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Einleitung

1. EINLEITUNG

Atemwegserkrankungen haben in Human- und Pferdemedizin gro3e Bedeutung. In der
menschlichen Population sorgen sie flir hohe Morbiditats- und Mortalitdtszahlen, wahrend
bei Pferden eine Leistungsinsuffizienz infolge respiratorischer Probleme zur Ausscheidung
aus dem Turniersport fihren kann. Aufgrund des weiten Spektrums an mdglichen
Erkrankungen und der unspezifischen Symptomatik ist eine korrekte Beurteilung oftmals
schwierig. Aus diesem Grund besteht die Notwendigkeit, geeignete Biomarker zu finden,
welche die Diagnostik auf diesem Gebiet erleichtern kénnen (WROBLEWSKI und MARCISZ,
2009; BARTON et al., 2014b).

Procalcitonin (PCT), das Vorlauferprotein des Hormons Calcitonin, ist in der Humanmedizin
als Anzeiger infektioser Prozesse bereits etabliert. Durch die rasche Induktion und die gute
Korrelation mit dem klinischen Status der Patienten stellt sich PCT als aulierst dynamischer
Marker mit hohem pradiktivem Wert dar. Neben dem Haupteinsatzgebiet der
Sepsisdiagnostik wird PCT auch zur Differenzierung bzw. Verlaufskontrolle respiratorischer
Erkrankungen des Menschen eingesetzt (MEISNER, 2010). Obwohl die Blutspiegel niedriger
sind als bei Patienten mit systemischer Infektion, ist eine Differenzierung verschiedener
Pneumonieformen mittels PCT dennoch mdglich (PRAT et al., 2003; PRAT et al., 2006;
PIACENTINI et al., 2011; NIU et al., 2013). Bei chronischen Atemwegserkrankungen des
Menschen wie Asthma und COPD (chronic obstructive pulmonary disease) wird PCT zur
Identifizierung bakteriell bedingter Exazerbationen angewandt. In diesem Fall erleichtert es
die Entscheidung flir oder gegen einen Antibiotikaeinsatz und dient zur Steuerung der damit
verbundenen Behandlungsdauer (BRIGHTLING, 2013; TANG et al., 2013). Die genauen
Mechanismen der PCT-Induktion im Rahmen bakterieller Infektionen sind noch weitgehend
unbekannt, allerdings wurde eine Interaktion des Vorlauferhormons mit proinflammatorischen
Zytokinen (u. a. Interleukin-1B und Interleukin-6) bereits nachgewiesen (OBERHOFFER et
al., 1999; NIJSTEN et al., 2000). In der Tiermedizin ist der Einsatz von PCT-Diagnostik noch
nicht weit verbreitet, was in erster Linie auf das Fehlen speziesspezifischer
Nachweismethoden zuruckzuflhren ist. Im Jahre 2014 entwickelten RIEGER und Kollegen
erstmals einen ELISA-Test zum Nachweis von PCT in equinem Blutplasma. Dieser wurde
zur Differenzierung gesunder und septischer Pferde sowie im Rahmen der Kolikdiagnostik
bereits eingesetzt (RIEGER et al., 2014; TESCHNER et al., 2015).

Die recurrent airway obstruction (RAO) bzw. chronisch obstruktive Bronchitis (COB) ist eine
verbreitete Atemwegserkrankung &lterer Pferde, die einige Ahnlichkeiten sowohl mit dem
Asthma bronchiale als auch mit der COPD des Menschen aufweist (ROBINSON, 2001). Die
equine |AD (inflammatory airway diesease) stellt eine weitere entziindliche Veranderung der
Atemwege dar. Diese betrifft vornehmlich jingere Sportpferde und wird zurzeit als mogliche
Vorlaufererkrankung der COB diskutiert (COUETIL et al., 2007). Bei der RAO bzw. COB des
Pferdes wechseln sich akute Krankheitsschibe (Exazerbation) mit nahezu
asymptomatischen Zustanden (Remission) ab. Wahrend beim Menschen sowohl Asthma-
als auch COPD-Exazerbationen durch bakterielle oder virale Infektionen entstehen, konnte
dies fur die RAO bzw. COB des Pferdes nicht nachgewiesen werden (ROBINSON, 2001). An
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der Pathogenese der IAD wird dagegen eine Beteiligung bakterieller Keime vermutet
(WOOD et al, 2005). Interstitielle Pneumopathien stellen weitere respiratorische
Erkrankungen der Pferde dar, die zu irreversiblen Veranderungen der Lungenstruktur
(Fibrose) fihren kdnnen. Obwohl auch in diesem Fall vorausgegangene Atemwegsinfekte
eine Rolle bei der Entstehung der Krankheit spielen kénnen, sind die verantwortlichen Keime
im fortgeschrittenen Stadium meist nicht mehr nachweisbar (WILKINS und LASCOLA, 2015).
Abschlielfend kommen beim Pferd auch rein infektiése Pneumonien vor. Diese sind in der
latenten bzw. akuten Phase oftmals schwer zu erkennen, da typische Symptome wie Fieber,
Mattigkeit und mukopurulenter Nasenausfluss zu diesem Zeitpunkt fehlen kdnnen (REUSS
und GIGUERE, 2015).

Fur eine sichere Diagnosestellung ist die Durchfiihrung einer bronchoalveolaren Lavage
(BAL) in der Pferdemedizin unabdingbar (BARTON et al., 2014a). Durch die zytologische
Untersuchung der Spiilflissigkeit lassen sich krankheitstypische Zellmuster deutlich
erkennen (z. B. Neutrophilie bei RAO bzw. COB und IAD sowie erhdhte Makrophagenzahlen
bei interstitiellen Lungenerkrankungen) (ROBINSON, 2001; COUETIL et al., 2007; WILKINS
und LASCOLA, 2015). Um die immunpathogenetischen Vorgange dieser Erkrankungen
besser zu verstehen, wurde auRerdem in den letzten Jahren die Auspragung zahlreicher
Mediatoren in der BAL-Flussigkeit (BALF) vornehmlich auf transkriptioneller Ebene naher
untersucht (PIRIE, 2014b).

Das erste Ziel dieser Studie war es, die Konzentrationen von equinem PCT in Blutplasma
und BALF gesunder und chronisch lungenkranker Pferde zu bestimmen. Dazu kam ein
speziell fur diese Tierart entwickelter ELISA-Test zum Einsatz (RIEGER et al.,, 2104),
welcher im Rahmen der vorliegenden Studie zusatzlich zur Anwendung mit BALF-Proben
validiert wurde.

Des Weiteren sollten die Konzentrationen verschiedener proinflammatorischer Interleukine in
der BALF gesunder und chronisch lungenkranker Pferde ermittelt werden. Dabei wurden die
Interleukine 138 und 6 gewahlt, welche bei verschiedenen Lungenerkrankungen
erwiesenermallen an der Entstehung bzw. Erhaltung der Entzindung beteiligt sind
(THACKER, 2006) und wie bereits erwahnt ebenfalls zur Procalcitonininduktion beitragen.
Aulerdem wurde das Interleukin-17 untersucht, welches beim Pferd scheinbar eher an der
chronischen Phase der Lungenentziindung sowie an der Neutrophilenrekrutierung beteiligt
ist (MENSIKOVA et al., 2013).

Eventuell  bestehende  Korrelationen  sowohl  zwischen den  verschiedenen
Entzindungsmarkern (PCT, IL-1B, IL-6, IL-17) als auch zwischen den Proteinen und dem
klinischen Zustand der Patienten (Lungenfunktion, Réntgenbefunde, Endoskopiebefunde,
BALF-Zytologie, Score-System) sollten ebenfalls untersucht werden.

Da sich die inhalative Verabreichung von Glukokortikoiden in Kombination mit einer
konsequenten Haltungsoptimierung als effektiver Therapieweg fur die COB des Pferdes
erwiesen hat (PIRIE, 2014a), wurden abschlieBend zwolf an COB bzw. IAD erkrankte Pferde
einer zehntagigen Inhalation mit Budesonid unter staubarmer Aufstallung unterzogen. Im
Anschluss an die Therapie wurden die Veranderungen des klinischen Status der Patienten
sowie der Einfluss des Glukokortikoids auf die Konzentrationen der besagten
Entziindungsmarker in der BALF untersucht.
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2. LITERATURUBERSICHT

2.1 Immunologische Grundlagen

2.1.1 Angeborene und adaptive Immunitat

Der grundlegende Aufbau des equinen Immunsystems soll nachfolgend dargestellt werden.
Eine detailliertere Beschreibung dazu findet sich in LUNN und HOROHOQOV (2004b).

Das angeborene Immunsystem agiert als erste Stufe der Abwehr. In erster Linie werden
Pathogene durch physikalische Barrieren daran gehindert, den Koérper anzugreifen. Dazu
zahlen die Haut und Schleimhaute sowie die in den verschiedenen Milieus herrschenden pH-
Werte. Im Respirationstrakt werden eingedrungene Keime in Schleim gefangen und durch
zilientragende Zellen des Flimmerepithels aufwarts transportiert, heruntergeschluckt und im
Magen durch S&urebildung zerstort. Bei Uberwindung der mechanischen Barrieren durch die
Pathogene werden im Korper weitere unspezifische Abwehrmechanismen eingeleitet. Dazu
zahlen die Aktivierung bestimmter Protease-Kaskaden (Komplementsystem), die direkte
Vernichtung pathogener Keime durch Makrophagen (Phagozytose), neutrophile
Granulozyten (Phagozytose, ,respiratory burst) und natirliche Killerzellen sowie die
Sezernierung  verschiedener Botenstoffe = (Akute-Phase-Proteine, Lipidmediatoren,
proinflammatorische Zytokine).

Im Gegensatz zur unspezifischen Immunantwort durch das angeborene System verflgt das
erworbene oder adaptive Immunsystem (ber eine hohe Spezifitat. Durch das sogenannte
Limmunologische Gedachtnis“ wird die Immunantwort an die Pathogene angepasst und diese
mittels bestimmter Antikérper und Effektor-Zellen gezielt bekampft. Hauptspieler sind hierbei
jeweils B-Lymphozyten (humorale Immunitat) und T-Lymphozyten (zelluldre Immunitat).
Beide entstehen aus pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks. B-Zellen durchlaufen
ihre weitere Entwicklung bei Sdugetieren ebenfalls im Knochenmark und sind dann vor allem
in Milz und Lymphknoten zu finden. Im zirkulierenden Blut sind sie nur zu ca. 15 % vertreten.
Bei Antigenkontakt findet eine weitere Differenzierung zu Antikdrper-produzierenden
Plasmazellen bzw. B-Gedachtniszellen statt. Antikdrper (Ak) bzw. Immunglobuline (Ig) sind
in der Lage, gelostes und zellgebundenes Antigen in seiner urspriinglichen Konformation zu
binden und zu neutralisieren. Beim Pferd sind bis heute flnf Antikdrper-Klassen bekannt,
welche nach dem ,/mmunoglobulin and Fc-Receptor Workshop® auf dem ,6th International
Veterinary Immunology Symposium®in Uppsala, Schweden (2001) einer neuen Nomenklatur
folgen. Danach wird beim Pferd zwischen Genen, die fir IgA, IgE, IgG (Subklassen 1-7), IgM
und IgD kodieren, unterschieden. Jedoch erfolgte eine direkte Bestimmung der Antikdrper
aus Serum oder weiteren Korperflissigkeiten bisher nur fir die Isotypen IgM, IgG1, IgG3,
lgG4, IgG5, IgGo6, IgE und IgA (WAGNER B., 2006). Anders als bei B-Lymphozyten reifen T-
Zellen im Thymus. Hier erfolgt eine strenge Selektion, wobei weniger als 3 % unreifer
Thymozyten den Entwicklungsprozess uberstehen. T-Lymphozyten besitzen zur Erkennung
von Antigenen einen Rezeptor-Komplex, der sich aus dem T-Zell-Rezeptor (TCR) und dem
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Co-Rezeptor CD3 zusammensetzt. Die Abkirzung ,CD* steht fur ,cluster of differentiation*
und wird in der Immunologie angewandt, um bestimmte Oberflachenmolekiile zu definieren,
welche als Rezeptoren bzw. Liganden fungieren. Unter den T-Zell-Rezeptoren wird zwischen
o/B- und y/3-Heterodimeren differenziert. Wie beim Menschen finden sich auch beim Pferd
nur wenige Rezeptoren des ¢/5-Subtyps und diese kommen vor allem auf
Schleimhautoberflachen vor (HOROHOQOV, 2015). T-Lymphozyten werden au3erdem anhand
der Expression weiterer Oberflachenmolekile in zytotoxische Effektor-Zellen (CD8+) und
regulatorische T-Helferzellen (CD4+) unterteilt. Erstere sind in der Lage, die Apoptose
infizierter Zellen zu induzieren, wahrend T-Helferzellen (Th) durch die Produktion bestimmter
Zytokine die Immunantwort steuern. Der grofte Unterschied zwischen B- und T-Zellen
besteht darin, dass Letztere nur ,verarbeitete” Antigene in Verbindung mit korpereigenen
Molekilkomplexen, sogenannten ,major histocompatibility complexes* (MHC), erkennen
konnen. Beim Pferd wird der MHC auch ELA (equine lymphocyte antigen) genannt und hat in
Aufbau und Funktion groRe Ahnlichkeit mit dem humanen Komplex (HOROHOV, 2015).

2.1.2 Immunregulation

2.1.2.1 Differenzierung der T-Helferzellen (CD4+)

Nach dem ersten Antigen-Kontakt mittels MHC-II-Prasentation erfolgt eine Differenzierung
naiver T-Helferzellen in verschiedene Subklassen, welche die Art der Immunantwort an die
vorkommenden Pathogene anpassen. Dieser Prozess wird durch das Vorhandensein
bestimmter Zytokine bzw. Wachstumsfaktoren stark beeinflusst. Des Weiteren spielen einige
Transkriptionsfaktoren (u. a. STAT-Proteine, signaling transducer and activator of
trancription) eine entscheidende Rolle (KOLLS, 2013). Im Folgenden sind die einzelnen
Untergruppen ausdifferenzierter CD4+-Effektorzellen und deren Entwicklungsmechanismen
zusammengefasst.

2.1.2.1.1 Th1/Th2-Modell

Die ersten Hinweise fir eine Differenzierung von T-Helferzellen ergaben sich aus den
Untersuchungen von MOSMANN und COFFMAN (1986) an CD4-T-Zell-Klonen von Mausen,
welche in zwei unterschiedliche Populationen unterteilt wurden (Th1 und Th2). Diese
Klassifizierung erfolgte anhand von sezernierten Zytokinen und der Expression bestimmter
Oberflachenmolekile. Somit produzierten Th1-Zellen in erster Linie IFN-y, IL-2 und
Lymphotoxin. Im Gegensatz dazu sezernierten Th2-Zellen IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 und IL-
13. Ahnliche Zytokinmuster wurden auch bei polarisierten Th1- und Th2-Zellen des
Menschen beobachtet, allerdings war hier die Freisetzung bestimmter Interleukine (-2, -6, -
10 und -13) nicht so streng an eine einzige Unterklasse gebunden (MOSMANN und SAD,
1996). Die Transkriptionsfaktoren, die die Differenzierung der zwei Th-Untergruppen steuern,
sind ebenfalls unterschiedlich: GATA3 bzw. STATG6 fur Th2 und Tbet bzw. STAT 4 fir Th1
(KOLLS, 2013). Funktionell gesehen bewirkt der Th1-Subtyp eine zellvermittelte
Immunantwort, wahrend Th2-Zellen die Antikdrperbildung (v.a. IgE) steigern und oft in
Verbindung mit allergischen Geschehen stehen (MOSMANN und SAD, 1996).
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Auch beim Pferd konnte eine Polarisierung der Helferzellen in Th1- und Th2-Lymphozyten
nachgewiesen werden (AGGARWAL und HOLMES, 1999; GILGER et al., 1999). Die
Beteiligung von Th-1- bzw. Th-2-mediierten Prozessen an der Entstehung verschiedener
Pferdekrankheiten wie z. B. der equinen rezidivierenden Uveitis (ERU), der chronisch
obstruktiven Bronchitis (COB) und der chronischen Form der Culicoides-Hypersensitivitat
(Sommerekzem) ist bereits bekannt (LUNN und HOROHOV, 2004b) und wird weiterhin
untersucht.

2.1.2.1.2 Requlatorische T-Zellen (Treq)

Regulatorische T-Lymphozyten haben die Funktion, erworbene und adaptive
Immunreaktionen des Organismus zu modulieren. Sie kénnen die exzessive Vermehrung
von T-Zellen verhindern (daher auch der Name ,Suppressor-T-Zellen“) und regulieren
sowohl Th1- als auch Th-2-gesteuerte Immunantworten (HAWRYLOWICZ und O'GARRA,
2005). Naturliche regulatorische T-Lymphozyten (nTreg) entstehen im Thymus und machen
etwa 5-10 % aller CD4+-Zellen bei Maus und Mensch aus. Diese sind durch eine hohe
Expression des Oberflachenmolekiils CD25 (a-Kette des IL-2-Rezeptors) charakterisiert,
deshalb werden sie auch als CD4+CD25+-Zellen bezeichnet. Allerdings ist dieser Rezeptor
nicht spezifisch, da er auch von anderen aktivierten T-Helferzellen exprimiert wird. In der
Peripherie sind solche Zellen ebenfalls zu finden und werden als ,induzierte regulatorische
T-Zellen* (iTreg) definiert (HAWRYLOWICZ und O’GARRA, 2005). Die Differenzierung
naiver T-Zellen in nTreg wird durch den Transkriptionsfaktor FOXP3 gesteuert. Anhand der
sezernierten Mediatoren konnten murine und humane Treg in verschiedene Gruppen
unterteilt werden (HAWRYLOWICZ und O’GARRA, 2005):

— IL-10 produzierende regulatorische CD4+-Zellen

— IL-10, IFN-y und IL-5 produzierende regulatorische CD4+-Zellen (auch als Treg1 bzw.
regulatorische T1-Zellen bekannt)

— TNF-B produzierende regulatorische CD4+-Zellen (regulatorische Th3-Zellen)

Diese Unterklassen unterscheiden sich alle von der urspringlichen Form der natirlichen
regulatorischen T-Zellen (HAWRYLOWICZ und O'GARRA, 2005).
Beim adulten Pferd wurden bisher zwei Treg-Unterklassen identifiziert:

— Treg1-ahnliche CD4+-Zellen, welche ebenfalls durch die Bildung von IL-10 und IFN-y
charakterisiert sind (WAGNER B. et al., 2008).

— FOXP3-exprimierende CD4+-Zellen, welche unter peripheren mononuklearen Zellen
des Blutes und in den Cup-Zellen des Endometriums gefunden wurden (DE MESTRE
et al., 2010).
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2.1.2.1.3 Th17-Zellen

Die kurzlich entdeckte Th17-Klasse, welche eine eigenstandige und unabhangige
Abstammung von den anderen Th-Gruppen zeigt, ist durch die Bildung von IL-17 (oder IL-
17A), IL-17F, IL-21, IL-22 und beim Menschen zusatzlich IL-26 charakterisiert. Th-17-
Lymphozyten entwickeln sich unter dem Einfluss der Transkriptionsfaktoren RORy, RORa
und STAT3. Eine solche Differenzierung kann durch die Mediatoren IL-6 und TGF-§
stimuliert werden (KOLLS, 2013). Die vor allem an Mausmodellen durchgefuhrten
Forschungen zeigen eine deutliche proinflammatorische Rolle der Th-17-Zellen. Durch das
Leitzytokin IL-17 wird die Bildung proinflammatorischer Mediatoren (IL-1p, IL-6 und TNF-a)
und die Induktion einiger Chemokine (u. a. IL-8) stimuliert. Die Neutrophilen-Rekrutierung
stellt ebenfalls eine wichtige Folge der Th-17-mediierten Entziindung dar (SCHMIDT-
WEBER et al., 2007).

Beim Pferd wurde das Interleukin-17 ebenfalls charakterisiert und seine Rolle bei der
Entstehung verschiedener Erkrankungen diskutiert (MENSIKOVA et al., 2013).

2.1.2.1.4 Follikulare T-Helferzellen (Tfh)

Eine weitere Untergruppe wird von den follikularen T-Helferzellen gebildet. Diese sind in
sogenannten Keimzentren sekundarer Lymphgewebe lokalisiert. Hier steuern sie vor allem
die Aktivierung von B-Zellen und regulieren das Wechseln verschiedener Immunglobulin-
Isotypen (,switching®). Somit spielen sie fir die Entwicklung und Aufrechterhaltung des
immunologischen Gedachtnisses eine zentrale Rolle. Ob und wie genau diese Zellen mit
weiteren Th-Untergruppen in Verbindung stehen, ist noch nicht vollstandig geklart (ZHU et
al., 2010).

2.1.2.1.5 Weitere Th-Subklassen

In letzter Zeit wurde beim Menschen das Vorhandensein zweier weiterer Th-Untergruppen
postuliert: Th9- und Th22-Zellen mit den jeweiligen Leitzytokinen IL-9 und IL-22. Das
Interleukin-9, welches auch von Th2-Zellen produziert wird, spielt eine entscheidende Rolle
in der Pathogenese von humanem Asthma. Das Interleukin-22 wird auch von Th17-Zellen
und bestimmten hautspezifischen NK-Zellen sezerniert. Eine Beteiligung von IL-22 an der
Entstehung von Hauterkrankungen wird diskutiert (ZHU et al., 2010).

