obB. O  geblsht O

Luftstrom: gleichméRig O
links vermindert (0  rechts vermindert O

Sekretrinne [

Abb. 36: Dokument zur Protokollierung der allgemeinen und speziellen
klinischen Untersuchung sowie der weiterfiuhrenden Untersuchungen

(Teil 3).
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Nasenausfluss 0b8.0 bds. O
links: ggr.O mgr. O hgr. O
serds O sero - mukos O mukds purulent O
hamorrhargisch O  mit Futterpartikeln O
rechts: ggr.O mgr. O hgr. O
serds 0  sero-mukds O mukds purulent O
hamorrhargisch D mit Futterpartikein O
Husten spontan D mehrfach O
auslosbar O mehrfach O
feucht O trocken O
Dyspnoe in Ruhe O
expiratorisch O inspiratorisch O gemischt O
Stridor inspiratorisch O expiratorisch O
Auskultaton Lunge rechts:
links:
Auskultation Trachea
Auskultaton Larynx

Abb. 37: Dokument zur Protokollierung der aligemeinen und speziellen
klinischen Untersuchung sowie der weiterflihrenden Untersuchungen
(Teil 4).
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Datum: Fall Nr.:

Zeit (Min) Herzfrequenz | Atemfrequenz
(Schldge/Min.) | (Atemziige/Min.)

Ruhewert

0

5

10

15
20
25
30

Bemerkungen

Laktat vor Belastung: mmol/|

Laktat nach Belastung: mmol/|

Abb. 38: Dokument zur Protokollierung der Ergebnisse des
Belastungstests.
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NamePferd: ... ... ......... FalNr.: oo

Instillierte Fliassigkeit: ml
Wiedergewonnene Flissigkeit: ml

MK

Lymph

Eos

Mastz

Bemerkungen

Anteil in % an MK Lymph PMN Eos Masz

der
Gesamtzellzahl

MK Makrophagen, Lymph Lymphozyten, PMN polymomphkernige neutrophile Granulozyten,
Eos eosinophile Granulozyten, Mastz. Mastzellen

Abb. 39: Dokument zur Protokollierung der Ergebnisse aus der zytologischen
Untersuchung der bronchoalveolaren Lavageflussigkeit.
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4 Verwendete Materialien

4.1 Gerite

IX Anhang

Blutgasanalysegerat

cobas b 123 POC System, Roche
Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim,
Deutschland

Blutanalysegerat (klinische Chemie)

Reflotron®, Roche Diagnostics Deutschland
GmbH, Mannheim, Deutschland

Digitizer

DX-G, Agfa HealthCare GmbH, Bonn,
Deutschland

Hamatokritzentrifuge

Haemofuge (Nr. 234497), Heraeus
Instruments GmbH, Hanau, Deutschland

Hamatologiesystem

Sysmex pocH-100iV Diff, Sysmex
Deutschland GmbH, Bornbach, Deutschland

Handrefraktometer

Modell HRM 18 (726000), Eickemeyer —
Medizintechnik fir Tierarzte KG, Tuttlingen,
Deutschland

Inhalationsmaske

SaHoMa®-II Inhalationsmaske, Typ HM-200,
NEBU-TEC International med. Produkte Eike
Kern GmbH, Elsenfeld, Deutschland

Inhalationsmasken-Zubehor

SaHoMa®-II mobile ultrasonic nebulizer, Typ
HM-200; SaHoMa®-II Verneblerkopf, Typ
HM-201; SaHoMa®-II Aerosolerzeuger, Typ
HM-207, NEBU-TEC International med.
Produkte Eike Kern GmbH, Elsenfeld,
Deutschland

Mikroskop

Olympus BX41TF, Olympus Corporation,
Tokyo, Japan

Mikrotiterplattenlesegerat / Software

Bio-Rad Model 550 Microplate Reader /
Microplate Manager Version 5.2, Bio-Rad
Laboratories,Inc., Hercules, CA 94547, USA

Rdntgengerat

GIERTH RHF200ML, GIERTH X-Ray
international GmbH, Riesa, Deutschland

Tischzentrifugen

Rotofix 32/Rotina 420R, Andreas Hettich
GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland

Tisch-Kuhlzentrifuge

Z326K, HERMLE Labortechnik GmbH,
Wehingen, Deutschland

Venti-Graph

Modell PG 100/REC, Boehringer Ingelheim
Vetmedia GmbH, Ingelheim, Deutschland

Videoendoskop (2,70 m Lange)