2.1.2.2 Die Th1/Th2/Th17/Treg - Balance

Um eine adaquate Immunantwort auszubilden, missen die verschiedenen T-Helferzellen in
einer Art Gleichgewicht zusammenarbeiten (sogenannte ,Immunbalance®). Wenn dieses
Gleichgewicht gestort ist, kommt es zu krankhaften Geschehen wie Allergien oder
autoimmune Reaktionen des Organismus. Auch flr physiologische Prozesse wie Wachstum
und Schwangerschaft spielt die Erhaltung dieses Th-Gleichgewichtes eine entscheidende
Rolle (MOSMANN und SAD, 1996). Die komplexe Kreuzregulierung zwischen den Th-
Subtypen ist fir die Erhaltung der Balance essenziell und erfolgt mittels verschiedener
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Mechanismen. Einerseits wird schon auf transkriptioneller Ebene durch die gegenseitige
Suppression verschiedener Faktoren entschieden, welche Zelllinie sich aus den naiven T-
Lymphozyten entwickeln soll. Des Weiteren erfolgt die Steuerung der Th-Polarisierung Uber
sogenannte ,positive-Feedback-Mechanismen®. Eine vereinfachte Darstellung dieser
komplexen Regulation stellt Abbildung 1 dar. Demnach sind IL-6 (Th17), IL-4 (Th2) und TGF-
B bzw. IL-10 (Treg) in der Lage, eine Polarisierung auf den jeweiligen Th-Phenotyp zu
favorisieren. IFN-y kann die Bildung von Th1-Zellen direkt Uber die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Tbet und indirekt tber die Anregung IL-12-produzierender dendritischer
Zellen beeinflussen. TGF-B, essenzieller Wachstumsfaktor fur die Bildung von Th17- und
Treg-Zellen, inhibiert gleichzeitig die Transkriptionsfaktoren Tbet (Th1) und GATA-3 (Th2). T-
Helferzellen interagieren im Rahmen der Immunantwort nicht nur untereinander bzw. mit
anderen lymphoiden Zellen, sondern haben auch Einfluss auf Gewebezellen und leiten diese
in der Ausbildung der Immunreaktion an. Dadurch erfolgt eine Steuerung auch auf lokaler
Ebene und die Immunreaktion kann an die Bedirfnisse der betroffenen Organe besser
angepasst werden (SCHMIDT-WEBER et al., 2007).
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Abb. 1: Positive Feedback-Mechanismen im Rahmen der Th-Zell-Polarisierung, modifiziert
nach SCHMIDT-WEBER (2007).
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2.1.2.3 Zytokine

Zytokine sind Proteine (< 80 kDa Masse), welche von verschiedenen Zellen produziert
werden und der Zell-Zell-Interaktion dienen. Sie kdnnen sowohl auf die sezernierende Zelle
(autokrin) als auch auf andere Zellen (parakrin bzw. endokrin) wirken. Die Freisetzung
verschiedener Zytokine erfolgt meist gleichzeitig, sodass fir unterschiedliche Erkrankungen
auch unterschiedliche  Zytokin-Muster  gebildet  werden. Im Kontext  von
Atemwegserkrankungen konnen Zytokine anhand ihrer Funktion folgend klassifiziert werden
(CHUNG, 2001):

— proinflammatorische Zytokine
— T-Zell-assoziierte Zytokine

— Chemokine

— Wachstumsfaktoren

— anti-inflammatorische Zytokine

Aktivierte T-Zellen konnen, wie oben bereits beschrieben, verschiedene Interleukine
freisetzten (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13), welche die Art der Immunantwort bestimmen (z. B.
Th1- oder Th2-Typ). Eine weitere Zytokin-Klasse besteht aus Chemokinen, welche
Leukozyten in bestimmte Gewebe locken. Wichtigster Vertreter dieser Gruppe ist das
Interleukin-8 (IL-8). Wachstumsfaktoren wie z. B. TGF-$ steuern die Proliferation, die
Differenzierung und das Uberleben verschiedener Zellen. AuRerdem spielen sie in
Remodeling-Prozessen der Atemwege eine wichtige Rolle. Anti-inflammatorische Zytokine
wie Interleukin-10 haben die Aufgabe, entziindliche Prozesse zu regulieren bzw. zu beenden
(CHUNG, 2001). Proinflammatorische Zytokine sind die ersten Mediatoren, die zu Beginn
einer entziindlichen Reaktion induziert werden. Sie werden von verschiedenen Zellen, in
erster Linie jedoch von Monozyten und Makrophagen, freigesetzt und modulieren
verschiedene immunologische Prozesse. Wenn sie allerdings Ubermafig ausgeschuttet
werden, kénnen sie krankhafte Geschehen verschlimmern (MURTAUGH et al., 1996). Im
folgenden Abschnitt wird der Schwerpunkt auf die in dieser Studie bestimmten
proinflammatorischen Zytokine IL-1B, IL-6 und IL-17 und deren Effekte gelegt. Die
Mitbeteiligung dieser Mediatoren an der Entstehung bestimmter Lungenkrankheiten des
Pferdes wird in den Abschnitten Uber die jeweiligen Krankheitsbilder naher beschrieben
(siehe Paragraph 2.2).

2.1.2.3.1 Interleukin-183

Das 17 kDa schwere Glykoprotein ,Interleukin-1B“ ist das am besten erforschte Zytokin aus
der IL-1-Familie. Zu dieser Gruppe gehort aullerdem das Interleukin-1o, welches nur etwa
23 % strukturelle Homologie zum 1B-Typ besitzt. Beide Interleukine entfalten ihre
biologischen Wirkungen uber denselben Rezeptor (IL-Rezeptor Typ |) und ein Rezeptor-
Antagonist (IL-1Ra) ist ebenfalls bekannt (DINARELLO, 1997; KRAUSE et al., 2012). Das
equine Zytokin zeigt beziglich der Aminosaurensequenz eine relativ hohe Homologie sowonhl
zu humanem (66,7 %) als auch zu murinem (61,8 %) IL-1B (KATO et al., 1995). Dieses
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Interleukin wird von verschiedenen Zellen gebildet. Hauptproduzenten sind Blut-Monozyten,
Gewebe-Makrophagen und dendritische Zellen, wobei auch die Freisetzung durch B-
Lymphozyten, natlrliche Killerzellen und nicht-lymphoide Zellen bekannt ist. Die Aktivierung
IL-1-B-sezernierender Zellen erfolgt Uber Toll-like-Rezeptoren (TLR), welche die
Transkription von pro-IL-1-B Uber den nuclear-factor-k-B  (NF-xB) hochregulieren.
Anschlielfend wird pro-IL-13 Uber das Enzym ,Caspase-1“ in die reife Form Uberfihrt. Die
Caspase-1-Aktivierung erfolgt mittels sogenannter ,Inflammasome®. Diese sind zytosolische
Multiprotein-Komplexe, welche Pathogene bzw. bestimmte Gefahren-Signale detektieren
und anschlieend die IL-1B-Bildung Uber die Caspase-1 stimulieren konnen. Das bis heute
am besten charakterisierte Inflammasom ist das NLR-Protein 3 (NLRP3) (KRAUSE et al.,
2012). Das Interleukin-1-f ist ein essenzieller Mediator im Rahmen der akuten Entziindung
und unterstitzt den Korper in der Abwehr pathogener Organismen. Allerdings ist es auch an
der Entstehung autoimmuner und allergischer Geschehen beteiligt. Unter den wichtigsten
immunologischen Funktionen ist die Aktivierung von T- und B-Zellen zu nennen. IL-1( fordert
die Expression von IL-2-Rezeptoren auf T-Lymphozyten und stimuliert die Antikdrperbildung
durch B-Lymphozyten und deren Proliferation. Die Th-17-Zell-Differenzierung wird ebenfalls
favorisiert (KRAUSE et al., 2012). Des Weiteren stimuliert das Interleukin-1p die Freisetzung
anderer Zytokine wie IL-6 und IL-8 und besitzt dadurch indirekt eine chemotaktische
Wirkung. Endothelzellen exprimieren unter Einfluss von IL-13 vermehrt Adhasionsmolekule.
Aulerdem ist beschrieben, dass Interleukin-1-f die Bildung von Fibroblasten und die
Fibronektin- und Kollagen-Synthese steigert (CHUNG, 2001). Die Mitbeteiligung von IL-1 an
der Entstehung von Arthritiden durch Férderung knorpelzerstérender Prozesse ist ebenfalls
bekannt (MURTAUGH et al.,, 1996). Die physiologischen bzw. pathologischen Effekte von
Interleukin-1 werden durch die Balance zwischen dem Interleukin selbst und seinem
Antagonisten (IL-1Ra) bestimmt. Dieses Gleichgewicht ist bei der Entstehung von
verschiedenen IL-1-mediierten Krankheiten (u.a. Asthma) gestort. Somit stellt die
Verabreichung von IL-1-Ra eine therapeutische Mdglichkeit dar, die sowohl anhand von
Tiermodellen als auch direkt an Menschen weitergehend untersucht wird (AREND, 2002).

2.1.2.3.2 Interleukin-6

Das circa 21 kDa schwere Glykoprotein ,Interleukin-6“ wurde beim Pferd ebenfalls
charakterisiert und zeigt in seinem Aufbau groRe Ahnlichkeiten zum humanen (77,6 %)
sowie zum murinen (64 %) Zytokin (SWIDERSKI et al., 2000). Es wird in erster Linie von
Zellen des angeborenen Immunsystems produziert (v. a. Makrophagen). Des Weiteren wird
IL-6 von B-Zellen, einigen T-Helferzellen und verschiedenen nicht-lymphoiden-Zellen (z. B.
Endothel- und  Epithelzellen, Fibroblasten und  Astrozyten) vornehmlich in
Zellstresssituationen oder unter dem Einfluss anderer Zytokine (u. a. IL-1B) sezerniert. Das
Interleukin-6 entfaltet seine Wirkungen Uber den gleichnamigen Rezeptor (IL-6R), welcher
auf Leukozyten und Hepatozyten exprimiert wird. Um die Signaltransduktion einzuleiten,
muss der |L-6-Rezeptor-Komplex zunachst an das Protein gp130 binden. Durch diese
Assoziation wird dann eine Signaltransduktionskaskade eingeleitet, welche mit der
Aktivierung des Haupttranskriptionsfaktors STAT-3 endet. Da nicht alle Zellen einen IL-6-
Rezeptor besitzen, wurde aulRerdem ein alternativer Weg (frans-signaling pathway) zur
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Aktivierung IL-6-sezernierender Zellen entdeckt. Durch mRNA Splicing oder durch direkte
Spaltung membrangebundener |IL-6-Rezeptoren mittels Metalloproteinasen, entstehen
I6sliche IL-6-Rezeptoren (sIL6-R). Das Interleukin bindet also an sIL-6R und dieser Komplex
kann ebenfalls die Transduktion Uber gp130 aktivieren. Eine der Hauptaufgaben von
Interleukin-6 ist die Steuerung der Differenzierung von T-Helferzellen. Die Th2-Antwort wird
mittels Steigerung der IL-4-Freisezung favorisiert und gleichzeitig wird eine Th1-Antwort
unterdrickt. Des Weiteren fordert IL-6 in Zusammenarbeit mit TGF- den Th-17-Subtyp.
Interleukin-6 unterstitzt auRerdem die humorale Immunreaktion, in dem es die Entstehung
von Plasmazellen stimuliet (RINCON und IRVIN, 2012). Als wichtigstes
proinflammatorisches Zytokin fur die Entstehung der Akuten-Phase-Reaktion regt IL-6 die
Freisetzung der Akute-Phase-Proteine aus der Leber an. Gleichzeitig wird die Produktion
von Albumin und Transferrin vermindert. Interleukin-6 hat auch eine modulierende Wirkung
auf die entzundliche Reaktion, da es zur Downregulation proinflammatorischer Zytokine wie
IL-18 und TNF-a befahigt ist (MURTAUGH et al., 1996). Abschlieliend spielt Interleukin-6
auch bei der Entstehung verschiedener Krankheiten eine wichtige Rolle. Beim Menschen ist
die aktive Beteiligung von IL-6 an der Pathogenese von Lungenkrankheiten wie Asthma und
COPD bereits bekannt (RINCON und IRVIN, 2012).

2.1.2.3.3 Interleukin-17

Interleukin-17, auch als IL-17A bekannt, gilt als Prototyp-Mitglied der IL-17-Familie. Dieses
homodimerische Glykoprotein besteht beim Menschen aus 155 Aminosauren und hat ein
Gewicht von etwa 35 kDa. GroRte strukturelle sowie funktionelle Ahnlichkeit zeigt IL-17A mit
dem verwandten IL-17F, und das Vorkommen eines IL-17A-IL17-F Heterodimers mit
proinflammatorischer Wirkung wurde sowohl im humanen als auch im murinen Modell
bewiesen (IVANOV und LINDEN, 2008). Beim Pferd wurde IL-17 ebenfalls charakterisiert
und dabei wurde eine Homologie zwischen equiner und humaner Aminosaurensequenz von
ca. 76 % festgestellt (TOMPKINS et al., 2010). Neben Th17-Zellen kbénnen auch einige y3-T-
Zellen sowie CD8+-Zellen und natirliche Killerzellen das Interleukin sezernieren. Die
mogliche Freisetzung von IL-17 mRNA durch Paneth-Zellen des Darmes, Monozyten und
Granulozyten wird vermutet. Ein Rezeptor fur Interleukin-17 (IL-17R) konnte in vielen
Korperzellen nachgewiesen werden, und Uber diesen koénnen verschiedene
Signaltransduktionswege aktiviert werden (Jak/STAT oder MAPK) (MENSIKOVA et al.,
2013). Das Interleukin-17 hat mehrere Funktionen, welche allgemein zu einer Steigerung der
Entzindungsreaktion fuhren. In verschiedenen Koérperzellen (Fibroblasten, endotheliale und
epitheliale Zellen) foérdert IL-17 die Freisetzung von Chemokinen (u.a. IL-8),
Wachstumsfaktoren (G-CSF und GM-CSF) und anderen proinflammatorischen Zytokinen (IL-
6 und IL-1 sowie TNF-a aus Makrophagen). Des Weiteren promotet IL-17 die Bildung von
Matrix-Metalloproteinasen (u. a. MMP-3 und -9) und antimikrobiellen Peptiden (SHABGAH et
al., 2014) und unterstltzt zusammen mit IL-6 die Freisetzung bestimmter Muzine (MUC5AC,
MUCS5B) aus Epithelzellen des humanen Respirationstraktes. Durch all diese Effekte wird die
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten zum Entzindungsort aktiviert, was zur weiteren
Amplifizierung der Entziindungsreaktion flhrt (IVANOV und LINDEN, 2008). In den letzten
Jahren ist das Interesse fur die Rolle von IL-17 in der Entstehung verschiedener Krankheiten
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sowohl beim Tier als auch beim Mensch stetig gewachsen. In der Humanmedizin wird IL-17
mit vielen autoimmunen bzw. entzindlichen Prozessen (z. B. rheumatoide Arthritis, Multiple
Sklerose, chronische entzindliche Darmerkrankungen) und mit  bestimmten
Lungenkrankheiten (Asthma, COPD) assoziiert (LINDEN et al., 2005; COSMI et al., 2011;
SHABGAH et al.,, 2014). Beim Pferd wird vor allem die Beteiligung von IL-17 an der
Pathogenese verschiedener Atemwegserkrankungen (IAD, COB, Rhodokokkose) diskutiert
(MENSIKOVA et al., 2013).

2.2 Chronische Lungenkrankheiten bei Pferd und Mensch

In diesem Abschnitt werden die bei den Patienten dieser Studie diagnostizierten
Erkrankungen der tiefen Atemwege beschrieben. Entsprechende Krankheitsbilder des
Menschen sind ebenfalls kurz aufgefuhrt.

2.2.1 Chronisch obstruktive Bronchitis (COB) des Pferdes

2.2.1.1 Aligemeine Aspekte und Definitionen

In gemaRigten Klimazonen ist die chronisch obstruktive Bronchitis (COB) die am haufigsten
vorkommende, nicht infektidse Atemwegserkrankung des Pferdes (FEY, 2006b) sowie die
verbreiteteste Ursache fur chronischen Husten und Leistungsminderung bei dieser Tierart
(PIRIE, 2014b). In Grofibritannien wurde fur COB eine Pravalenz von 14 % geschatzt
(HOTCHKISS et al., 2007). Des Weiteren fanden einige Autoren heraus, dass das steigende
Alter, die Haltungsform (Stallhaltung bzw. stadtische Gebiete), die Saison (Winter und
Frihjahr) und vorausgegangene Infektionen der Atemwege sowie eine friihe Exposition mit
Heu oder Stroh wichtige Risikofaktoren fiir diese Erkrankung darstellen (COUETIL und
WARD, 2003; HOTCHKISS et al., 2007). In der englischen Literatur wird dieses
Krankheitsbild als recurrent airway obstruction (RAQ) (rezidivierende Atemwegsobstruktion)
oder heaves (Dampfigkeit) bezeichnet. Darunter versteht man eine bei adulten Pferden
wiederkehrende und durch die Inhalation organischer Staube verursachte Obstruktion der
Atemwege. Akute Zustande mit starker Auspragung der Symptomatik werden dabei als
,Exazerbation* bezeichnet. Sobald die auslosenden Faktoren eliminiert werden
(Haltungsoptimierung) oder Bronchodilatatoren verabreicht werden, gehen die klinischen
Symptome meistens zurick. Entzindung und Obstruktion kdnnen in geringem Ausmafl}
bestehen bleiben (sogenannte ,Remission‘) (ROBINSON, 2001). Der urspringliche
Terminus ,COPD“ wurde im Jahre 2000 in Folge eines internationalen Workshops
abgeschafft. Die in der Humanmedizin als chronic obstructive pulmonary disease benannte
Krankheit ist im Vergleich zur RAO ein nahezu irreversibler Prozess, welcher auch bezlglich
seiner Entstehung deutliche Unterschiede zur equinen Krankheit zeigt (ROBINSON, 2001).
Die RAO muss aulRerdem von weiteren entziindlichen Prozessen der Atemwege des Pferdes
abgegrenzt werden, wie zum Beispiel der IAD (inflammatory airway disease) und der SP-
RAO (summer pasture-associated recurrent airway obstruction). Erstere stellt eine mildere
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Form der Atemwegsentzindung dar und kann auch bei jungeren Pferden auftreten (siehe
dazu Paragraph 2.2.2). Die SP-RAO ist klinisch nicht von der klassischen Form zu
unterscheiden, allerdings tritt diese Erkrankung vornehmlich wahrend des sommerlichen
Weideaufenthaltes auf. Durch staubarme Aufstallung ist eine Besserung bis sogar zum
Verschwinden der klinischen Symptomatik mdglich. Der Hauptunterschied zur klassischen
Form scheint die Inhalation verschiedener Substanzen zu sein: Schimmelpilze und
Staubpartikel bei RAO bzw. bestimmte Gras-Pollenkérner bei SP-RAO. Die genaue Atiologie
der SP-RAO ist allerdings noch nicht geklart und ein saisonales Auftreten beider Formen bei
denselben Pferden wurde ebenfalls beschrieben (PIRIE, 2014b). In dieser Studie soll
weiterhin der deutsche Begriff ,chronisch obstruktive Bronchitis“ eingesetzt werden. Dieser
ist zwar umfassender als der englische Terminus ,RAQ da er auch subklinische Verlaufe
(ohne Exazerbation) mit einschliet, allerdings Uberschneiden sich die mit den zwei
Bezeichnungen verbundenen Krankheitsbilder im Wesentlichen (FEY, 2006b).

2.2.1.2 Atiologie und Erblichkeit der COB

Die COB des Pferdes stellt ein multifaktorielles Geschehen dar, welches von
umweltassoziierten und genetischen Faktoren abhangt (ROBINSON, 2001). Stallhaltung und
vermehrte Exposition zu staubreichem Heu und Stroh fiihren zu einer Uberreaktion und
daraus folgt eine Entzindung der Atemwege. Heuballen mit hohem Feuchtigkeitsgehalt
bilden ein optimales Milieu fiir die Entwicklung von Schimmelpilzen (Aspergillus fumigatus)
und bestimmten Bakterien (Faenia rectivirgula, Thermoactinomyces vulgaris). Des Weiteren
stellen Milben, inorganische Stdube und toxische Gase (z. B. Ammoniak in schlecht
ventilierten Stallen) potenzielle proinflammatorische Agenzien dar (PIRIE, 2014b). Die
Luftverschmutzung in Stadtgebieten wird ebenfalls als favorisierender Faktor fur die
Entstehung von COB diskutiert (HOTCHKISS et al., 2007). Diese Uberreaktion der Pferde
scheint genetische Grundlagen zu haben, da familiare Haufungen bereits beschrieben
wurden (MARTI et al.,, 1991; RAMSEYER et al., 2007). Ein polygenetischer autosomaler
Erbgang wird vermutet (MARTI et al., 2008).

2.2.1.3 Immunologische Mechanismen der Entziindung bei COB

Trotz der Durchfuhrung vieler Studien sind die genauen immunologischen Vorgange der
COB aufgrund ihrer Komplexitat bis heute nicht vollstandig geklart (MORAN und FOLCH,
2011). Im Folgenden werden nur ausgewahlte Aspekte dieses weiten Gebietes vorgestellt.

2.2.1.3.1 Allergische Reaktion

Die infolge inhalierter Noxen entstehende Hyperreagibilitdt der Atemwege spricht fur eine
allergische Komponente der Entzindung. Studien zu IgE und somit einer Typ-I-
Uberempfindlichkeitsreaktion, wie es bei humanem Asthma der Fall ist, wurden bei an
chronischer Bronchitis erkrankten Pferden durchgeflhrt. Insgesamt sprechen diese
allerdings eher gegen eine rasche IgE-mediierte Immunreaktion (MARTI, 2009). Wahrend
beim Mensch eine sofortige Bronchokonstriktion eintritt, zeigen Pferde eine verzdgerte
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Auspragung der klinischen Symptome (HOROHOQV et al., 2009). Aulderdem wird die Rolle
von Mastzellen, welche fir die Entstehung klassischer Typ-I-Reaktionen verantwortlich sind,
bei der Entstehung der equinen COB kontrovers diskutiert (PIRIE, 2014b). Nach neuerer
Erkenntnis ist eine verzdgerte Uberempfindlichkeitsreaktion (Typ IV) vornehmlich an der
Entstehung der COB beteiligt (WAGNER B., 2009). Die fir COB typische Akkumulation
neutrophiler Granulozyten im Lungengewebe konnte des Weiteren durch Immunkomplex-
Ablagerungen hervorgerufen werden und somit Ausdruck einer Typ-lll-Immunreaktion sein
(MORAN und FOLCH, 2011).

2.2.1.3.2 Proinflammatorische Mediatoren und T-Zell-Reaktion

Zur Beteiligung verschiedener Mediatoren (proinflammatorisch, T-Zell-assoziiert,
chemotaktisch) an der Entstehung der COB des Pferdes wurden bereits zahlreiche Studien
durchgeflhrt, welche zum Teil widersprechende und verwirrende Ergebnisse zeigen (Tabelle
1). Die meisten Untersuchungen erfolgten an kleinen Patientenkollektiven, in denen COB-
anfallige Pferde mit gesunden Kontrolltieren verglichen wurden. Eine Beprobung der
Patienten fand dabei sowohl im Stadium der Remission (asymptomatische Phase unter
optimierter Haltung) als auch nach natirlichem challenge (Exazerbation der Symptomatik
nach Aufstallung bzw. Stimulierung mit schimmeligem Heu) statt. In einigen Fallen wurden
aullerdem bestimmte Zellarten aus dem Probenmaterial isoliert und zusatzlich ex vivo bzw.
in vitro mittels verschiedener Agenzien stimuliert (AINSWORTH et al., 2006; LAAN et al.,
2006a; AINSWORTH et al.,, 2007; LAVOIE-LAMOUREUX et al.,, 2012a). Die kleinen
Stichproben, die Variabilitdt bezlglich des angewandten Probenmaterials und der
Analysemethoden sowie die genauen Zeitpunkte der Probenentnahme (im Voraus
festgestellt oder nach Eintritt der klinischen Symptomatik) stellen laut PIRIE (2014a)
mogliche Ursachen fir die widerspruchlichen Ergebnisse dar.

Bei der Untersuchung des proinflammatorischen Interleukins-1f in der BALF konnten
verschiedene Autoren einen Anstieg auf transkriptioneller Ebene wahrend der Exazerbation
beweisen (GIGUERE et al., 2002; PIETRA et al., 2007; PADOAN et al., 2013). SARLI und
Kollegen (2011) konnten auf’erdem mittels Western blot das Interleukin in BALF auf direktem
Wege nachweisen und fanden eine Steigerung der Proteinwerte wahrend der gesamten
Challenge-Periode (12 Tage). Diese korrelierten des Weiteren mit der Anzahl neutrophiler
Granulozyten aus den bronchoalveolaren Spulungen. LAAN et al. (2006a) demonstrierten,
dass die Alveolarmakrophagen COB-anfalliger Pferde sechs bzw. 24 Stunden, nachdem die
Tiere der Inhalation bestimmter Antigene ausgesetzt wurden, signifikant erhdhte Mengen an
IL-18 exprimierten. In weiteren Studien zeigten die aus den Atemwegen der Patienten
isolierten mononukledren Zellen nach 14- bzw. eintdgigem challenge keine signifikanten
Unterschiede in der IL-1B-Expression. Nach zusatzlicher In-vitro-Stimulierung der Zellen mit
bestimmten Antigenen wurde zwar ein Anstieg detektiert, allerdings war dieser in ahnlichem
Ausmald auch bei gesunden Kontrollpferden vorhanden (AINSWORTH et al., 2007; REYNER
et al.,, 2009). JOUBERT et al. (2011) fuhrten Uber zwei Jahre eine Studie durch und
beprobten dabei sechs Tiere pro Sommer, jeweils 24 Stunden und neun Tage nach
challenge-Beginn. AnschlieRend wurden Makrophagen aus den gesammelten BALF-Proben
isoliert und auf IL-1B8-mRNA untersucht: Signifikante Gruppenunterschiede konnten zu
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keinem Zeitpunkt nachgewiesen werden. Ein positiver Zusammenhang zwischen dem
Interleukin und den neutrophilen Granulozyten aus der zytologischen BALF-Untersuchung
wurde festgestellt, allerdings zu verschiedenen Zeitpunkten im Laufe der zwei Versuche. Die
Arbeitsgruppe von PADOAN (2013) konnte eine Erhdhung der IL-13-mRNA nur in der BALF
von Patienten mit COB in Exazerbation im Vergleich zu gesunden Kontrollpferden
nachweisen, wahrend in Bronchialepithel-Biopsien derselben Pferde keine Unterschiede im
Zytokinmuster entdeckt wurden. Untersuchungen zur systemischen Auspragung von IL-1f3
bei COB wurden ebenfalls durchgefihrt. In einer Studie zeigten aus dem Blut COB-anfalliger
Pferde isolierte Leukozyten nach Ex-vivo-Stimulation mit bakteriellen Produkten eine erhéhte
Transkriptionsrate fir das proinflammatorische Interleukin (LAVOIE-LAMOUREUX et al.,
2012a). Anders fand die Arbeitsgruppe von JOUBERT (2008) bei im Kreislauf zirkulierender
neutrophiler Granulozyten keinerlei Unterschiede in der IL-1B-mRNA-Produktion, weder
zwischen erkrankten und gesunden Pferden noch zwischen COB-Patienten in
Exazerbations- und Remissionsphase.

Auch die Bestimmung von Interleukin-6 war Gegenstand vieler Studien und auch hier
ergaben sich aus den Untersuchungen divergierende Ergebnisse. GIGUERE und Kollegen
(2002) gelang der Nachweis von IL-6-Transkripten in BALF nicht. Wahrend PIETRA und
Kollegen (2007) von einem Anstieg von IL-6-mRNA in der BALF exazerbierter Pferde
berichten (drei Tage nach Challenge-Beginn), konnten PADOAN et al. (2013) weder in der
BALF noch im Bronchialepithel signifikante Unterschiede zwischen gesunden und erkrankten
Patienten nachweisen. Ahnliche Ergebnisse wurden in den Studien von RIIHIMAKI et al.
(2008a, 2008b) erzielt: Eine erhdhte Menge an IL-6-Transkripten (RT-PCR) bzw. an Protein
(Immunohistochemie) wurde weder im Bronchialepithel noch in BALF-Proben detektiert. In
letzteren konnte nur eine Korrelation zwischen der IL-8- und IL-6-mRNA gezeigt werden.
Nach der Inhalation von Heustaublésung durch COB-anfallige und gesunde Pferde, fanden
LAAN und Kollegen (2006a) heraus, dass aus der BALF isolierte Makrophagen eine hdhere
IL-6-Transkriptionsrate aufweisen. Da dies vor allem bei gesunden Probanden der Fall war,
vermuten die Autoren eine vorwiegend anti-entzindliche Funktion des Zytokins im Rahmen
der COB-Entstehung.

Die Rolle des Interleukins-17 in der Pathogenese von COB beim Pferd wurde erstmals durch
die Arbeitsgruppe von DEBRUE (2005) untersucht. Diese waren in der Lage, in den BAL-
Spulproben von COB-empfanglichen Pferden 35 Tage nach Challenge-Beginn erhohte IL-
17-mRNA-Mengen zu messen. Allerdings korrelierten diese nicht mit der in der BALF der
COB-Patienten erhdhten Anzahl neutrophiler Granulozyten. AINSWORTH et al. (2006)
fanden 14 Tage nach Aufstallung eine erhdhte IL-17-Expression in der BALF von COB-
Pferden im Vergleich zu gesunden Pferden. Ein signifikanter Anstieg der IL-17-mRNA-Werte
bei exazerbierten Tieren im Vergleich zur asymptomatischen Phase wurde allerdings erst an
Tag 35 erreicht. Wahrend auch die Arbeitsgruppe von PADOAN (2013) einen steigenden
Trend 15 Tage nach Challenge-Beginn beobachtete, konnten RIIHIMAKI und Kollegen
(2008a) bei friherer Beprobung der Patienten (zwei bis acht Tage nach Beginn der
Exazerbationsphase) keine signifikanten Differenzen im IL-17-mRNA-Gehalt in der BALF
nachweisen. In zwei weiteren Studien wurden jeweils 14 Tage und 24 Stunden nach
Staubexposition pulmonale mononukleare Zellen isoliert und fir diese keine Differenzen
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bezlglich der IL-17-Transkripte zwischen den Gruppen (,gesund®, ,COB in Exazerbation®,
,COB in Remission®“) entdeckt (AINSWORTH et al., 2007; REYNER et al.,, 2009). Eine
allgemeine Erhohung der Zytokinexpression sowohl bei kranken als auch bei gesunden
Pferden wurde nur infolge zusatzlicher In-vitro-Inkubation der Zellen mit bestimmten
Antigenen beobachtet. Dabei wurde ein signifikanter IL-17-mRNA-Anstieg nach 14 Tagen in
vivo challenge und sechs-stundiger [n-vitro-Stimulierung mit Heustaublosung detektiert
(AINSWORTH et al., 2007). AbschlieRend fanden EL ABBAS und Kollegen (2012) in der
bronchoalveolaren Lavage exazerbierter bzw. gesunder Pferde erhdhte Mengen des
Transkriptionsfaktors RORyT, welcher die IL-17-Synthese reguliert. Im Blut derselben
Patienten wurden allerdings nur bei gesunden Individuen sowohl fur den Transkriptionsfaktor
als auch fur das Zytokin erhéhte Expressionsraten gefunden.

Die Entwicklung einer Th1- oder Th2-gewichteten Immunantwort im Rahmen der equinen
COB wurde weitgehend untersucht, in dem die jeweiligen Leitzytokine bzw. deren
Expression in verschiedenen Geweben und Zellen untersucht wurden. Die Arbeitsgruppen
von LAVOIE (2001) und CORDEAU (2004) identifizierten ein klassisches Th2-Profil in der
BALF exazerbierter COB-Pferde, welches durch eine Steigerung der IL-4- und IL-5-
Transkripte und einer Senkung der IFN-y-mRNA charakterisiert war. Im Gegensatz dazu
fanden AINSWORTH et al. (2003) bei Pferden in der Exazerbationsphase keine Erhéhung
der IL-4-Expression, sondern eher einen deutlichen Anstieg der IFN-y-Transkription. Dies
fuhrte sie zum Schluss, dass die COB ein Th1-abhangiger Prozess ist. KLEIBER und
Kollegen (2005) konnten fur keinen der beiden Typen Hinweise finden, wahrend weitere
Arbeitsgruppen aufgrund der variablen Zytokinprofile vermuten, dass der COB des Pferdes
eine gemischte Immunantwort zugrunde liegt (GIGUERE et al., 2002; HOROHOV et al.,
2005; EL ABBAS et al.,, 2012). Laut HOROHOV et al. (2005) ist die akute Phase der
Erkrankung durch eine Th2-Polarisierung charakterisiert, welche sich mit zunehmender
Chronizitat des Geschehens in Richtung einer Th1-versierten Immunantwort verschiebt. In
einer neuerlich durchgefihrten Arbeit konnten EL ABBAS und Kollegen (2012) kein
dominierendes Th-Profil identifizieren. Aufgrund des infolge von Staubexposition
beobachteten Anstiegs von IL-4 und GATA3 bei COB-Pferden sowie des FOXP3 bei
gesunden Kontrollen postulieren die Autoren eine Beteiligung von Th2- und regulatorischen
T-Zellen. Des Weiteren zeigten KLIER et al. (2012), dass bei Inhalation von
immunmodulatorischen DNA-Abschnitten (CpG-Nanopartikel) durch COB-Patienten das
Zytokinmuster zugunsten einer Th1-Antwort verschoben wurde. Dies war mit einer
deutlichen Schwachung der klinischen Symptomatik und mit einer Reduzierung der
Neutrophilie im tracheobronchialen Sekret verbunden. SchlieBlich fanden einige Autoren im
Serum gesunder und erkrankter Pferde, die einem 30-tagigen challenge exponiert wurden,
keine Unterschiede im Zytokinmuster (u. a. IL-4 und IFN-y). Nur die mitbestimmten Akute-
Phase-Proteine Haptoglobin und Serum-Amyloid-A zeichneten sich in diesem Versuch als
geeignete Entziindungsmarker aus (LAVOIE-LAMOUREUX et al., 2012b).

2.2.1.3.3 Aktivierung neutrophiler Granulozyten

Circa drei bis finf Stunden nach Beginn der Staubexposition erfolgt in den Atemwegen ein
Einstrom von neutrophilen Granulozyten. Dieses Geschehen ist durch Vermeidung des
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Antigenkontaktes und Haltungsoptimierung reversibel und wurde unabhangig von der
Entwicklung Kklinischer Symptome auch bei gesunden, nicht-COB-anfalligen Pferden
beobachtet (LECLERE et al., 2011). Makrophagen spielen bei der Granulozytenrekrutierung
eine wichtige Rolle: Durch die Sezernierung von u. a. Interleukin-18 wird eine Induktion des
potenten Chemokins IL-8 bewirkt (FRANCHINI et al., 2000; CHUNG, 2001). Dieses wird
nicht nur von den Makrophagen selbst, sondern auch von weiteren BALF-Zellen und
Bronchialepithelzellen produziert (AINSWORTH et al., 2006). Neuerlich wurden auch T-Zell-
assoziierte Zytokine als anlockende Faktoren vorgeschlagen. Eine erhéhte IL-17-
Transkriptionsrate wurde in der BALF exazerbierter Pferde nachgewiesen. Diese war
allerdings nur nach vorheriger gesteigerter IL-8-Expression nachweisbar (AINSWORTH et
al.,, 2006). Des Weiteren wurde gezeigt, dass das Th2-assoziierte Interleukin 4 Uber
verschiedene Mechanismen ebenfalls eine Rolle in der Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten spielt (PIRIE, 2014b). Ob und wie diese Zellen jedoch nach Ansammlung in
den Atemwegen erkrankter Tiere aktiv zur Lungenschadigung beitragen, ist noch nicht
geklart. Die erhdhte Transkription proinflammatorischer Mediatoren wie IL-1(3, IL-17 und IL-8
in der BALF erkrankter Pferde und die bei der Produktion einiger Zytokine nur schwache
Mitwirkung pulmonaler mononuklearer Zellen deuten auf eine Beteiligung equiner
Granulozyten hin (GIGUERE et al., 2002; AINSWORTH et al., 2007; REYNER et al., 2009).
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Tab. 1: Ergebnisse von Studien zur Beteiligung proinflammatorischer Zytokine an der
Entstehung der COB beim Pferd.

Pferde Ergebnisse
(krank/
Jahr Autoren Methode Proben gesund) LB IL6  IL17
2002  GIGUERE etal. PCR BALF 8 (4/4) N
2005  DEBRUE etal. RT-PCR  BALF 8 (4/4) i i 1
2006a LAAN et al RT-PCR MP 12 (7/5) . ]
: (BALF) 1 !
BALF,
2006  AINSWORTH et al. mTéPCR’ BE, 17 @19) - ; 1
NG (Blut)
2007  AINSWORTH et al. RT-PCR  PMZ 15@7) (1)F - 1
2007 PIETRA etal. RT-PCR  BALF 9 (5/4) 1 1 i
20080  RIHIMAKI et al. mTéPCR’ BE 13(706) - o ]
2008a  RIHIMAKI et al. RPCR AR BE  13(76) - o o
2008  JOUBERT et al. PCR NG (Blut) 13 (9/4) o i i
2009 REYNER etal. RT-PCR  PMZ 1M@es) 1 - ()
2011  JOUBERT et al. PCR BALF 12606) o i i
2011 SARLletal. \F,{VTE;PCR’ BALF 12(814) 1 ; ;
PCR,
2012a  LAVOIE-LAMOUREUX et al. Blut 20(119) 1 i i
ELISA

2012 EL ABBAS et al. PCR oRLh 7 (413) i -
2013 PADOAN et al. RT-PCR  BALF,BE 7 (4/3) ) S

RT-PCR = real time-polymerase chain reaction, IHC = immunhistochemie, WB = Western blot, ELISA
= enzyme-linked immunosorbent assay, BALF = Bronchoalveolare Lavage-Flussigkeit, BE =
Brochialepithel (Bioptate), MP = Makrophagen, NG = Neutrophile Granulozyten, PMZ = Pulmonale
Mononukleare Zellen; n. n. = nicht nachgewiesen (unter Detektionsbereich des Assays), - = in der
Studie nicht untersucht, 1 = statistisch signifikanter Anstieg, (1) = statistisch nicht signifikanter Anstieg,
< = kein Unterschied zwischen den Gruppen; * = Anstieg auch bei gesunden Kontrollpferden, ** = in
BALF kein direkter Anstieg der IL-17-Expression bei COB in Exazerbation, sondern nur Anstieg der
Expression des Transkriptionsfaktors ROR-yT
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2.2.1.4 Pathophysiologie und klinische Auspragung der COB

Der klinische Status der COB kann unter einzelnen Individuen in Abhangigkeit von der
Antigenexposition stark variieren bzw. sehr schnell eine starke Auspragung annehmen.
Wichtige Hinweise auf die Erkrankung sind Leistungsinsuffizienz und wiederkehrender
Husten bis hin zu abnormer Atemtatigkeit. Starkes Abmagern wurde bei chronisch
erkrankten  Tieren ebenfalls beobachtet (PIRIE, 2014b). Trotz vermehrter
Schleimansammlung in den Atemwegen zeigen COB-Pferde oft nur geringen bis
mittelgradigen Nasenausfluss mit vornehmlich serésem bis seromukésem Charakter (FEY,
2006b). Die auskultatorischen Befunde variieren je nach Grad der Atemwegsobstruktion:
Physiologische bzw. veranderte Gerausche (exspiratorisches Pfeifen oder inspiratorisches
Knistern) sind also mdglich (PIRIE, 2014b). Bei vorhandenem Lungenemphysem ist ein
erweitertes Lungenfeld mittels Perkussion nachweisbar. Bei plotzlicher Verschlechterung des
Krankheitszustandes (Exazerbation) oder bei schweren Formen der COB sind Anzeichen
einer gemischten Dyspnoe Uublich (inspiratorisch geblahte Ndustern, verstarkte bis
doppelschlagige abdominale Ausatmung, Afteratmung). Durch die chronische Belastung
bestimmter Bauchmuskeln hypertrophieren diese und schlieRlich entsteht wahrend der
Exspiration eine sichtbare ,Dampfrinne“ (FEY, 2006b). In staubarmer Umgebung zeigen die
Pferde, wenn Uberhaupt, nur eine leichte Symptomatik (Remission). Trotz unauffalligem
klinischen Status persistiert die Entziindung in den Atemwegen und ein Krankheitsausbruch
kann durch erneute Antigenexposition jederzeit hervorgerufen werden (PIRIE, 2014b). Im
Wesentlichen sind die folgenden drei Pathomechanismen fur das Krankheitsbild der COB
zustandig (FEY, 2006b).

2.2.1.4.1 Bronchospasmus

Infolge chronischer Antigenbelastung erfolgt eine Ubermaflige oder anhaltende Konstriktion
der glatten Bronchialmuskulatur. Diese eigentlich physiologische AbwehrmalRnahme des
Korpers ist im Bereich der nicht knorpelgestutzten kleinen Atemwege (Bronchioli) am
meisten ausgepragt. Wenn eine Ubermaflige Bereitschaft zur Bronchokonstriktion besteht,
wird dies als ,Hyperreagibilitat® bezeichnet (FEY, 2006b). Bei COB-Pferden erfolgt diese
meist infolge von Kontakt mit spezifischen Antigenen, wobei eine Uberreaktion auf
unspezifische und ungefahrliche Partikel oder Gase auch mdoglich ist (FEY, 2006b;
LECLERE et al., 2011). Die Hyperreagibilitat kann mittels aufwendiger Tests nachgewiesen
werden, ist aber nicht zwingend mit dem Vorhandensein einer COB verbunden (FEY,
2006Db).

2.2.1.4.2 Dys- und Hyperkrinie

Neben dem Einstrom neutrophiler Granulozyten sind in den Atemwegen erkrankter Pferde
deutliche Schleimansammlungen zu finden, welche ebenfalls zur Obstruktion der
luftleitenden Strukturen beitragen (LECLERE et al., 2011). Das Sekret ist in seiner
Zusammensetzung verandert, was auf starke histologische Umbildungen zurlickzuflihren ist.
Darunter zahlen der Verlust an zilientragenden Epithelzellen, die Hyper- und Metaplasie
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schleimbildender Becherzellen und die starke Abnahme an Clara-Zellen. Durch die hohen
Mukusanteile des veranderten Sekrets wird das Flimmerepithel weiterhin mechanisch
geschadigt und somit der natirliche Reinigungsprozess der Atemwege gestort (FEY, 2006b;
LECLERE et al., 2011).