Videomed GmbH, Miinchen, Deutschland

vollautomatisches Analysegerat flr
Gerinnungsparameter

Sysmex® CA-1500 System, Sysmex
Corporation, Norderstedt, Deutschland

vollautomatisches Analysegerat

cobas ¢701 module, Cobas® 8000 modular
analyzer, Roche Diagnostics Deutschland
GmbH, Mannheim, Deutschland
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AC-8, Karl-Hecht GmbH & Co. KG,

Zell-Counter Sondheim, Deutschland

4.2 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Broncho-Alveolar Lavage Catheter
BAL-Katheter (3m Lange) (Silicone), SurgiVet®, Smiths Medical ASD,
Inc., St. Paul, MN 55112, USA

Rohre 10 ml, K3 EDTA, Sarstedt AG & Co.,

Blutrohrchen Nimbrecht, Deutschland

Sterican®, 1,20 x 40 mm BC/SB, 18G x 1
Y%2", Sterican®, 0.70 x 30 mm BL/LB, 22G x 1
Ya", B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Einmal-Injektionskanulen

BD-A Line™, 3 ml, Becton, Dickinson and
Company, Plymouth, UK;

Einmalspritzen Injekt®Solo (2, 10 und 20 ml), Omnifix®Solo,
Wund- und Blasenspritze, B.Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Kapillarréhrchen ~200 pl, Roche Diagnostics
Glas-Kapillarréhrchen (heparinisiert) Deutschland GmbH, Mannheim,
Deutschland

Haematokrit-Kapillaren 75 mm / 75 l,
Hamatokrit-Kapillaren Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

neolLab Reaktionsgefalie, graduiert,
selbststehend, 1,5 ml, 44x11 mm, neolLab
Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Kryoréhrchen

Objekttrager SuperFrost®, Kanten
Objekttrager geschnitten, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

manuelle Eppendorf-Pipetten (verschiedene
Volumina), Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland;

Einweg-Pasteurpipetten, 3 ml, graduiert,
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Pipetten

ratiolab®Pipettenspitzen (verschiedene
Pipetten-Spitzen Grofien), ratiolab GmbH, Dreieich,
Deutschland

Rohre 15 ml, 120x17 mm, PP, Sarstedt AG

Zentrifugenrohrchen & Co., Nimbrecht, Deutschland

Centrifree®Ultrafiltrationseinheiten, Merck

Ultrafiltrationseinheiten KGaA., Darmstadt, Deutschland
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4.3 Reagenzien und Medikamente

Pulmicort® 1,0 mg / 2 ml, Suspension,

Budesonid AstraZeneca GmbH, Wedel, Deutschland
Cepesedan® RP, 10 mg/ml, CP-Pharma
Detomidinhydrochlorid Handelsgesellschaft mbH, Burgdorf,

Deutschland

Giemsas Azur-Eosin-Methylenblaulésung fur
die Mikroskopie

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Levomethadonhydrochlorid +
Fenpipramidhydrochlodir

L-Polamivet® 2,5/0,125 mg/ml, Intervet
Deutschland GmbH, Unterschleil3heim,
Deutschland

Lidocainhydrochlorid

Lidocainhydrochlorid 2%, 20,0 mg/ml, bela-
pharm GmbH & Co. KG, Vechta,
Deutschland

May-Grinwalds Eosin-Methylenblaulésung
modifiziert fir die Mikroskopie

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Phosphatgepufferte Salzlésung

BioWhittaker® PBS Phosphate Buffered
Saline, Lonza Group Ltd., Verviers, Belgien

Testsubstanz fiir die automatische
Fibrinogenbestimmung

Dako Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

4.4 Laboranalytische Tests

ELISA Kit fir D-Dimere

ELISA D2D (E90506Eq), Uscn Life Sience
Inc., Wuhan, China

ELISA Kit fur PAI-1

Horse Plasminogen activator inhibitor 1
(SERPINE1) ELISA Kit, Cusabio Biotech
Co., Ltd., Wuhan, China

Quantikine® ELISA, Human Serpin E1/PAI-
1, R&D Systems®, Inc., Minneapolis, MN
55413, USA

Nori® Equine Serpin E1/PAI-1 ELISA Kit,
Genorise Scientific, Inc., Berwyn, PA 19312,
USA

ELISA Kit fur SAA

ELISA ,Phase™ Serum Amyloid A Assay
(SAA)-Multispecies von Tridelta
Development Ltd, Maynooth, County Kildare,
Irland

Latexagglutinationstest fiir D-Dimere

INNOVANCE® D-Dimer Test, Siemens
Healthcare Diagnostics GmbH, Eschborn,
Deutschland
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