2.2.1.4.3 Schleimhaut- und Bronchialwandverdickung (,airway remodeling“)

Weitere entscheidende Faktoren der nicht vollstandig reversiblen bis hin zur irreversiblen
Atemwegsobstruktion sind die infolge der chronischen Entziindung beobachteten
strukturellen Umbauprozesse der Lunge (LECLERE et al., 2011). Odeme und die bei
fortgeschrittener Erkrankungsdauer mikroskopisch sichtbaren Ilymphozytaren bzw.
plasmazytaren peribronchialen Infiltrate fiihren zu Schleimhautschwellung und Reduzierung
der gasaustauschenden Gesamtfliche (LECLERE et al, 2011). Die standige
Bronchokonstriktion flihrt zu vermehrter Proliferation und Hyperplasie der Muskelzellen, was
zur irreversiblen Einengung der Atemwege beitragt (FEY, 2006b; MORAN und FOLCH,
2011). Durch diese Veranderungen im Atemwegslumen und den abschnittweisen Verschluss
der Bronchiolen wahrend der Exspirationsphase wird eine Ubermafige Blahung der Alveolen
(Hyperinflation, ,air trapping) bei COB-Patienten haufig beobachtet. Wenn die infolge
extremer Luftfullung Uberbelasteten elastischen Fasern der Alveolarwand reil3en, entsteht
ein Lungenemphysem, was allerdings einen deutlich selteneren Befund dieser Erkrankung
darstellt (LECLERE et al., 2011). Der fir Remodeling-Prozesse des Menschen
entscheidende Wachstumsfaktor TGF-8 konnte in der BALF von COB-Pferden mittels ELISA
nicht nachgewiesen werden (DESJARDINS et al., 2004).

2.2.1.5 Therapie der COB

Da eine Heilung der Erkrankung aufgrund der persistierenden Hyperreagibilitat der
Atemwege nicht moglich ist, stellt eine konsequente Haltungsoptimierung im Sinne von
reduzierter Staubexposition den Grundstein fur eine anhaltende Besserung bzw.
Stabilisierung der klinischen Symptomatik bei COB-Patienten dar (LEGUILLETTE, 2003;
FEY, 2006b). Ein hygienischer und gut ventilierter Stall oder eine Offenstallhaltung, die
Nutzung von mdoglichst staubarmer Einstreu (z. B. Spane) und die Fltterung von nassem
Heu oder Grassilage tragen bereits zu einer deutlichen Besserung des klinischen Status bei.
Weiterhin kann eine an das individuelle Leistungsvermdgen und an den Krankheitsstatus des
Pferdes angepasste Belastung hilfreich sein (FEY, 2006b).

Bei schwerwiegender klinischer Beeintrachtigung oder in Situationen, in denen ein
optimiertes Management schwer fallt (z. B. Pferde im Hochleistungssport) ist eine
begleitende medikamentése Therapie empfohlen (ROBINSON, 2001). Diese richtet sich
gegen die wichtigsten Pathomechanismen der COB und besteht somit aus der Kombination
bronchospasmolytischer, sekretolytischer und entziindungshemmender Pharmaka (FEY,
2006b). Erstere beinhalten die drei Klassen der Anticholinergika (z. B. Atropin), B.-
Adrenergika (z. B. Clenbuterol) und die in der Pferdemedizin weniger wichtigen
Methylxanthine. Bronchospasmolytika filhren nach ihrer Gabe zu einer schnellen
Entspannung der glatten Muskulatur und wirken somit der Atemnot entgegen (ROBINSON,
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2001). Eine sofortige Vermeidung staubreicher Atemluft und die Verabreichung von Atropin
oder des synthetischen Derivats Butylscopolamin sind also bei akut auftretender Dyspnoe
(hochgradige Exazerbation) indiziert. Da diese Substanzen allerdings auf systemischer
Weise agieren und einige Nebenwirkungen mit sich bringen kdnnen, ist eine eingeschrankte
Nutzung dieser Medikamente angebracht (FEY, 2006b). Die orale Therapie mit dem B.-
Sympathomimetikum Clenbuterol (0,8 pg/kg KGW alle 12 Stunden) ist in der Pferdemedizin
weit verbreitet. Neben der bronchodilatierenden Wirkung zeigte Clenbuterol in vitro und ex
vivo auch entziindungshemmendes Potential, und die bei langfristiger Gabe auftretende
Toleranzentwicklung kann durch eine Kombinierung mit Glukokortikoiden vermieden werden
(ABRAHAM et al., 2002). Infolge erhohter Clenbuterol-Dosierungen wurden Tachykardie,
Schwitzen und Nervositat beobachtet (FEY, 2006b; PIRIE, 2014b). Zur Verflissigung des
klebrigen Schleims kdnnen begleitend Sekretolytika bzw. Mukolytika wie Dembrexin (0,2
mg/kg KGW) und Acetylcystein (10 mg/kg KGW) jeweils zwei Mal taglich oral verabreicht
sowie Inhalationen mit salinen Lésungen durchgefihrt werden (FEY, 2006b; NIEDERMEIER
und GEHLEN, 2009). Die sogenannte ,Hyperinfusionstherapie” stellt eine weitere Moglichkeit
der Sekretauflésung dar. Die Uber drei aufeinanderfolgende Tage verabreichten hohen
Mengen an 0,9 %-iger Kochsalzlésung (Instillation Uber eine Nasenschlundsonde oder
intravendse Infusion) fiihren zu einer Hypervoldmie und Hypertonie der Lungengefale.
Durch die Senkung des osmotischen Drucks tritt schlief3lich Flussigkeit in die Alveolen Uber,
welche nach kranial abtransportiert wird und somit zur Verflissigung des Schleims beitragt.
Diese Prozedur sollte nur unter engmaschiger tierarztlicher Uberwachung erfolgen und ist
beim Vorhandensein verlegter Tracheallumina und bei bekannter Herz- und/oder
Niereninsuffizienz kontraindiziert (FEY, 2006b). Einige Autoren halten die Hyperinfusion
allerdings fur obsolet und konnten dabei keine vorteilhaften Effekte beobachten (PIRIE,
2014b).

Im Vergleich zu den bis jetzt genannten Medikamenten, welche lediglich zu einer Linderung
der klinischen Symptomatik fuhren, kann mittels Entzindungshemmer die grundlegende
Inflammation der Atemwege unterbrochen werden (ROBINSON, 2001). Mittel der Wahl sind
dabei Glukokortikoide, wobei sich eine ausschleichende orale Gabe von Prednisolon (0,5-1
mg/kg KGW einmal taglich) als effektiv erwiesen hat (FEY, 2006b). Das mogliche Auftreten
bekannter Kortikosteroid-Nebenwirkungen wie zum Beispiel die Entwicklung einer Hufrehe
oder einer bakteriellen Infektion sollten bei der individuellen Therapieanpassung beachtet
werden (LEGUILLETTE, 2003).

Zusatzlich zur systemischen Verabreichung verschiedener Medikamente besteht auch beim
Pferd die Mdglichkeit einer inhalativen Therapie. Durch die niedrigeren Gesamtdosierungen
wird das Auftreten von Kollateraleffekten reduziert und gleichzeitig werden auf lokaler Ebene
gute Wirkstoffkonzentrationen erreicht (DUVIVIER et al., 1999). Die einfache Handhabung,
die zunehmende Preiswertigkeit und die gute Toleranz der Prozedur seitens der Pferde
stellen weitere positive Aspekte dieser Methode dar (NIEDERMEIER und GEHLEN, 2009).
Als Aerosol wird das Gemisch aus fllissigen bzw. festen Teilchen definiert, welches in einem
Gas dispergiert ist und mit diesem eingeatmet wird. Diese Partikel sollten zwischen 1 und 5
pUm grofd sein, da nur in dieser Form bei gentigendem Inspirationsfluss eine Sedimentation in
den tiefen Atemwegen mdglich ist. GrofRere Partikel werden vorher abgefangen und
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abgeschluckt, wahrend kleinere Aerosole mittels Ausatmung ausgeschieden werden
(DUVIVIER et al., 1999; NIEDERMEIER und GEHLEN, 2009). Auf dem Markt findet sich
bereits eine grof’e Auswahl an fur das Pferd entwickelten Inhalationsgeraten. Besonders
praktisch sind dabei Atemmasken mit Vorsatzkammer oder Inhalationshilfen, welche eine
Anwendung von Dosieraerosolen ermdglichen. Bronchodilatatoren wie Salbutamol und
lipophile Kortikosteroide (Beclomethason, Budesonid und Fluticason) kdnnen per Inhalation
bei akuter Atemnot verabreicht werden und auch als Langzeittherapie dienen
(NIEDERMEIER und GEHLEN, 2009). Eine Kombination beider Wirkstoffklassen ist dabei
empfehlenswert, da durch die Bronchodilatation eine bessere Verteilung der Glukokortikoide
erreicht wird (ROBINSON, 2001; NIEDERMEIER und GEHLEN, 2009). Allerdings sind in
Deutschland momentan keine Tierarzneimittel fur diesen Zweck zugelassen, so dass eine
Umwidmung humanmedizinischer Praparate nach Vorschriften des Arzneimittelgesetztes
notig ist (NIEDERMEIER und GEHLEN, 2009). Weitere Details zur Glukokortikoid-Therapie
sowie deren Auswirkung auf immunologische Vorgange bei equinen und humanen
Atemwegserkrankungen sind in Abschnitt 2.4 aufgefuhrt.

2.2.1.6 COB-ahnliche Erkrankungen des Menschen: Asthma bronchiale und COPD

Asthma und COPD (chronic obstructive pulmonary disease) stellen bei Menschen in vielen
Landern aufgrund der hohen Pravalenz- und Mortalitdtsraten ein schwerwiegendes
gesundheitliches Problem dar (RINCON und IRVIN, 2012). Die chronisch obstruktive
Bronchitis des Pferdes teilt vor allem mit dem humanen Asthma viele Gemeinsamkeiten,
sodass diese Tierart als Studienmodell besonders geeignet ist (LECLERE et al., 2011;
BULLONE und LAVOIE, 2015) (Abbildung 2). Beide Erkrankungen sind durch chronische
Atemwegsentzindung und -obstruktion gekennzeichnet und basieren auf genetischen und
umweltassoziierten Faktoren. Exazerbationen im Sinne von akuten Verschlechterungen des
Krankheitsbildes sind auch bei Asthma und COPD madglich, allerdings treten sie hier meist
infolge von Sekundarinfektionen auf, was einen wesentlichen Unterschied zur equinen COB
darstellt (ROBINSON, 2001).

Das Asthma bronchiale kann als allergische Form bereits wahrend der Kindheit beginnen
oder erst im adulten Alter infolge respiratorischer Infektionen auftreten. Potentielle Allergene
sind bestimmte Pollen, Katzenschuppen, Hausmilben und Pilze. Die typische Symptomatik
beinhaltet akute Kurzatmigkeit, Husten, pfeifende Atemgerdusche und Engegefihl im
Brustkorb (RINCON und IRVIN, 2012; ABRAMSON et al., 2014). Die Entziindungsreaktion
der Iluftleitenden Wege ist durch die Beteiligung eosinophiler Granulozyten, CDA4-
Lymphozyten und Immunglobulinen des Subtyps E und G gekennzeichnet. Eine Th2-
Polarisierung der Immunantwort wurde durch den Nachweis jeweiliger Mediatoren (IL-4, IL-5,
IL-13) postuliert (CHUNG, 2001; RINCON und IRVIN, 2012). Neuerlich wird das
Vorhandensein verschiedener Asthma-Phanotypen mit unterschiedlicher Auspragung
vermutet. In den meisten Fallen sind diese reversibel und sprechen gut auf eine Therapie mit
Kortikosteroiden an. Allerdings sind auch schwerere Formen mit persistierender Obstruktion,
Neutrophilie und der Beteiligung steroidresistenter Chemokine (z. B. IL-17) bekannt
(ABRAMSON et al., 2014; MARTIN, 2014).
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Die COPD des Menschen ist eine chronische Atemwegserkrankung mit progressivem
Charakter, welche nur minimale Reversibilitat zeigt. Sie tritt vor allem bei alteren Menschen
infolge von Inhalation von Zigarettenrauch und anderer Noxen auf. Klinisch wird eine mit der
Zeit fortschreitende Dyspnoe beobachtet, welche von Husten und Keuchen begleitet wird.
Die COPD ftritt in verschiedenen Formen auf und kann durch Parenchymschadigungen und
Lungenemphysembildung sowie vermehrter Schleimproduktion gekennzeichnet sein
(ABRAMSON et al.,, 2014). Auf zellularer Ebene dominieren bei COPD neutrophile
Granulozyten und CD8-Lymphozyten, wobei auch Makrophagen und Mastzellen eine
wichtige Rolle spielen. Das Zytokinprofil ist ebenfalls anders als bei Asthma, da in diesem
Falle die Interleukine 1B und 8 sowie der Wachstumsfaktor TNF-a Uberwiegen (CHUNG,
2001). Wahrend sich die inhalative Verabreichung von Anticholinergika bei COPD als sehr
hilfreich erwiesen hat, sind langfristige Korikosteroidbehandlungen deutlich weniger effektiv
als bei Asthma (BARNES, 2000; ABRAMSON et al., 2014).

Aufgrund der variablen Auspragungen der zwei Erkrankungen ist eine Unterscheidung
zwischen Asthma und COPD vor allem im fortgeschrittenen Alter schwierig. Bei etwa 10 %
der menschlichen Population werden des Weiteren Mischformen beobachtet, welche
allgemein als ,keuchende Bronchitis“ (,wheezy bronchitis*) bezeichnet werden (Abbildung 2).

ASTHMA COPD
— Eosinophilie — Neutrophilie
— Hyperreagibilitat »Wheezy — keine

bronchitis“ Hyperreagibilitat

— Reaktion auf _
Bronchodilatatoren 10 % — kaum Reaktion auf
Bronchodilatatoren

— Reaktion auf

Kortikosteroide — kaum Reaktion auf

Kortikosteroide

Abb. 2: Merkmale von Asthma und COPD, modifiziert nach BARNES (2000). Circa 10 % der
betroffenen Patienten zeigen Charakteristika beider Erkrankungen (,wheezy bronchitis®).
Merkmale, die auch bei der COB des Pferdes auftreten, sind unterstrichen.
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2.2.2 Inflammatory Airway Disease (IAD) des Pferdes

Bis heute ist noch nicht geklart, ob die IAD ein eigenstandiges Krankheitsbild oder eine
Vorstufe der RAO des Pferdes darstellt (LECLERE und LAVOIE, 2014).

Durch eine im Jahre 2007 veroffentlichte Konsenserklarung des amerikanischen Colleges fir
innere Pferdemedizin (ACVIM Consensus Statement) ist die |IAD-Erkrankung des Pferdes
eine durch Husten und Leistungsminderung charakterisierte, in der BALF nachweisbare,
nicht-septische Entziindung der tiefen Atemwege (COUETIL et al., 2007). Diese kann bei
Pferden jeglichen Alters auftreten, wobei hohe Pravalenzen bei jungen Rennpferden im
Training (bis zu 50 %) beobachtet wurden (HUGHES et al., 2011). Der IAD-Verlauf ist meist
transient, allerdings sind chronische Formen, welche in eine RAO Ubergehen kdnnen,
ebenfalls méglich (LECLERE und LAVOIE, 2014).

Patienten mit IAD zeigen ein &duferst variables klinisches Bild und kdénnen die oben
genannten Befunde, aber auch Sekretansammlungen in der Trachea, Atemgerausche bei
Auskultation, einen gestérten Gasaustausch und eine schwache bis mittelgradige
Atemwegsobstruktion zeigen. Bei der zytologischen Untersuchung der BALF sind milde
Neutrophilie, Lymphozytose und Monozytose typisch. Vor allem bei jungen IAD-Pferden sind
des Weiteren erhohte Anzahlen an Mastzellen (> 2 %) und eosinophile Granulozyten (>
0,1 %) kein seltener Befund (COUETIL et al., 2007). Anhand der im zytologischen
Gesamtbild dominierenden Zellart wird von neutrophiler, eosinophiler bzw.
metachromatischer oder gemischter IAD-Form gesprochen (PIRIE, 2014a). Die Abgrenzung
zur RAO in Exazerbation erfolgt hauptsachlich Gber die bei der IAD fehlende Ruhedyspnoe
und die mangelnde Reaktion auf einen Provokationstest mit schimmeligem Heu. Weitere
hilfreiche Unterscheidungsmerkmale stellen teilweise das Alter des betroffenen Tieres, die
Krankheitsgeschichte und die zytologische Untersuchung der BALF dar. Dennoch ist eine
Differenzierung zwischen IAD und RAO in Remission oft unméglich (COUETIL et al., 2007;
LECLERE und LAVOIE, 2014).

Atiologie und immunologische Pathomechanismen der IAD sind noch weitgehend
unerforscht. Eine Assoziation zwischen IAD und Haltungsform im Sinne von vermehrter
Exposition gegenlber Stallstduben ist wahrscheinlich. Allerdings sind genauere
Untersuchungen, unter Berlcksichtigung der Rolle spezifischer Staubkomponenten und der
individuellen, genetischen Pradisposition der betroffenen Pferdepopulationen dringend nétig
(PIRIE, 2014a). Des Weiteren werden Infektionen der Atemwege als mogliche
pradisponierende Faktoren fir diese Erkrankung vermutet. Bei jungen Rennpferden wurde
beispielsweise eine Assoziation zwischen IAD und dem positiven mikrobiologischen
Nachweis bakterieller Keime im Tracheobronchialsekret nachgewiesen (WOOD et al., 2005).
Studien zur Immunpathogenese der |AD wurden neuerlich von verschiedenen
Arbeitsgruppen durchgefihrt. HUGHES und Kollegen (2011) fanden in der BALF von |AD-
Pferden hohe mRNA-Mengen proinflammatorischer Zytokine (IL-18, IL-23 und TNF-a). Eine
Polarisierung der Immunantwort konnte in derselben Studie allerdings nicht nachgewiesen
werden. Weitere Studien demonstrierten, dass die Expression bestimmter Mediatoren in der
BALF mit dem jeweiligen zytologischen Bild zusammenhangt. Demzufolge vermuten die
Autoren, dass ahnlich wie bei humanem Asthma unterschiedliche Immunmechanismen fir
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die verschiedenen |AD-Phanotypen zustandig sind. Diesbezlglich zeigten LAVOIE et al.
(2011), dass bei IAD-Patienten eine erhdhte Expression von IL-4 und IFN-y mit der Anzahl
metachromatischer Zellen (Mastzellen und Basophile) korreliert, wahrend die Menge an IL-
18-mRNA proportional zur BALF-Neutrophilie ist. BEEKMAN und Kollegen (2012) berichten
ebenfalls von einer erhéhten Transkription verschiedener Interleukine (1B, 5, 6, 8 10)
innerhalb der IAD-Gruppe. Des Weiteren fanden sie, dass Patienten mit hohen Anzahlen an
neutrophilen Granulozyten ebenfalls erhéhte Mengen an IL-5-, IL-8- und IL-17-Transkripten
in der BALF prasentieren. Bei direkten Zytokinbestimmungen (ELISA) aus der BALF
erkrankter Pferde beobachteten einige Autoren bei IAD-Pferden erhéhte Konzentrationen an
TNF-a und IFN-y (RICHARD et al., 2014) sowie IL-8 (BARTON et al., 2014a). Abschlieend
untersuchten LECLERE und Kollegen (2015) mittels kommerzieller ELISA-Kits die
systemische Auspragung von Akute-Phase-Proteinen in Serumproben amerikanischer
Traber. Dabei war keiner der bestimmten Parameter (Haptoglobin, CRP und SAA) fir eine
Differenzierung zwischen |IAD-Patienten und gesunden Kontrollen geeignet.

Ahnlich wie bei der equinen RAO stiitzt sich die IAD-Therapie auf eine konsequente
Haltungsoptimierung und die medikamentdése Behebung von Entzindung und Obstruktion
der Atemwege. Allerdings wurden bis heute keine Studien zum Einsatz von
Bronchospasmolytika bei IAD durchgefihrt und die Resultate einer inhalativen
Glukokortikoid-Therapie widersprechen sich zum Teil (COUETIL, 2014). Durch die
Verabreichung von Mastzellstabilisatoren (z. B. Cromoglycinsdure) oder schwach dosiertem
IFN-a. wurden bei IAD-Patienten positive Effekte erzielt. AbschlieRend fiihrte sowohl bei IAD
als auch bei RAO eine zweimonatige Futtererganzung mit Omega-3-Fettsduren unter
staubarmen Bedingungen zu einer allgemeinen Besserung des Krankheitszustandes
(COUETIL, 2014).

2.2.3 Interstitielle Pneumopathien des Pferdes

Der Terminus ,interstitielle Pneumonie“ umfasst beim Pferd verschiedene Krankheitsbilder,
welche in akuter sowie chronischer progressiver Form auftreten kénnen (DONALDSON et
al.,, 1998; WILKINS und LASCOLA, 2015). Im Vorbericht zeigen die Pferde oft
Gewichtsverlust und Leistungsminderung (DIECKMANN et al., 1990; WILKINS und
LASCOLA, 2015). Des Weiteren werden je nach Schweregrad der Erkrankung COB-ahnliche
Symptome wie Husten, Nasenausfluss und erschwerte Atmung (geblahte Niustern,
.,Dampfrinne“) beobachtet. Fieber kann ebenfalls vorkommen (TURK et al.,, 1981;
DONALDSON et al.,, 1998; WILKINS und LASCOLA, 2015). Das Blutbild ist oft durch
Leukozytose und Hyperfibrinogendmie gekennzeichnet. Mittels bildgebender Verfahren
konnen die typischen interstitiellen Zeichnungen und die zum Teil vorkommenden, nodularen
Veranderungen der Lunge sichtbar gemacht werden. Zytologische Untersuchungen von TBS
und BALF zeigen meistens erhdhte Anzahlen an Makrophagen, wobei neutrophile
Granulozyten auch vermehrt vorkommen kénnen. Eine sichere Diagnose kann nur durch die
Beurteilung eines Lungenbioptats gestellt werden (WILKINS und LASCOLA, 2015).
Atiologisch  kommen  verschiedene Noxen fir die Entstehung interstitieller
Lungenerkrankungen in Frage. Beim Pferd stellen vorausgegangene Infektionen (viral sowie
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bakteriell) (TURK et al., 1981; DONALDSON et al., 1998; NOUT et al., 2002), die Aufnahme
pflanzlicher Toxine (Perilla-Keton) (VENNER, 2003; SCHMIDBAUER et al., 2004) oder die
Inhalation organischer Antigene (Staube, Pilze) (WILKINS und LASCOLA, 2015) mdgliche
Ursachen dar. In der akuten Phase der Erkrankung wird histologisch zunachst die
Schadigung von Alveolarzellen und Lungenparenchym beobachtet. Diese ist aul’erdem
durch Odembildung, Ansammlung von serofibrindsem Sekret in den Alveolarlumina und
Zellinfiltration  (,exsudative Phase®) charakterisiert. Darauf folgt ein sogenanntes
Lproliferatives Stadium®, in dem durch Reepithelisierung die geschadigten Strukturen ersetzt
werden. In chronischen Fallen fiihren diese Umbauprozesse zu einer interstitiellen
Lungenfibrose, welche mit einer irreversiblen Beeintrachtigung der Lungenfunktion
verbunden ist (SCHMIDBAUER et al., 2004; WILKINS und LASCOLA, 2015).

Bei jungen Pferden und Fohlen werden auch pl6tzlich auftretende und schwer verlaufende
Formen beobachtet (LAKRITZ et al., 1993). Diese wurden zunachst als ,proliferative
interstitielle Lungenerkrankungen® bzw. ,akute interstitielle Bronchopneumonien® definiert.
Heute werden diese Manifestationen mit den beim Menschen vorkommenden akuten
progressiven Lungenversagen (ARDS, acute respiratory distress syndrome) bzw. akuten
Lungenschadigungen (ALI, acute lung injury) gleichgestellt (WILKINS und LASCOLA, 2015).
Therapeutisch hat sich der Einsatz parenteral verabreichter Kortikosteroide und eine
unterstiitzende antibiotische Therapie im Falle von Sekundarinfektionen bewahrt
(DONALDSON et al., 1998; NOUT et al., 2002; WILKINS und LASCOLA, 2015).

2.2.4 Interstitielle Pneumopathien des Menschen

Interstitielle Lungenerkrankungen (ILE) kommen beim Menschen relativ selten und in
verschiedenen Auspragungen vor. Nach der Konsensusklassifikation der European
Respiratory Society (ERS) und der American Thoracic Society (ATS) im Jahre 2002 werden
die interstitiellen Lungenerkrankungen in vier Gruppen unterteilt: ,ILE bekannter Genese®,
.idiopathische interstitielle Pneumonien (u.a. idiopathische pulmonale Fibrose),
,Granulomatdse ILE® (u. a. Sarkoidose) und ,andere Formen der ILE® (FINK, 2014). Zur
sicheren Diagnose wird wie beim Pferd die Enthahme einer Gewebeprobe empfohlen. Die
haufigste ILE ist die Sarkoidose, wahrend die idiopathische pulmonale Fibrose die
zweithdufigste interstitielle Lungenerkrankung des Menschen darstellt. Diese Dbetrifft
uberwiegend altere Erwachsene und ist wegen dem chronisch progressiven Verlauf mit einer
schlechten Prognose assoziiert (FINK, 2014). AuRerdem koénnen bei dieser Krankheit
plétzliche Verschlechterungen (akute Exazerbationen) unbekannter Genese auftreten,
welche nur schwer kontrollierbar sind und meist zum Tode der Patienten fihren (NAGATA et
al., 2013). Eine weitere Form der idiopathischen interstitiellen Pneumonie ist die akute
interstitielle Pneumonie (FINK, 2014). Diese ist nur schwer vom akuten Lungenversagen
(ARDS) unterscheidbar, welches infolge direkter (z. B. Pneumonie) oder indirekter (z. B.
Sepsis, Trauma) Insulte auftreten kann. In beiden Fallen zeigt das histologische Muster
diffuse Alveolarschaden, Odembildung und die Entstehung hyaliner Membranen. Bei
fortschreitendem Krankheitszustand wird des Weiteren eine progressive interstitielle
Lungenfibrose beobachtet (FINK, 2014; MODRYKAMIEN und GUPTA, 2015).
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2.2.5 (Sub)-Akute Pneumonien des Pferdes

Pneumonien sind exsudative oder proliferative Entziindungen, welche die Alveolen sowie
das Lungeninterstitium betreffen kdnnen. Sie entstehen durch Ubermalige Keimbelastung,
wobei vorausgegangene virale Infekte und eine herabgesetzte Immunabwehr (Stress durch
lange Transporte, exzessives Training) pradisponierende Faktoren darstellen (FEY, 2006a).
B-Hamolytische Streptokokken (v. a. S. equi subspecies zooepidemicus) sind die bei der
Bronchopneumonie des adulten Pferdes am haufigsten isolierten Keime. Allerdings kénnen
auch weitere grampositive (u. a. Staphylococcus), gramnegative (u. a. Pasteurella, E. Coli)
und anaerobe (u. a. Fusobacterium) Keime beteiligt sein (REUSS und GIGUERE, 2015). Bei
Fohlen unter sechs Monaten fiihrt Rhodococcus equi zu abszedierenden lebensbedrohlichen
Pneumonien (FEY, 2006a). Des Weiteren koénnen virale (equines Influenza- und
Herpesvirus) (GILKERSON et al., 2015) sowie in sehr seltenen Fallen auch mykotische
Infekte und Parasiten (FEY, 2006a) ebenfalls Entziindungen im Respirationstrakt
verursachen. Das klinische Bild hangt von dem Ausmal’ der Erkrankung und der betroffenen
Lungenbereiche ab: Akute Bronchitiden sind oft schwer zu erkennen, wahrend bei
fortschreitender Bronchopneumonie Abgeschlagenheit, Fieber, beidseitiger mukopurulenter
Nasenausfluss, Husten und Dyspnoe auftreten kénnen. Réntgenologisch kénnen betroffene
Patienten eine milde bronchointerstitielle Zeichnung bis hin zu schwereren Befunden wie
Lungenabszesse zeigen (FEY, 2006a; REUSS und GIGUERE, 2015). Im tracheobronchialen
Sekret wird eine hohe Anzahl an neutrophilen Granulozyten beobachtet. AuRerdem sollte
aus diesen Proben ein mikrobiologischer Keimnachweis erfolgen, sodass die antibiotische
Behandlung angepasst werden kann. Im Falle septischer Pneumonien ist BAL-Flussigkeit
aufgrund der hohen Kontaminierungsgefahr und der lokalisierten Probenahme flr
diagnostische Zwecke eher weniger geeignet (REUSS und GIGUERE, 2015).

2.2.6 (Sub)-Akute Pneumonien des Menschen

In der Humanmedizin werden Pneumonien anhand der folgenden Triade eingeteilt: Ambulant
erworbene Pneumonien (CAP, community acquired pneumonias), nosokomiale Pneumonien
(HAP, hospital acquired pneumonias) und Pneumonien unter Immunsuppression (PLETZ et
al., 2012). Erstere betreffen vornehmlich altere Menschen und werden in erster Linie durch
Pneumokokken verursacht. Sogenannte ,atypische Erreger‘ (Mykoplasmen, Legionellen und
Chlamydien) und respiratorische Viren kénnen ebenfalls beteiligt sein. In duerst seltenen
Fallen werden auch Enterobakterien und Pseudomonaden bei CAP-Patienten mit
Risikofaktoren nachgewiesen (PLETZ et al., 2012). Nosokomiale Pneumonien treten etwa 48
Stunden nach Aufnahme im Krankenhaus auf und sind meistens beatmungsassoziiert (VAP,
ventilator associated pneumonias). Atiologisch kommen (berwiegend Bakterien in Frage,
wahrend Viren und Pilze eher selten beteiligt sind. Die Diagnose der HAP ist schwierig und
oft aufwendig, allerdings sollte deswegen die Einleitung einer antimikrobiellen Therapie nicht
verzdgert werden. Die eventuelle Beteiligung multi-resistenter Keime sollte aulerdem immer
berticksichtigt werden (PLETZ et al., 2012). AbschlieRend stellen angeborene und
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erworbene Immundefekte (z. B. HIV-Infektion) ebenfalls pradisponierende Faktoren fir die
Entwicklung einer Lungenentziindung dar (PLETZ et al., 2012).

2.3 Procalcitonin

2.3.1 Aufbau und Biochemie von PCT

Im Jahre 1975 entdeckten MOYA et al. erstmals intrazellulare Vorstufen des Hormons
Calcitonin. Die genaue Struktur des Procalcitonins (PCT) ist allerdings erst seit den
Achtzigerjahren bekannt (JACOBS et al., 1981; LE MOULLEC et al., 1984). Somit wissen wir
heute, dass das humane PCT (hPCT) aus 116 Aminosauren besteht und ein Gewicht von
circa 13 kDa hat. Es setzt sich aus drei Abschnitten zusammen: der zentrale Kernbereich,
(welcher identisch ist mit dem Endprodukt Calcitonin), ein N-Terminus und ein C-terminales
Fragment (Katacalcin). Durch das CALC-I Gen auf Chromosom 11 des Menschen entsteht
die erste Stufe des Proteins, das Preprocalcitonin, welches ein hydrophobes Signalpeptid
besitzt. Dieses wird im endoplasmatischen Retikulum abgespalten und somit wird das
Preprocalcitonin in Procalcitonin Gberfihrt. Durch weiteren proteolytischen Abbau des
Procalcitonins (Entfernung von N- und C-Region) entsteht schliellich das reife Hormon
Calcitonin (MARUNA et al., 2000).

Das Procalcitonin  kommt nicht nur als vollstdndiges Protein (116 AS) vor. Das
Vorhandensein verschiedener Bruchteile in Blutplasma ist ebenfalls bekannt. Zum einen
zeigten WEGLOHNER et al. (2001), dass bei Patienten mit Sepsis auch eine kirzere PCT-
Form vorkommt, welche durch Spaltung der ersten zwei Aminosauren der N-terminalen
Region entsteht (114 AS). Spater wurde entdeckt, dass das ursprungliche Procalcitonin (116
AS) nach der Entstehung relativ schnell abgebaut wird und sich das Gleichgewicht mit
langerem Bestehen des endotoxamischen Zustandes zu Gunsten der kirzeren PCT-Form
(114 AS) verschiebt (STRUCK et al.,, 2009). Weitere Bruchstliicke, die in humanem
Blutplasma identifiziert wurden, sind die jeweiligen N- (Amino-PCT) und C- (CCP-1 bzw.
Katacalcin) Bestandteile des Procalcitonins sowie ein Konjugat aus Calcitonin und Katacalcin
(CT:CCP-1) (SNIDER et al., 1997).

Zuletzt ist zu erwahnen, dass zwei PCT-Typen bekannt sind (I und Il), welche sich nur in der
Sequenz des C-terminalen Fragments unterscheiden. Diese, wie auch das Neuropeptid
calcitonin gene related peptide (CGRP-I), entstehen mittels differentiellem Splicing aus dem
bereits oben genannten CALC-I-Gen. Der bereits beschriebene Syntheseprozess des
Procalcitonins erfolgt unter physiologischen Bedingungen ausschliefdlich in C-Zellen der
Schilddrise sowie in kleinerem Ausmafl auch in neuroendokrinen Zellen anderer
Organsysteme. Somit zirkulieren PCT und seine Bruchteile im Blut gesunder Individuen nur
in geringen Konzentrationen. Die Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen zeigten
allerdings, dass im Falle einer Sepsis oder anderer krankhafter Prozesse, Procalcitonin auch
in anderen Geweben gebildet wird, so dass erhéhte Werte im Blut betroffener Patienten
nachweisbar sind (BECKER et al., 2010; MEISNER, 2010).

28



Literaturtibersicht

2.3.2 Induktion der PCT-Synthese in verschiedenen Geweben und Zellen

Die Entdeckung, dass erhdhte PCT-Konzentrationen im Kontext systemischer Entzindungen
auch im Plasma thyroidektomierter Patienten vorkommen, flhrte zum Schluss, dass die
Schilddrise nicht die einzige Quelle fur PCT im Organismus darstellt (ASSICOT et al., 1993;
NISHIKURA, 1999). Somit wurden verschiedene Studien durchgefihrt, um das
Vorhandensein von Calcitonin und seiner Vorstufen in verschiedenen Geweben zu
untersuchen. MULLER et al. (2001) fanden diesbeziiglich die gréiten Mengen an Calcitonin-
MRNA in immunologischen Geweben (u. a. Milz) sowie in Gehirn, Fett- und Hodengewebe
von mit Escherichia coli infizierten Hamstern. Durch In-situ-Hybridisierung konnten sie
aullerdem beweisen, dass die Transkription in diesen Geweben nicht an eine bestimmte
Zellart gebunden ist, sondern diffus stattfindet. RUSSWURM et al. (2001) fanden in
verschiedenen Organen gesunder Menschen auch Hinweise fir die Aktivitat des CALC-I-
Gens, wobei die hochsten Werte in Leber, Lunge, Hoden, Prostata, Nieren und Dinndarm
gefunden wurden. Die Arbeitsgruppe von MORGENTHALER et al. (2003) untersuchte das
Vorhandensein von Procalcitonin in Blut und Geweben von mit Lipopolysaccharid (LPS) aus
Salmonella typhimurium infizierten Pavianen. Auch hier wurden erhéhte Werte fir PCT
sowohl in Blut als auch in verschiedenen Organen (u. a. Leber, Nieren, Fett) erkrankter Tiere
nachgewiesen. Die wesentliche Rolle der Leber als PCT-Quelle wurde durch eine Studie von
MEISNER und Kollegen (2003) bestatigt. Nach vollstandiger Leber-Resektion an einem
Pavian, konnte im Plasma des Versuchstieres, selbst nach LPS-Injektion kein Procalcitonin
nachgewiesen werden. SchlieRlich verglichen GIUNTI et al. (2010) das Vorhandensein von
PCT-mRNA in verschiedenen Geweben gesunder und erkrankter Hunde. Fur beide Gruppen
wurde eine erhohte transkriptionelle Aktivitat innerhalb der Schilddrise gefunden. Zusatzlich
zeigten nur die Individuen aus dem zweitgenannten Kollektiv, welche an unterschiedlichen
Erkrankungen litten (Parvovirose, Leptospirose, Sepsis, Neoplasie), erhdhte PCT-mRNA-
Werte in Leber, Milz und Lunge.

Die Produktion von Procalcitonin durch mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMCs,
peripheral blood mononuclear cells) wurde ebenfalls in verschiedenen Studien untersucht.
Da diese Zellen durch die Sezernierung zahlreicher Mediatoren wichtige Regulatoren der
Immunantwort darstellen, wurde vermutet, dass sie auch eine Quelle fir Procalcitonin im
Laufe entzindlicher Prozesse sein konnten. Diesbezlglich ergaben sich allerdings
divergierende Meinungen: Wahrend einige Arbeitsgruppen das Vorhandensein von PCT in
PBMCs sowohl auf trankriptioneller als auch auf Protein-Ebene bestatigen konnten
(OBERHOFFER et al., 1999; RUSSWURM et al., 2001; BALOG et al., 2002), war in einem
Versuch an einem Vollblutmodell von MONNERET et al. (1999) nach LPS-Stimulierung kein
PCT nachweisbar. Durch eine Studie von LINSCHEID et al. (2004) wurde letztlich gezeigt,
dass ausschlieBlich adharente mononukleare Zellen (v.a. adharente Monozyten) eine
bedeutsame Menge an PCT sezernieren, allerdings nur fir eine kurze Dauer (ca. drei bis
funf Stunden). Des Weiteren wurde in dieser Studie demonstriert, dass aktivierte
Makrophagen in der Lage sind, die Expression des CALC-I-Gens in benachbarten
Parenchymzellen (in diesem Fall Adipozyten) zu induzieren. Diese strenge Regelung der
PCT-Induktion Gber Zell-Zell-Kontakte kénnte die hohe Spezifitat des Markers erklaren und

29



Literaturtbersicht

klarstellen, warum dessen Konzentration im Blut nur in Verbindung mit systemischen
entziindlichen Prozessen signifikant ansteigt (MEISNER, 2010).

2.3.3 Modulation der PCT-Induktion

Wie genau die Synthese von Procalcitonin im Rahmen entzindlicher Prozesse induziert wird
ist bis heute noch nicht vollstdndig geklart. Zum einen besteht die Vermutung, dass
Bakterien die Freisetzung von PCT direkt stimulieren konnen. Sowohl in vitro
(OBERHOFFER et al.,, 1999) als auch in vivo (DANDONA et al., 1994) wurde eine
Steigerung der PCT-Synthese nach Applizierung bakterieller Endotoxine demonstriert. Da
nicht nur gramnegative, sondern auch grampositive Keime in der Lage sind, die PCT-
Produktion anzuregen, liegt die Vermutung nahe, dass nicht nur Toxine, sondern auch
weitere bakterielle Bestandteile (z. B. DNA, Fimbrien und Peptidoglykane) in diesem Prozess
involviert sind (MATWIYOFF et al.,, 2012). Das Vorhandensein infektioser Keime scheint
tatsachlich eine Grundbedingung fur die Sezernierung erhéhter Mengen an PCT im Kdérper
zu sein. Einige Autoren beobachteten bei verschiedenen Krankheitsbildern, dass
Procalcitonin nur im Rahmen septischer Geschehen (z. B. septische Verbrennungen), im
Gegensatz zu den nicht-infektidsen Pendants (z. B. nicht septische Verbrennungen), erhdht
ist (BARATI et al., 2008; MATWIYOFF et al., 2012).

Eine weitere Hypothese zur PCT-Induktion stitzt sich auf der Beteiligung bestimmter
Mediatoren, welche die Bildung des Sepsis-Markers anregen kdnnen. Diesbezuglich zeigten
einige Studien, dass ein Triggern der PCT-Synthese durch proinflammatorische Zytokine
mdglich ist. Wahrend OBERHOFFER et al. (1999) von einer Steigerung der PCT-Expression
in PMBCs nach Stimulierung mit IL-18, IL-6 und TNF-a. in einem In-vitro-Versuch berichteten,
erhielten WHANG und Kollegen (2000) eine ahnliche Erhéhung der PCT-Konzentration in
Blutproben von mit TNF-a behandelten Hamstern. Des Weiteren zeigten NIJSTEN et al.
(2000), dass auch bei Krebs-Patienten die Infusion von TNF-o oder IL-6 zu hdheren PCT-
Plasma-Spiegeln fuhrte. AuRerdem favorisierten dieselben Zytokine in dieser Studie die
PCT-Produktion in einem In-vitro-Modell mit humanen Leberschnitten. Ob Zytokine nun
direkt oder indirekt ihre stimulierenden Wirkungen auf PCT entfalten und wie genau diese
Mediatoren mit den bakteriellen Stimuli zusammenwirken, bleibt allerdings unklar und
weitere Arbeit ist auf diesem Forschungsgebiet gefragt.

2.3.4 Biologische Wirkungen von PCT

Wahrend einige physiologische Wirkungen des Hormons Calcitonin bereits bekannt sind, wie
zum Beispiel die Hemmung der Osteoklasten-Aktivitdt und somit die Erniedrigung des
Kalzium-Blutspiegels, bleiben die biologischen Eigenschaften seiner Vorlauferproteine
weitgehend unerforscht (STEINWALD et al., 1999). Die Vermutung, dass Procalcitonin nicht
nur als ,passiver Marker infektidser Geschehen fungiert, sondern den Korper Uber
schadliche Effekte aktiv mit beeintrachtigt, wurde durch einige Studien bestatigt.

In verschiedenen Tierexperimentellen Sepsis-Modellen war eine Erhéhung der PCT-Werte
mit einer steigenden Mortalitatsrate assoziiert. NYLEN et al. (1998) demonstrierten an mit
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Escherichia Coli infizierten Hamstern, wie die Sterblichkeitsrate in Verbindung mit der
Verabreichung exogenen PCTs signifikant ansteigt. Des Weiteren erlangten sie durch eine
Behandlung der septischen Hamster mittels anti-PCT-Antikérper durchaus positive Effekte
(prophylaktische Behandlung: Mortalitat unter 10 %, therapeutische Behandlung: Mortalitat
circa 50 %). In einer ahnlich aufgebauten Studie von STEINWALD und Kollegen (1999),
korrelierten die Konzentrationen an totalem immunaktivem Calcitonin (von dem tber 90 %
Procalcitonin) im Serum septischer Hamster mit dem Grad der systemischen Infektion und
mit der assoziierten Sterblichkeitsrate. Weitere Versuche wurden an Schweinen
durchgefuhrt, welche durch intraabdominale Applizierung von Caecum-Inhalt und
Escherichia Coli ebenfalls in einen septischen Zustand gebracht wurden. AuRerdem wurden
die Tiere zum einen drei Stunden nach Induktion der Sepsis (MARTINEZ et al., 2001) und
zum anderen gleichzeitig zum infizierenden Prozedere (WAGNER K. E. et al., 2002) mit
gegen porcines PCT gerichtetes Antiserum behandelt. In beiden Fallen wurde eine
Verbesserung vieler physiologischer und metabolischer Parameter beobachtet, wie zum
Beispiel arterieller Druck, Herzindex und Kreatinin-Wert. Des Weiteren zeigten die Gruppen
behandelter Tiere deutlich hdhere Uberlebensraten. In neuerlich durchgefiihrten Versuchen
an endotoxamischen Ratten registrierten die Autoren ebenfalls positive Auswirkungen nach
Verabreichung eines anti-N-PCT-Antikérpers (TAVARES und MINANO, 2010). Dieselbe
Arbeitsgruppe demonstrierte aulerdem, dass die Immunneutralisierung von N-PCT auch der
Entwicklung akuter Lungenschaden infolge von Sepsis entgegenwirkt. In septischen Ratten
fuhrte die Gabe von anti-N-PCT-Antikdrper zu einer Schwachung der Lungenentzindung,
zur Reduzierung der Infiltration des Lungengewebes mit neutrophilen Granulozyten sowie
zur Verminderung der bakteriellen Lungen-Kolonisierung. Eine Senkung der pulmonalen
Werte von CALCA, Procalcitonin und N-PCT infolge der Behandlung wurden ebenfalls
beobachtet (TAVARES et al., 2014).

Bezuglich der Wirkungen von Procalcitonin auf zellularer und molekularer Ebene gibt es
einige Studien, welche die mdgliche pro-inflammatorische Rolle des Markers unterstreichen.
Durch eine In-vitro-Studie von WIEDERMANN et al. (2002) stellte sich heraus, dass
Procalcitonin, wie sein Nachfolger Calcitonin, auch in der Lage ist, Monozyten anzulocken.
Gleichzeitig fuhrte jedoch eine Pra-Inkubation der Monozyten mit Pro- oder Calcitonin zu
einer Reduzierung der Migrationsfahigkeit dieser Zellen. In derselben Studie konnten solche
Effekte fur Granulozyten nicht nachgewiesen werden. Aus einem weiteren Versuch ging
hervor, dass humanes rekombinantes Procalcitonin dosisabhangig die phagozytierende
sowie candidazide Wirkung polymorphonuklearer Zellen (PMN) inhibiert. Des Weiteren
unterstitzte PCT das Wachstum von E. Coli-Kolonien bei Inkubation sowohl mit Serum als
auch mit Blut (PINCIKOVA et al., 2005). WEI et al. (2008) zeigten, dass PCT, wie das
bekannte Chemokin IL-8, in der Lage ist, die intrazellulare Konzentration an ionisiertem-
Kalzium in Granulozyten zu steigern. Des Weiteren beobachteten sie in derselben Studie
eine PCT-assoziierte Erhéhung der Expression bestimmter Oberflachenmolekiile sowohl bei
Monozyten (CD14) als auch bei Granulozyten (CD16). Die positive, dosisabhangige Wirkung
von Procalcitonin auf die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine (u. a. IL-1(3, IL-6 und
TNF-a) ist ebenfalls bekannt (WEI et al., 2008; LIAPPIS et al., 2011). Diese fungieren aber
auch, wie im vorherigen Absatz bereits beschrieben, als primare Anreger der PCT-Synthese,
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so dass die gegenseitige Stimulierung dieser Proteine ein entscheidender Punkt fir die
Aufrechterhaltung und Amplifizierung entzindlicher Prozesse wahrend einer Infektion zu sein
scheint (MATWIYOFF et al., 2012).

Da Stickstoffmonoxid durch seine vasodilatierende Wirkung eine zentrale Rolle im Rahmen
septischer Zustande spielt, wurde durch verschiedene In-vitro-Versuche an glatter
GefalBmuskulatur untersucht, ob Procalcitonin die Expression der induzierbaren
Stickstoffmonoxid-Synthase (iINOS) beeinflusst. Dabei stellte sich heraus, dass die
Modulierung der NO-Produktion durch Procalcitonin ein zeitabhangiger Prozess ist. Nur die
Zugabe von PCT nach Prastimulierung der glatten Muskelzellen mit LPS und pro-
inflammatorischen Zytokinen (TNF-o und IFNYy), resultierte in einer konsistenten Erhdhung
sowohl der iINOS-Expression als auch der daraus folgenden NO-Synthese. Die gleichzeitige
Applizierung aller Mediatoren, fihrte dagegen zu einer reduzierten Aktivitdt des Enzyms.
Diese Ergebnisse untermauern also auch die Hypothese, dass Procalcitonin eher fir die
Unterhaltung bzw. Steigerung und nicht fir die Initiierung der entzindlichen Reaktion
zustandig ist (HOFFMANN et al., 2001; HOFFMANN et al., 2002).

Abschliellend wurde durch die Arbeitsgruppe von SEXTON und Kollegen (2008) untersucht,
ob und wie Procalcitonin mit den Rezeptoren der Calcitonin-Familie interagiert. Mittels
Messung der cAMP-Aktivitat stellte sich heraus, dass PCT ein potenter partieller Agonist des
CGRP1-Rezeptors darstellt. Das calcitonin gene related peptide wird somit durch
Pocalcitonin daran verhindert, seine positiven Wirkungen auf den Organismus im Rahmen
septischer Prozesse zu entfalten, was eine weitere Erklarung fur die toxischen Mechanismen
dieses Proteins sein konnte (SEXTON et al., 2008).

2.3.5 PCT als Marker in der Humanmedizin

2.3.5.1 Positive Eigenschaften des PCTs und Vergleich mit anderen Biomarkern

Die von MEISNER (2010, 2014) beschriebenen positiven Eigenschaften von Procalcitonin
als Marker infektidser Zustande beim Menschen sollen folgend zusammengefasst werden.
Nach einem adaquaten Stimulus wird Procalcitonin rasch induziert und ist bereits innerhalb
von zwei bis sechs Stunden im Blut nachweisbar, so dass eine friihzeitige Diagnose
septischer Zustande moglich ist. Die hochsten Konzentrationen kdénnen nach 12 bis 48
Stunden gemessen werden. Die klinische Halbwertszeit, die bei kranken Patienten auf der
Intensivstation beobachtet wurde, betragt etwas langer als einen Tag (circa 25-30 Stunden).
Auflerdem stellt sich PCT als sehr dynamischer Marker mit hohem pradiktivem Wert dar.
Zum einen korreliert der Parameter gut mit dem Schweregrad der Erkrankung und erlaubt
somit eine Einschatzung bezlglich des Letalitatsrisikos. Zum anderen wurden, bei
fortschreitender Genesung auch Ruickgange in der PCT-Plasma-Konzentration beobachtet.
Im klinischen Alltag wird eine Uber drei Tage anhaltende Senkung des PCT-Wertes um mehr
als 30 % gegenlber dem vorherigen Tag mit dem Anschlagen der Therapie und folgend mit
einer gunstigen Prognose verbunden. Vor allem bei Patienten mit Atemwegserkrankungen
wird PCT zur Steuerung der antibiotischen Therapie herangezogen (Abschnitt 2.3.5.3.3).
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Durch die strikte Regulation seiner Induktion ist PCT des Weiteren ein sehr spezifischer
Anzeiger infektidser Prozesse. Andere Messgrolien, die zurzeit in der Routinediagnostik
entziindlicher Geschehen eingesetzt werden, zeigen im Vergleich zu Procalcitonin einige
Mangel. Das Akute-Phase-Protein ,C-Reaktives-Protein® (CRP) zum Beispiel ist durch
langere Reaktionszeiten gekennzeichnet (Tage statt Stunden) und korreliert nur schwach mit
dem Krankheitsverlauf. Zusatzlich steigt CRP auch bei Entzindungen nicht-bakterieller
Ursache deutlich an, so dass eine Differenzierung zwischen Inflammation und Infektion
anhand dieses Markers nicht mdglich ist. Das proinflammatorische Zytokin Interleukin-6 zeigt
wie PCT einen guten Bezug zum Schweregrad der Erkrankung, allerdings ist auch in diesem
Fall die Induktion nicht zwingend an eine bakterielle Infektion gekoppelt. Des Weiteren wird
IL-6 sehr schnell gebildet und wieder abgebaut, so dass hohe Schwankungen im Blutplasma
vorkommen kénnen. Wahrend PCT eine hohe Stabilitdt in der entnommenen Blutprobe
(sowohl frisch als auch tiefgeklhlt) aufweist und keine speziellen Mallnahmen fiir Lagerung
und Transport bendtigt, sind Zytokine deutlich komplizierter zu handhaben. Vollblut muss
schnell gekuhlt und abzentrifugiert werden, um den mdglichen Abbau oder Neubildung der
Interleukine zu vermeiden. Trotz all dieser Vorteile von Procalcitonin und seiner hohen
Spezifitat konnen auch fir diesen Marker Ausnahmesituationen auftreten. Erhdhte PCT-
Blutwerte wurden auch bei verschiedenen nicht-infektiosen Geschehen beobachtet, und
umgekehrt sollte auch bei niedrigen Procalcitonin-Konzentrationen die Eventualitat einer
bakteriellen Infektion nicht a priori ausgeschlossen werden. Eine sichere Diagnose kann nur
unter Berucksichtigung des Gesamtbildes (klinisches Bild, PCT und eventuell weitere
krankheitsspezifische Parameter) gestellt werden.

2.3.5.2 PCT als Marker von Infektion und Sepsis

Schon in den 1970er Jahren wurde festgestellt, dass die Hypokalzdmie ein haufiger Befund
bei septischen Patienten ist (TAYLOR et al., 1978). Im Jahre 1993 wurde Procalcitonin
erstmals durch die Arbeitsgruppe von ASSICOT als sepsisassoziiertes Protein beschrieben
und in einer spateren Studie fanden MULLER und Kollegen (2000) eine Korrelation zwischen
erniedrigten Kalziumspiegeln und erhéhten PCT-Werten im Blut schwerkranker Patienten.

Unter dem Terminus ,Sepsis® versteht man in der Humanmedizin eine systemische
Entzindungsreaktion des Organismus, die durch eine bakterielle Infektion verursacht wird.
Je nach Schweregrad werden vom American College of Chest Physicians (ACCP) und der
Society of Critical Care Medicine (SCCM) verschiedene Stadien der systemischen
Inflammation bzw. Infektion definiert (KAUR et al., 2013). Eine genaue und zeitnahe
Diagnose ist bei septischen Geschehen entscheidend, um mdoglichst frih eine passende
Therapie einzuleiten und die hohen Sterblichkeitsraten zu reduzieren. Der mikrobiologische
Nachweis mittels Blutkulturen ist aufwendig und zum Teil ungenau, sodass in den letzten
Jahren das Interesse an fur die Diagnose infektioser Prozesse geeigneten Markern
gestiegen ist (BRUNKHORST und REINHART, 2009). Verschiedene Studien haben gezeigt,
dass PCT sehr schnell und spezifisch auf bakterielle Stimuli reagiert und somit eine
Differenzierung zu Erkrankungen anderer Ursache wie zum Beispiel virale Infekte und
Autoimmunerkrankungen erméglicht. Aulerdem ist PCT in der Lage, zwischen lokalen und
schweren systemischen bakteriellen Infektionen zu unterscheiden, da im letzteren Fall
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deutlich héhere Konzentrationen im Blutkreislauf auftreten (MEISNER, 2010, 2014). Eine
weitere wichtige Eigenschaft dieses Markers ist die Ubereinstimmung mit dem Schweregrad
der Sepsis und dem Kklinischen Verlauf. Bei steigenden oder dauerhaft erhéhten PCT-
Blutwerten ist die Progression einer einfachen Infektion zur schweren Sepsis oder gar zum
septischen Schock sehr wahrscheinlich (HARBARTH et al., 2001; CASTELLI et al., 2004;
KARLSSON et al.,, 2010). Unter dieser Indikation ist Procalcitonin in den USA als
Sepsismarker durch die Food and Drug Administration (FDA) zugelassen, allerdings wird
auch hier auf die gleichzeitige Betrachtung des Kklinischen Status streng verwiesen
(MEISNER, 2010).

2.3.5.3 PCT als Marker von Atemwegserkrankungen

2.3.5.3.1 Hintergrund

Der Respirationstrakt ist beim Menschen einer der Hauptausgangspunkte fir die Entwicklung
schwerer systemischer Infektionen. Durch das weite Spektrum an mdglichen Erkrankungen
und den relativ unspezifischen klinischen Parametern (Symptomatik, CRP, Leukozyten,
Rontgen) gestaltet sich eine Diagnose bzw. Differenzierung zwischen den einzelnen
Krankheiten als Herausforderung fur den behandelnden Arzt. Um das Risiko einer
schlechten bis infausten Prognose zu vermeiden, werden Antibiotika oft direkt verschrieben,
ohne dass eine klare Diagnose gestellt wurde und obwohl bekannt ist, dass viele akute
Erkrankungen der tiefen Atemwege viraler Ursache sind. Aus dieser Sicht besteht die
Notwendigkeit, geeignete Marker zu finden, die den diagnostischen Prozess unterstitzen
kénnen und gleichzeitig dem UbermaRigen Gebrauch an Antibiotika bzw. der Entstehung
bakterieller Resistenzen entgegenwirken. In den letzten Jahren hat Procalcitonin also als
Anzeiger infektioser Geschehen auch in diesem Bereich an Aufmerksamkeit gewonnen
(WROBLEWSKI und MARCISZ, 2009).

2.3.5.3.2 PCT zur Diagnose und Differenzierung verschiedener Atemwegserkrankungen

Ein GrofRdteil der Studien bezuglich der Anwendung von Procalcitonin als diagnostisches
Mittel zur Identifizierung bzw. Differenzierung verschiedener humaner
Atemwegserkrankungen brachte positive Ergebnisse. In den meisten Untersuchungen
wurden die PCT-Konzentrationen im Blutplasma oder -serum der lungenkranken Patienten
gemessen. Bereits in den 1980er Jahren fanden BECKER und Kollegen (1981) erhdhte
Calcitonin-Konzentrationen im Serum von Patienten mit verschiedenen Lungenkrankheiten.
In einer spateren Studie beobachteten NYLEN et al. (1996) ebenfalls signifikant héhere
Blutwerte fur totales Calcitonin bei Patienten mit infektidser Lungenentzindung im Vergleich
zu lungengesunden Kontrollen. Des Weiteren zeigten sie durch Gelfiltration, dass es sich bei
den detektierten Proteinen groRtenteils um Vorstufen des Hormons handelte (u. a.
Procalcitonin).

Einige Autoren demonstrierten die Ndutzlichkeit von PCT fur die Unterscheidung von
Pneumonien verschiedener Art bzw. Atiologie. HEDLUND und HANSSON (2000)
registrierten deutlich niedrigere PCT-Werte bei Patienten mit atypischer (u. a. Mykoplasmen,
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Chlamydien, Legionellen) statt typischer (u.a. Streptokokken, Staphylokokken,
Pseudomonaden, hamophile Stdmme) ambulant erworbener Pneumonien (CAP, community
acquired pneumonia). Dies wurde auch spater durch die Arbeitsgruppe von PRAT (2003,
2006) bestatigt: Hier waren die Procalcitonin-Konzentrationen bei durch Pneumokokken
(Streptococcus pneumoniae) entstehenden Lungenentziindungen im Vergleich zu anderen
Atiologien besonders hoch.

Auch bei der Gegenlberstellung von durch das Influenza-Virus induzierte CAP mit dem
bakteriell bedingten Pendant war eine Unterscheidung mittels PCT méglich (PIACENTINI et
al.,, 2011). PEREIRA et al. (2013) fanden bei Patienten mit schwerer CAP, dass sehr hohe
Werte mit einer Pneumokokken-Bakteriamie assoziiert sind (cut-off-Wert: 17 ng/ml).
Untersuchungen an Patienten, die wahrend des Krankenhausaufenthaltes eine
beatmungsassoziierte Pneumonie (VAP, ventilator associated pneumonia) entwickelten,
fuhrten zu widersprichlichen Ergebnissen. Einige Autoren waren in der Lage, mittels der
PCT-Konzentrationen im Serum beatmeter Patienten mit Verdacht auf Lungenentziindung
zwischen VAP (mikrobiologischer Nachweis positiv) und nicht-VAP (mikrobiologischer
Nachweis negativ) zu unterscheiden (DUFLO et al., 2002; RAMIREZ et al., 2008). Dagegen
fanden LINSSEN et al. (2008) und JUNG et al. (2010), dass Procalcitonin weder in der
bronchoalveolaren Lavage noch im Serum einen geeigneten Marker fUr diese Fragestellung
darstellt.

Weitere Arbeitsgruppen beschaftigten sich mit der Messung von PCT im Kreislauf von an
Tuberkulose erkrankten Patienten: Eine Abgrenzung zu klassischen Formen der
Lungenentzindung (ambulant oder nosokomial) war durch die bei Tuberkulose deutlich
niedrigeren PCT-Werte mdglich (POLZIN et al., 2003; NIU et al., 2013).

Im Falle schwer verlaufender interstitieller Pneumonien waren die Messungen von
Procalcitonin im Serum sehr hilfreich, um diese von ahnlichen Krankheitsbildern mit
infektidsen Ursachen abzugrenzen und somit die richtige Therapie zu wahlen (NAGATA et
al., 2013).

Bei chronischen Lungenerkrankungen wie Asthma und COPD (chronic obstructive
pulmonary disease) wurden ebenfalls messbare PCT-Blutkonzentrationen beobachtet,
allerdings bewegten sich hier die Werte in einem deutlich niedrigeren Bereich als bei
bakteriellen Pneumonien (BEFADHEL et al., 2011; PORFYRIDIS et al., 2014). Nur im Falle
einer bakteriell bedingten Exazerbation steigen die PCT-Werte auch bei chronischen
Atemwegserkrankungen im Blut stark an, sodass hier das Protein zur Entscheidung fir oder
gegen eine antibiotische Behandlung genutzt werden kann (BRIGHTLING, 2013; WU et al.,
2013).

Des Weiteren fanden einige Autoren erhdhte PCT-Spiegel in Blut und zum Teil auch in der
BALF von Patienten mit akutem progressivem Lungenversagen (ARDS, adult respiratory
distress syndrome) bzw. akuter Lungenschadigung (ALI, acute lung injury) (STILETTO et al.,
2001; LEDERER et al., 2013).

AbschlieRend zeigten WALSH et al. (2013), wie Procalcitonin in der Auswertung von
Rontgenaufnahmen helfen kann. Bei der Beurteilung der Rdntgenbilder von Patienten mit
verschiedenen Atemwegserkrankungen, korrelierten die im Serum gemessenen PCT-
Konzentrationen mit dem Ausmal der identifizierten Infiltrate. Auch bei der Interpretation
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unbestimmter Bilder, also wo eine klare Aussage fir oder gegen das Vorhandensein einer
Pneumonie nicht méglich war, hatte PCT einen moderaten Vorhersagewert.

2.3.5.3.3 PCT zur Steuerung der Antibiotika-Therapie

Die Moglichkeit einer PCT-gesteuerten antibiotischen Therapie wurde erstmals an Patienten
mit Atemwegserkrankungen gepruft (MEISNER, 2010). Dazu wurden verschiedene
Interventions- bzw. randomisierte kontrollierte Studien durchgefiihrt. Zunachst wurden die
Patienten anhand unspezifischer Symptome wie Husten und Dyspnoe (CHRIST-CRAIN et
al., 2004) ausgewahlt und spater auch nach speziellen Krankheitsbildern wie Pneumonie
(CHRIST-CRAIN et al., 2006; STOLZ et al., 2009), exazerbierte COPD (STOLZ et al.,
2007a) und Asthma (TANG et al., 2013) selektiert. Eine Ubersicht mit einigen ausgewahlten
Studien zu dieser Thematik ist in Tabelle 2 aufgefuhrt. Fur all diese Untersuchungen wurden
dieselben Behandlungsalgorithmen angewandt, die in Abbildung 3 dargestellt sind.
Insgesamt wurde gezeigt, dass durch eine PCT-gestlitzte Diagnose die Verschreibung von
Antibiotika und die damit verbundene Behandlungsdauer signifikant reduziert werden kdnnen
(siehe Tabelle 2), ohne dabei die Gesundheit bzw. den Genesungsprozess des Patienten zu
gefahrden.
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PCT-Werte [pg/l]

<01 0,1-0,25 0,25-0,5 >0,5
Infektion sehr Infektion Infektion Infektion sehr
unwahrscheinlich unwahrscheinlich wahrscheinlich wahrscheinlich
AB vorenthalten! AB vorenthalten AB starten oder AB starten oder
fortsetzen fortsetzten!

Abb. 3: PCT-Richtwerte zur Leitung einer antibiotischen Behandlung (AB) bei Erkrankungen
der Atemwege des Menschen, modifiziert nach SCHUETZ et al. (2007).

Tab. 2: Ausgewahlte Interventionsstudien zur Steuerung der antibiotischen Behandlung (AB)
verschiedener Atemwegserkrankungen mittels PCT-Messung.

AB erhalten AB erhalten

Autoren Jahr  Studienname Fidlle Krankheit PCT-Gruppe  Kontrollen
CHRIST-CRAIN etal. 2004 ProRESP 243 divers 44 % 83 %
CHRIST-CRAIN etal. 2006 ProCAP 302 CAP 85 % 99 %
STOLZ et al. 2007a ProCOLD 208 COPD 40 % 72 %
BRIEL et al. 2008 PARTI 458 divers 25 % 97 %
SCHUETZ et al. 2009 ProHOSP 1.359 divers 75,4 % 87,7 %
STOLZ et al. 2009 ProVAP 101 VAP 10T 15T
BURKHARDT et al. 2010 - 550 divers 21,5 % 36,7 %
TANG et al. 2013 - 255 Asthma 46,1 % 74,8 %
CAP = community acquired pneumonia (ambulant erworbene Pneumonie), VAP = ventilator

associated pneumonia (beatmungsassoziierte Pneumonie), COPD = chronic obstructive pulmonary
disease (chronisch obstruktive Lungenerkrankung), % = Anzahl der Patienten pro Gruppe, die einer
antibiotischen Therapie unterzogen wurden, T = Dauer der antibiotischen Therapie in Tagen
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2.3.5.3.4 Prognostischer Wert von PCT bei Atemwegserkrankungen

Viele Studien zeigten, dass Procalcitonin wie bei Sepsis auch im Falle von
Lungenentzindungen Hinweise bezlglich eines guten oder schlechten Verlaufs sowie
hinsichtlich des Mortalitatsrisikos geben kann.

Die Arbeitsgruppe von PRAT (2006) fand, dass bei Pneumonien mit unterschiedlicher
bakterieller Atiologie hohe PCT-Konzentrationen im Blutserum mit einer Einstufung in hdhere
Risikoklassen des PSI-Scores (pneumonia severity index) Korrelierten. In einer
multizentrischen Studie mit CAP-Patienten waren niedrige PCT-Werte unabhangig von der
PSI-Klasse mit einem geringen letalen Risiko verbunden (HUANG et al., 2008). OKIMOTO
und Kollegen (2009) fanden ebenfalls einen positiven Zusammenhang zwischen
Procalcitoninspiegel im Serum und Schweregrad der ambulant erworbenen Pneumonie.
Ahnlich wie DUFLO et al. (2002) demonstrierten auch SELIGMAN und Kollegen (2006) an
Patienten mit beatmungsassoziierter Pneumonie, dass niedrigere PCT-Werte bzw. eine
Senkung dieser in den ersten vier Behandlungstagen mit hoheren Uberlebensraten
assoziiert sind. Auch bei im Pflegeheim erworbener Pneumonie (NHAP, nursing home
acquired pneumonia) wurden die héchsten Markerkonzentrationen bei nicht Gberlebenden
Patienten und bei solchen mit grampositiven Infektionen gemessen (PORFYRIDIS et al.,
2014).

Bei chronischen Lungenkrankheiten ist PCT, wie in den obigen Absatzen bereits
beschrieben, zur Identifizierung bakterieller Komplikationen sehr hilfreich. EMPORIADOU
und Kollegen (2005) gelang es nicht, eine Differenzierung verschiedener Asthmastadien
anhand von Serum-PCT bei Kindern durchzufiihren. Bei unterschiedlichen Graden der
Obstruktion wurden hier &ahnliche Procalcitoninkonzentrationen nachgewiesen. Anders
beobachteten TANG et al. (2013) bei Patienten mit schwerem Asthma signifikant hdhere
PCT-Werte als bei solchen mit nur moderater bzw. milder Auspragung der klinischen
Symptome. In einer Studie an Patienten mit exazerbierter COPD demonstrierten STOLZ et
al. (2007b), dass PCT nur flr eine kurzfristige prognostische Bewertung Bedeutung hat. Eine
Senkung der Konzentrationen des Markers wurde hier 14 Tage, jedoch nicht 6 Monate nach
Einstellung im Krankenhaus registriert.

Zuletzt ist die Arbeit von LEDERER et al. (2013) zu nennen, wo die Autoren, bei Patienten
mit ARDS eine Korrelation zwischen Schweregrad der Lungenlasionen und Héhe der PCT-
Werte in Blutserum nachweisen konnten.

2.3.5.4 Moderne Methoden zum Nachweis von PCT in der Humanmedizin

Auf dem Markt gibt es zurzeit verschiedene Assays zum Nachweis humanen Procalcitonins.
All diese Verfahren basieren auf einem von der Firma BRAHMS GmbH (Henningsdorf,
Deutschland) entwickelten Sandwich-Immunoassay und sind in der Lage, das intakte Protein
und das Bruchstick CT:CCP-1 (Calcitonin + Katacalcin) zu detektieren. Der aktuelle
Goldstandard, der bis jetzt die weiteste Anwendung in Klinik und Wissenschaft gefunden hat,
ist der automatisierte Sensitive Kryptor® der Firma BRAHMS (RASCHER, 2014). Er zeichnet
sich durch eine schnelle Messzeit (19 Minuten), eine sehr gute funktionale Sensitivitat (0,06
ng/ml) und einen recht weiten Messbereich (0,02-50 ng/ml bzw. bis 5000 ng/ml bei
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verdunnter Probe) aus. Diese Charakteristika erlauben eine rasche PCT-Bestimmung mit der
Méoglichkeit, auch sehr niedrige Spiegel zu erfassen und somit auch lokale Geschehen zu
identifizieren (z. B. Atemwegserkrankungen). Allerdings besteht ein schwerwiegender
Nachteil darin, dass die Ausfiihrung des Tests durch den komplexen Aufbau und die teure
Ausstattung sehr aufwandig und somit nicht fir den klinischen Alltag geeignet ist
(WROBLEWSKI und MARCISZ, 2009; RASCHER, 2014).

RASCHER (RASCHER, 2014; RASCHER et al., 2014) beschreibt in ihren Arbeiten die
Entwicklung eines neuen Fluoreszenz-lImmunoassays fir die Messung von Procalcitonin
mittels eines TIRF (total internal reflection fluorescence)-basierten Gerats. Mithilfe ihrer
Arbeitsgruppe entwickelte sie zunachst einen ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)
zum Nachweis humanen PCTs in EDTA-Plasma. AnschlieRend wurde dieser Assay auf ein
von der Firma pes diagnosesysteme GmbH (Markkleeberg, Deutschland) entwickeltes
Tischgerat Ubertragen. Durch die schnelle Messzeit (< 9 Minuten), die gute Sensitivitat in
Plasma (LOD, limit of detection: 0,04 ng/ml; LOQ, limit of quantification: 0,12 ng/ml) und
Vollblut (LOD: 0,02 ng/ml; LOQ: 0,09 ng/ml) sowie die einfache Handhabung eignet sich das
Gerat fur eine patientennahe Diagnostik (POCT, point-of-care testing). Beim Vergleich
gemessener Plasmaproben mit dem Goldstandardgerat Kryptor® von BRAHMS zeigten sich
des Weiteren sehr gute Korrelationen (Korrelationskoeffizient: 0,94-0,99).

2.3.6 PCT als Marker in der Tiermedizin
2.3.6.1 PCT als Marker beim Pferd

2.3.6.1.1 Charakterisierung und erste Studien zu equinem PCT

Beim Pferd wurde Procalcitonin erstmals durch die Arbeitsgruppe von TORIBIO
charakterisiert (TORIBIO et al., 2003). Die Untersuchungen seiner Arbeitsgruppe zeigten,
dass equines PCT (ePCT: 115 AS und 12,5 kDa Gewicht) eine groe Ubereinstimmung mit
humanem PCT besitzt (insgesamt 74 %). Im Kernbereich, der die Sequenz des Calcitonins
beinhaltet, betragt diese Homologie sogar 90 %, wahrend die Ahnlichkeit im Bereich des
Katacalcins am niedrigsten ist (38 %). Mittels real-time PCR fanden TORIBIO und Kollegen
(2003) auBerdem heraus, dass Calcitonin (und somit auch seine Vorlaufer) nicht nur in der
Schilddriise, sondern auch in Leber und Hypophyse des Pferdes exprimiert werden.

Eine mit akuten Krankheitszustdnden einhergehende Hypokalzamie wurde wie beim
Menschen auch bei dieser Tierart beobachtet (TORIBIO, 2011a). Erniedrigte
Blutkalziumspiegel wurden bei adulten Pferden mit schwerer Kolik (GARCIA-LOPEZ et al.,
2001) bzw. Entzindung des Darmes (TORIBIO et al., 2001) und bei adulten Pferden mit
induzierter Endotoxamie (TORIBIO et al., 2005) beobachtet. Bei Fohlen, bei denen die
Entwicklung einer Sepsis in den ersten Lebenstagen als eine der wichtigsten Verlustgriinde
gilt, wurden hypokalzamische Zustande in Verbindung mit schweren Krankheitszustanden
ebenfalls beobachtet (HURCOMBE et al., 2009).
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In einer weiteren Studie untersuchte MITCHELL (2006) anhand eines fur Ratten-a-CGRP
entwickelten ELISAs, die Konzentrationen des mit Procalcitonin verwandten Peptids im
Serum von Fohlen und adulten Pferden mit SIRS (systemic inflammatory response
syndrome)-Symptomen. Dabei waren die CGRP-Konzentrationen bei schwer kranken
Pferden im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren deutlich erhéht. Auch bei experimenteller
Sepsisinduktion mittels Endotoxininfusion narkotisierter Pferde konnte die Autorin einen
steigenden Trend fiur CGRP nachweisen. Zur Beurteilung von schwerer Entziindung und
Sepsis wurden auRerdem fir Fohlen (BREWER und KOTERBA, 1988) sowie adulte Pferde
(BREUER und SCHUSSER, 2012) spezielle Scoring-Systeme entwickelt.

Die Rolle des Procalcitonins als Marker infektidser Erkrankungen des Pferdes wurde bis
heute allerdings nur wenig untersucht, hauptsachlich aufgrund der in der Tiermedizin
fehlenden Nachweismethoden. Mittels eines fur die Humanmedizin entwickelten
Immunoassays konnte TORIBIO (nicht publizierte Daten, 2007) keine Unterschiede in den
PCT-Blut-Konzentrationen septischer bzw. endotoxamischer und gesunder Pferde
aufdecken (TORIBIO, 2011a). PUSTERLA et al. (2006) untersuchten das Vorhandensein
verschiedener Entzindungsmarker-Transkripte im Blut neugeborener Fohlen (< 5 Tage alt).
Hierbei konnten sie keine signifikanten Unterschiede in der mRNA-Bildung fur IL-1B, IL-6 und
PCT zwischen schwer kranken und gesunden Tieren nachweisen. Allerdings war die im
Schnitt beobachtete PCT-Expression aufgrund der breiten Spannweite der Werte bei
septischen Fohlen hoéher als bei solchen, die als nicht-septisch oder gesund klassifiziert
wurden. PUSTERLA (2006) rechtfertigt die Ergebnisse seiner Studie mit der Tatsache, dass
Procalcitonin auch beim Menschen von Leukozyten nicht in hohem Ausmal} exprimiert wird,
wahrend TORIBIO (2011a) den komplexen Aufbau des CALC-I-Gens hervorhebt und somit
die korrekte Herstellung der Primer-Sequenzen fur die angewandte PCR-Methode in Frage
stellt. Studien zur Untersuchung von Procalcitonin bei Pferden mit Atemwegserkrankungen
wurden, soweit der Autorin bekannt, noch nicht durchgefuhrt.

2.3.6.1.2 Entwicklung eines Sandwich-ELISAs zum Nachweis equinen PCTs

Ausgehend von der Annahme, dass Procalcitonin durch passende Nachweismethoden auch
beim Pferd als Marker bestimmter Krankheitszustande Anwendung finden kann, stellten
RIEGER und Kollegen (2014) unter Mitwirkung der Arbeitsgruppe von Prof. GEHLEN (Klinik
fur Pferde, Freie Universitat Berlin) einen Sandwich-ELISA zum Nachweis equinen PCTs
her. Das Prozedere wird im Folgenden zusammengefasst. Eine detailliertere Auffassung
dazu ist in den Publikationen von KOCHLEUS (2014), RASCHER (2014) und RIEGER et al.
(2014) zu finden. Durch die hohe Ubereinstimmung in bestimmten Sequenzabschnitten des
Procalcitonins bei Mensch und Pferd konnte eine Anpassung des fur die Humanmedizin von
RASCHER (2014) entwickelten ELISAs erfolgen. Equines rekombinantes PCT und die
bereits von RASCHER (2014) angewandten monoklonalen Ratten-Antikdrper (mAK) wurden
in verschiedenen Abteilungen des Helmholtz Zentrums Munchen hergestellt. Dabei lieferte
das mAK-Paar CALCA 3C5 (gegen humanes Calcitonin) und CALCA 4F6-B (gegen
humanes N-PCT) auch fir die Erkennung der jeweiligen equinen PCT-Abschnitte gute
Ergebnisse. Als Standardlésung fir den ELISA wurde Blutplasma eines klinisch gesunden
Pferdes genutzt und als ,0-Plasma*“ definiert. Um mdgliche Hintergrundsignale zu reduzieren,
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wurden auflerdem verschiedene Zusatze getestet. Die Zugabe von 50 pg/ml des Ratten-
Antikérpers CAD8-7H1 (derselben Subklasse wie die bereits angewandten mAK) war dabei
die beste Alternative, da hiermit eine Senkung des Rauschens von 80 % auf etwa 2,3 % des
maximalen Signals beobachtet wurde. Des Weiteren zeigte CAD8-7H1 durch die hohe
Konzentrierung die niedrigsten Verdinnungseffekte. Die Blockierung freier Bindungsstellen
erfolgte mit einer 3,3-prozentigen BSA (bovines Serum-Albumin)-Lésung. Nach Festlegung
der einzelnen Komponenten wurde der Assay in Anlehnung an die Richtlinien der
amerikanischen FDA (2013) charakterisiert. Im festgelegten Arbeitsbereich von 25 bis 1.000
ng/ml zeigte der Assay die niedrigsten Variationskoeffizienten (< 15 %) und erfullte somit die
Anforderungen der FDA. Die Wiederfindungsrate (recovery) in diesem Arbeitsbereich zeigte,
dass im Vergleich zur Soll-PCT-Konzentration etwas niedrigere Konzentrationen gemessen
wurden. Dies fuhren die Autoren auf Verdinnungseffekte zurlick. Abschliefend wurden
Standardkurven flr hrPCT und erPCT verglichen und die Kreuzreaktivitdt (CR, cross
reactivity) bestimmt. Der CR-Wert betrug 490, sprich 1 ng/ml erPCT erzeugt nur 1/409 des
Signals von hrPCT. Da jedoch die Messungen equiner Plasmaproben zeigten, dass Pferde
uber deutlich héhere PCT-Konzentrationen verfigen als Menschen, hatte der gemessene
CR-Wert kaum negative Auswirkung auf die Detektion.

Mit dem fertigen equinen ELISA wurden anschlielend erste Messungen durchgefihrt.
Plasma-Proben von insgesamt 29 Pferden wurden durch die Klinik fur Pferde der Freien
Universitat Berlin bereitgestellt. In Anlehnung an den Sepsis-Score von BREUER und
SCHUSSER (2012) wurden die Tiere als septisch (Gruppe A, 5 Pferde, = 7 Punkte), gesund
bzw. fraglich septisch (Gruppe B, 4 Pferde, 4-6 Punkte) und sicher gesund (Gruppe C, 20
Pferde, < 3 Punkte) definiert. Da das angewandte 0-Plasma von einem gesunden Pferd
stammte, jedoch nicht purifiziert wurde, stellen die gemessenen Konzentrationen nur relative
Werte dar, welche im Bezug auf das PCT-Grundlevel des 0-Plasmas betrachtet werden
mussen. Trotzdem zeigten im Schnitt septische Pferde (8450 ng/ml) im Vergleich zu den
restlichen Probanden (47 ng/ml) signifikant hdhere PCT-Plasma-Konzentrationen. Durch den
von RIEGER et al. (2014) entwickelten ELISA-Test wurden weiterhin hohe PCT-
Konzentrationen im Blutplasma endotoxamischer Pferde nachgewiesen (TESCHNER et al.,
2015).

Mit diesem Assay besteht also erstmals die Mdglichkeit, Procalcitonin beim Pferd zu messen
und dabei kranke Individuen von gesunden zu unterscheiden.

2.3.6.2 PCT als Marker bei anderen Tierarten

Erste Messungen von Procalcitonin bei Tieren erfolgten im Rahmen verschiedener
experimenteller Modelle an Ratten, Hamstern, Schweinen und Pavianen (siehe dazu
Abschnitt 2.3.4). In den meisten Studien wurde ein septischer Zustand der Tiere erzeugt und
anschlieBend die Induktion und Kinetik des Markers bzw. die Auswirkungen von dessen
Immunneutralisierung untersucht. Zur Messung kamen dabei oft Gerate aus der
Humanmedizin zur Anwendung (BRAHMS GmbH) und es wurde davon ausgegangen, dass
diese tierisches sowie humanes PCT gleichermalRen erkennen (MEISNER et al., 2003). In
anderen Versuchen wurden Kaninchen gegen Bruchstlicke des zu untersuchenden PCTs
(z. B. porcines PCT) immunisiert. AnschlieBend wurden die entstehenden Antikérper
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gewonnen und in einem Radioimmuno-Assay zur PCT-Bestimmung eingesetzt (MARTINEZ
et al.,, 2001; WAGNER K. E. et al., 2002).

Laut KOCHLEUS (2013) sind diese Methoden allerdings nicht ausreichend an die zu
bestimmenden Proteine angepasst und besitzen somit geringe Genauigkeit. Tierarten
differenzieren sich untereinander auch bezlglich der PCT-Sequenzen, sodass die
Notwendigkeit besteht, speziesspezifische bzw. ausreichend adaptierte Assays zu
entwickeln, wie es bei der Herstellung des equinen ELISAs der Fall ist (siehe Abschnitt
2.3.6.1.2).

Beim Hund wurde Procalcitonin erstmals im Jahre 1991 durch die Arbeitsgruppe von MOL
charakterisiert (MOL et al., 1991). Daraufhin fihrten KUZI und Kollegen (2008) erste
Untersuchungen zur Expression caniner PCT-mRNA in Vollblut gesunder und erkrankter
Tiere durch. Dabei beobachteten sie bei gesunden Hunden signifikant niedrigere Werte als
bei der kranken Gesamtheit. Eine Differenzierung der einzelnen Krankheitsgruppen anhand
der PCT-Expression war allerdings nicht moglich. Bei funf Hunden, bei denen die PCT-
mRNA zwei Mal bestimmt wurde, zeigten die Werte gute Korrelationen mit dem
Krankheitsverlauf. Somit kénnte auch bei dieser Tierart wie beim Mensch der Marker
prognostische Bedeutung haben. In einer spateren Studie von GIUNTI et al. (2010) wurde
die Expression des CALC-I-Gens in verschiedenen Geweben von Hunden mit
diagnostizierter SIRS und in gleichen Proben finf gesunder Kontrollen untersucht. Die RT-
PCR zeigte bei kranken Hunden eine erhohte Transkription des Gens in verschiedenen
Organen (Milz, Lunge, Leber), wahrend die CALC-I-Expression bei gesunden Individuen nur
in der Schilddrise nachgewiesen wurde. Aufgrund eines zurzeit fehlenden Goldstandards
zur Detektion von caninem Procalcitonin versuchten FLORAS und Kollegen (2014) einen fir
den Hund bereits auf dem Markt vorhandenen ELISA-Test (EIAab Science Co. Ltd., Wuhan,
China) zu validieren. Dieser ausschlieRlich fir die Forschung bestimmter Assay war
allerdings in dieser Studie nicht in der Lage, rekombinantes canines PCT zu erkennen, und
war durch groRe Variationskoeffizienten charakterisiert. Des Weiteren konnte durch
Massenspektrometrie kein PCT in der mit dem Kit gelieferten Standardlésung nachgewiesen
werden. Die Autoren raten davon ab, diesen ELISA zur Bestimmung von Procalcitonin beim
Hund weiterhin einzusetzen.

2.4 Glukokortikoid-Therapie

2.4.1 Die inhalative Glukokortikoid-Therapie bei Mensch und Pferd

Zur Therapie von humanem Asthma und COPD werden oft synthetische Kortikosteroide in
Kombination mit lang wirkenden B-Agonisten inhalativ verabreicht. Eine regelmafRige bzw.
langfristige Anwendung der potenten Entzindungshemmer kann allerdings mit
Kollateraleffekten wie Osteoporose, Gewichtszunahme und erhéhtem Infektionsrisiko
verbunden sein (ABRAMSON et al., 2014). Auch wenn die meisten Asthma-Patienten sehr
gut auf eine solche Behandlung ansprechen, wird in einigen Fallen infolge von
Kortikosteroid-Therapie keine Besserung der klinischen Symptomatik beobachtet
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(,Glukokortikoid-Resistenz“) (BARNES, 2010). Stabile COPD-Patienten reagieren allgemein
viel weniger empfindlich auf Steroide als Asthmatiker (BARNES, 2000). Im Falle von akuten
Asthma- oder COPD-Exazerbationen werden Glukokortikoide auch systemisch verabreicht
(BAUER et al., 2012; ABRAMSON et al., 2014).

Fur die inhalative Therapie chronisch obstruktiver Erkrankungen des Pferdes gibt es
verschiedene Praparate, welche aufgrund ihrer hohen Bindungsaffinitat zu
Glukokortikoidrezeptoren, der niedrigen oralen Bioverfugbarkeit und dem schnellen Abbau in
der Leber auch fir eine langfristige Behandlung geeignet sind. Allerdings sind diese in
Deutschland, aufgrund der bereits beschriebenen Probleme mit dem Arzneimittelgesetz, zur
Therapie von Pferden nur begrenzt erhaltlich (NIEDERMEIER und GEHLEN, 2009). Das bei
Asthmapatienten weitgehend eingesetzte Beclometason fiihrt auch bei COB-Pferden zu
einer Besserung der klinischen Symptomatik, der mechanischen Lungenfunktion und zum
Teil zu einer Reduzierung der Lungenentzindung (AMMANN et al., 1998; RUSH et al.,
1998a; RUSH et al., 1998b; RUSH et al., 2000; COUETIL et al., 2006). Andere Studien
belegen die positiven Effekte einer inhalativen Therapie mit dem potenten Wirkstoff
Fluticason. In einer Untersuchung von GIGUERE und Kollegen (2002) filhrte eine 21-tagige
Behandlung mit dem oben genannten Medikament bei exazerbierten COB-Patienten zu
einem vollstadndigen Ruckgang der klinischen Symptomatik und der BALF-Neutrophilie sowie
zu einer Optimierung der Lungenfunktionsparameter. Ahnliche Ergebnisse wurden auch
einige Jahre spater durch die Arbeitsgruppe von LAAN (2006b) erzielt. Des Weiteren zeigten
ROBINSON et al. (2009), dass hoch dosiertes Fluticason (6 mg alle 12 Stunden) auch zur
Prophylaxe von COB-Exazerbationen bei Patienten in Remissionsphase geeignet ist.
KAMPMANN und Kollegen (2001) untersuchten die Effekte einer inhalativen Budesonid-
Behandlung bei Pferden mit chronisch obstruktiver Atemwegserkrankung. Dabei zeigten
Tiere mit geringgradiger bis mittelgradiger COB eine deutliche Besserung des klinischen
Scores und der gemessenen Lungenfunktionswerte (aufer Resistance), wahrend
hochgradig erkrankte bzw. mit Placebo behandelte Pferde keine signifikanten Unterschiede
erwiesen. Die mangelnde Wirkung des Budesonids bei Patienten mit hochgradiger COB ist
laut der Autoren auf eine relativ kurze Behandlungsdauer (5 statt 10-14 Tage) und eine
aufgrund der starken Obstruktion reduzierte Diffusion des Medikaments in den kleinen
Atemwegen zurtckzufihren.

Trotz der allgemein guten Vertraglichkeit inhaltiv verabreichter Kortikosteroide ist die Gefahr
einer adrenokortikalen Suppression beim Pferd um einiges groRer als beim Menschen
(RUSH et al., 2000). Diese spiegelt die systemische Auswirkung des inhalierten Stoffes
wieder und ist proportional zur angewandten Dosierung, sodass das Risiko der Entwicklung
eines Hypoadrenokortizismus bei der Erstellung des Therapieplans immer bertcksichtigt
werden sollte (RUSH et al., 2000).

2.4.2 Molekulare Mechanismen der Glukokortikoid-Wirkung

Die molekularen Mechanismen der Glukokortikoid-Wirkung sind weitgehend bekannt und
kénnen wie folgt zusammengefasst werden (EBERHARDT und KILZ, 2003; BARNES, 2010):
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— Induktion der Expression bestimmter Gene (Transaktivierung)
— Ausschaltung proinflammatorischer Gene (Transrepression)
— Alternative Mechanismen (nicht genomische Effekte)

Naturliche und synthetische Glukokortikoide kdnnen als lipophile Stoffe die Zellmembran
passieren und im Zytosol an den Glukokortikoid-Rezeptor (GR) binden (EBERHARDT und
KILZ, 2003). Dabei handelt es sich um eine spezielle GR-Form namens ,GRa"“, welche vom
GRB-Typ abgegrenzt werden muss. Letzterer ist nicht in der Lage, Glukokortikoide zu binden
und fungiert als kompetitiver Inhibitor (BARNES, 2010).

Beim Prozess der Transaktivierung erfolgt zunachst eine Dimerisierung des o-Rezeptors,
welcher dann in seiner aktiven Form zum Zellkern transportiert wird. Der ligandgebundene
GRa interagiert schliellich mit hormonrezeptiven Abschnitten der DNA (glucocorticoid
response elements, GRE) und stimuliert somit die Transkription des entsprechenden Gens
(EBERHARDT und KILZ, 2003; BARNES, 2010). Uber Transaktivierung entfalten
Glukokortikoide hauptsachlich ihre hormonellen Wirkungen (EBERHARDT und KILZ, 2003),
allerdings kann auch die Bildung antiinflammatorischer Mediatoren Uber diesen Weg
stimuliert werden (BARNES, 2010). Weniger als 1 % der GR-regulieten Gene besitzen
,hegative glucocorticoid response elements (nGRE), welche zu einer Hemmung der
Transkription der jeweiligen Zielgene fuhren (EBERHARDT und KILZ, 2003). Dieser
Mechanismus scheint fir einige Nebenwirkungen der Glukokortikoide wie zum Beispiel die
Osteokalzinhemmung zustandig zu sein (BARNES, 2010).

Trotz der oben beschriebenen Ausnahme werden die meisten Gene Uber den indirekten
Weg der Transrepression inhibiert. Dieser besteht in der Hemmung bestimmter
Transkriptionsfaktoren wie NF-xB, AP-1 und Mitglieder der STAT-Familie, was zur
Blockierung der Produktion proinflammatorischer Mediatoren (u. a. Zytokine und Chemokine)
fuhrt. Dazu binden Glukokortikoide wie bereits beschrieben an ihren Rezeptor und
anschlielend an die jeweiligen aktivierten Transkriptionsfaktoren. Somit kdnnen
Glukokortikoide den Kontakt zwischen Transkriptionsfaktor und DNA verhindern (NF-«xB)
oder den Prozess im Zellkern nach erfolgter DNA-Transkriptionsfaktor-Verknipfung
unterdricken (AP-1). Diese Regulationsmechanismen sind fir die wichtigsten
immunmodulatorischen und entziindungshemmenden Effekte der Glukokortikoide zustandig
(EBERHARDT und KILZ, 2003).

Aulerdem koénnen Glukokortikoide auf posttranskriptioneller Ebene den Proteingehalt von
Zellen steuern. Eine destabilisierende Wirkung auf die mRNA bestimmter
Entzindungsfaktoren (z. B. TNF-a) ist bereits bekannt (BARNES, 2010).

Zusatzlich zu genomischen Glukokortikoidwirkungen, welche erst innerhalb von Stunden bis
Tagen auftreten, werden auch sehr rasch einsetzende Effekte beobachtet, die nicht Gber die
langwierigen transkriptionellen Prozesse erklart werden kénnen. Aus diesem Grund wird die
Existenz alternativer bzw. nicht genomischer Mechanismen diskutiert. Diesbezlglich ist
bekannt, dass Glukokortikoide sich auch in der Zellmembran integrieren und dort
membranstabilisierende Effekte ausuben (unspezifische nicht genomische Wirkung). Diese
positive Glukokortikoideigenschaft wird im Falle akuter Notfalle bzw. Schockzustinde
ausgenutzt. Des Weiteren wird vermutet, dass auch membranstandige GRs solche schnellen
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Wirkungen vermitteln kdnnen (spezifische nicht genomische Wirkung) (EBERHARDT und
KILZ, 2003).

Wie bereits erwahnt, sprechen einige Patienten kaum auf eine Glukokortikoidbehandlung an,
sodass man in solchen Fallen von einer tatsachlichen Therapieresistenz ausgeht. Die
zugrundeliegenden Mechanismen sind komplex und verschiedene Ursachen werden
diskutiert. Genetische Pradispositionen, gestérte Bindung an den GR-Rezeptor, vermehrte
Expression des kompetitiven Inhibitors GRB und ein exzessives Vorhandensein
proinflammatorischer Transkriptionsfaktoren stellen mogliche Faktoren dar (BARNES, 2013).
AulBerdem scheinen Th17-Zellen in diesem Prozess eine wichtige Rolle zu spielen:
Vermehrte Mengen dieses Zelltyps wurden bereits bei Patienten mit COPD und schwerem
Asthma gefunden (BARNES, 2013). Im murinen Modell wurde eine Th17-vermittelte und
Steroid-resistente Form der Atemwegsentzindung nachgewiesen (MCKINLEY et al., 2008).
Ferner zeigten In-vitro-Versuche, dass IL-17 eine Steigerung der GRpB-Expression in
peripheren mononuklearen Blutzellen verursacht und dieser Mechanismus auch nicht durch
Glukokortikoide beeinflusst wird (VAZQUEZ-TELLO et al., 2013).

2.4.3 Einfluss von Glukokortikoiden auf Immunmechanismen und Biomarker
der Entziindung

2.4.3.1 Effekte auf Zellen der Atemwege und des Inmunsystems

In den Atemwegen wirkt die Kortikosteroidtherapie der Becherzellen-Hyperplasie und der
exzessiven Mukus-Produktion entgegen (BOARDMAN et al., 2014). AulRerdem wird die im
Rahmen entzindlicher Prozesse stattfindende Leukozytenmigration stark von
Glukokortikoiden beeinflusst (FRANCHIMONT, 2004). Trotz unterstitzender Wirkung dieser
Stoffe auf das Uberleben und die Proliferation von neutrophilen Granulozyten inhibieren
Glukokortikoide bestimmte Adhasionsmolekule (z. B. L-Selectin) und Chemokine (z. B. IL-8,
CXC-Chemokine) und verhindern somit die Wanderung dieser Zellen zum Ort der
Entziindung. Durch diese Mechanismen entsteht eine Neutrophilenansammlung im Blut,
welche bei Patienten nach Kortikosteroidgabe typischerweise beobachtet wird
(FRANCHIMONT, 2004). Eosinophile und basophile Granulozyten werden durch
Glukokortikoide eher zur Apoptose gefihrt, wahrend Monozyten einer strikten
Glukokortikoidregulierung unterliegen, da auch hier die Transmigrationsprozesse Uber die
oben genannten Wege unterdrickt werden (FRANCHIMONT, 2004). Des Weiteren
unterstitzen Glukokortikoide durch Steigerung der Fahigkeit zur Antigenaufnahme und der
Phagozytosekapazitat die Funktion von dendritischen Zellen und Makrophagen
(FRANCHIMONT, 2004). Im Rahmen der adaptiven Immunitat ist die Glukokortikoidwirkung
stark vom Zeitpunkt der Verabreichung und vom herrschenden Immunmilieu abhangig.
Allgemein favorisieren Kortikosteroide die Ausbildung einer Th2-polarisierten Immunantwort,
wahrend der Th1-Typ uber die Hemmung der IL-12-Sezernierung indirekt inhibiert wird
(FRANCHIMONT, 2004; BOARDMAN et al., 2014). AuRerdem wurde eine Stimulierung der
Antikorperbildung (v. a. IgE) nachgewiesen. Auf der anderen Seite kontrastieren
Glukokortikoide jedoch die Ausbildung einer allergischen Typ-I-Reaktion, in dem sie die
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Aktion der Mastzellen unterdriicken. Somit werden die positiven Effekte dieser Wirkstoffe
trotz Th2- und IgE-Stimulierung bei Patienten mit Asthma oder Atopien erklart
(FRANCHIMONT, 2004).

2.4.3.2 Effekte auf die Freisetzung bestimmter Zytokine

Ein groRer Teil proinflammatorischer Zytokine (u.a. IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a) wird von
Glukokortikoiden inhibiert.  Gleichzeitig wird die Wirkung regulatorischer bzw.
antiinflammatorischer Mediatoren wie IL-10 und TGF-f unterstitzt (FRANCHIMONT, 2004).
In einer Ex-vivo-Studie isolierten BEWIG und BARTH (1993) Makrophagen aus der BALF
von Patienten mit Atemwegsobstruktion. Unter inhalativer Flunisolid-Behandlung zeigten
diese Zellen eine deutlich verringerte IL-1- und TNF-Produktion. In einer weiteren In-vitro-
Arbeit wurden pulmonale Epithelzellen und Alveolarmakrophagen mittels Staub und LPS
stimuliert und anschlieffend mit Glukokortikoiden inkubiert. Dabei waren sowohl Fluticason
als auch Budesonid in der Lage, die Zytokinfreisetzung aus Epithelzellen (IL-6, IL-8) und
Alveolarmakrohagen (IL-6, IL-8, TNF-a) zu reduzieren (EK et al., 1999). Ahnliche Ergebnisse
wurden auch in jingeren Studien erzielt, in denen Budenosid die In-vitro-Zytokinproduktion
LPS-stimulierter Blutmakrophagen bzw. -lymphozyten unterdriickte (DONNELLY et al., 2010;
RUDIGER et al., 2013). Allerdings zeigen weitere Untersuchungen, dass Glukokortikoide
auch antiinflammatorische Faktoren unterdriicken bzw. die proinflammatorische Aktion
neutrophiler Granulozyten unterstiitzen kénnen. So demonstrierten LANGEREIS und
Kollegen (2011), dass diese Zellen unter TNF-a-Stimulierung in vitro vermehrte Mengen an
IL-1B8 und IL-1Ra produzieren. AnschlieRend wurde gezeigt, dass Dexamethason IL-1Ra
deutlich effektiver inhibiert, sodass das Gleichgewicht zu Gunsten des proinflammatorischen
Zytokins (IL-1B) verschoben wird. Auf3erdem fand diese Arbeitsgruppe bei COPD-Patienten,
die taglich einer inhalativen Glukokortikoidbehandlung ausgesetzt waren, deutlich niedrigere
IL-1Ra-Plasma-Konzentrationen als bei asymptomatischen Rauchern bzw. gesunden
Kontrollpatienten, welche keiner Therapie folgten. Zur Wirkung von Glukokortikoiden auf das
proinflammatorische Interleukin-17 gibt es kontrastierende Berichte: Wahrend LU et al.
(2013) zeigten, dass die Erhéhung von IL-17 und IL-6 in der BALF von asthmatischen
Mausen durch eine intraperitoneale Dexamethason-Behandlung reduziert wird, besteht
andererseits die Hypothese, dass IL-17 an der Steroidresistenz bestimmter Patienten
beteiligt ist (siehe Abschnitt 2.4.2). SPEARS und Kollegen (2013) demonstrierten aul3erdem,
dass die Inhalation von Zigarettenrauch bei Asthmapatienten ebenfalls zu einer Resistenz
der Zytokine bzw. im Falle von IL-17 sogar zu einer Erhéhung der Sputumkonzentrationen
infolge von oraler Dexamethason-Behandlung fihrt.

In der Pferdemedizin gibt es nur wenige Daten zum Einfluss von Glukokortikoiden auf die
Expression bzw. Sezernierung proinflammatorischer Zytokine und diese widersprechen sich
zum Teil. In einer Studie von COUETIL et al. (2006) hatte eine zehntégige inhalative
Therapie mit niedrig dosiertem Beclometason keinen Einfluss auf die Aktivitat der
Transkriptionsfaktoren NF-xB und AP-1, welche in Bronchialepithelzellen von an COB
erkrankten Pferden bestimmt wurde. Die Autoren vermuten, dass die angewandte Dosis
zwar flr eine Besserung der Lungenfunktion, jedoch nicht flr eine Verminderung der
Lungenentziindung ausreichend war. GIGUERE und Kollegen (2002) zeigten, dass eine
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inhalative Therapie mit Fluticason die IL-1B-Expression in der BALF von exazerbierten COB-
Pferden nicht beeinflusst. Allerdings wurde in dieser Studie infolge der Behandlung eine
Senkung der IL-4-mRNA bzw. eine Steigerung der IFN-y/IL-4-Ratio beobachtet. Dies spricht
fur eine Abschwachung der Th2-Immunantwort zugunsten einer Th1-Polarisierung infolge
der Glukokortikoid-Verabreichung. Im Gegensatz dazu fanden PIETRA et al. (2008), dass
die Transkription verschiedener Zytokine (IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-y) in der BALF von
Pferden mit COB in Exazerbation infolge einer zweitagigen intramuskularen Dexamethason-
Behandlung deutlich abnimmt. Im Einklang dazu beobachtete auch die Arbeitsgruppe von
LAAN (2006b) nach Isolierung von Alveolarmakrophagen aus der BALF exazerbierter COB-
Pferde, dass diese infolge einer inhalativen Fluticason-Behandlung verminderte Mengen an
IL-1B8- und IL-8-mRNA produzieren. Anders wurde die Transkription des Interleukin-6 in
dieser Studie weder durch die Antigenstimulation noch durch die inhalative Behandlung
beeinflusst. Des Weiteren untersuchten DELUCA et al. (2008) die Auswirkung einer
Futterumstellung (Pellets statt Heu) mit und ohne assoziierter oraler Dexamethason-
Verabreichung auf Pferde mit chronischer Atemwegsobstruktion. Dabei fanden die Autoren,
dass beide Therapie-Varianten in der BALF zu einer deutlichen Abnahme der Transkription
proinflammatorischer Mediatoren flihrten. Allerdings waren die Effekte auf einige Zytokine
(u.a. IL-1B, IL-8) im Falle einer assoziierten Steroidtherapie starker ausgepragt. Eine
Veranderung der IL-6-Transkription infolge der Behandlungen wurde in dieser Studie nicht
beobachtet. In Bronchialepithelzellen zeigten die beiden Therapien gleiche Auswirkungen auf
die bestimmten Chemokine (u. a. IL-8), allerdings konnte keine Beeinflussung pro- (TLR4)
sowie antiinflammatorisch (IL-1R2) fungierender Rezeptoren nachgewiesen werden.
AbschlieBend untersuchten BEEKMAN und Kollegen (2011) die Auswirkungen von
Glukokortikoiden auf die Expression von u. a. IL-1B und IL-17 in der BALF von an IAD
erkrankten Pferden. Dazu wurden die Patienten entweder einer systemischen Behandlung
mit Dexamethason oder einer Inhalation von Fluticason fir eine Dauer von 15 Tagen
ausgesetzt. Dabei konnten die Autoren ausschliellich fir IL-17 eine signifikante Senkung der
Transkription nach Therapie darstellen.

2.4.3.3 Effekte auf Procalcitonin

Aus den meisten humanmedizinischen Studien geht hervor, dass Procalcitonin von
Glukokortikoiden nicht beeinflusst wird. In einer Untersuchung an Patienten mit schwerer
Sepsis wurde festgestellt, dass infolge einer sechstagigen kontinuierlichen Infusion mit
Hydrokortison nur CRP signifikant niedrigere Serumkonzentrationen aufwies. Im Gegensatz
dazu waren die PCT-Serum-Konzentrationen zu keinem Zeitpunkt der Studie im Vergleich
zur Standardtherapiegruppe und zu den Werten vor der Behandlung signifikant verandert
(RINALDI et al., 2006). DE KRUIF et al. (2008) untersuchten die Konzentrationen
verschiedener Biomarker im Blut gesunder Patienten, welche mittels endovendser
Applizierung von LPS stimuliet wurden. Nach Verabreichung von LPS wurde eine
Steigerung aller Biomarker im Blut der untersuchten Probanden beobachtet. PCT erreichte
dabei nach 24 Stunden die maximale Konzentration. Durch eine Pramedikation mit oral
verabreichtem Prednisolon und regelmafigen Blutentnahmen (alle zwei Stunden Uber eine
Gesamtdauer von 24 Stunden nach Behandlung) konnte eine dosisabhangige Beeinflussung
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aller Biomarker aulRer PCT festgestellt werden. Letzteres blieb Uber die gesamte Zeitspanne
der Messungen unverandert.

Anhnliche Ergebnisse wurden auch bei Patienten mit Atemwegserkrankungen erzielt. In einer
Studie Uber akutes Lungenversagen (ARDS) wurden einige Probanden zusatzlich zur
Standardtherapie einer kontinuierlichen, niedrig dosierten Methylprednisolon-Infusion Gber
14 Tage ausgesetzt. Diese Kortikosteroidtherapie fuhrte zu einer deutlichen Verbesserung
der klinischen Symptomatik und zur Reduzierung der IL-6-Plasmakonzentrationen, wahrend
PCT-Plasmawerte unverandert blieben (SEAM et al.,, 2012). Des Weiteren verglichen
PERREN und Kollegen (2008) den zeitlichen Verlauf der PCT- bzw. CRP-Senkung bei
Patienten mit COPD und ambulant erworbener Pneumonie (Therapie: Antibiotika und
Steroide) und solchen mit alleiniger Pneumonie (Therapie: nur Antibiotika). Dabei fiel den
Autoren auf, dass die gemessenen Marker innerhalb der sieben Untersuchungstage einem
ahnlichen Verlauf folgten und somit nicht von der zusatzlichen Steroid-Behandlung
beeinflusst wurden. Mit dem progressiven Verschwinden der proinflammatorischen Stimuli
(i. e. bakterielle Toxine) nahm also auch die Konzentration der Entzindungsmarker im Blut
der Patienten ab.

Untersuchungen zur Auswirkung von Glukokortikoiden auf Procalcitonin beim Pferd wurden
bis heute, soweit der Autorin bekannt, nicht durchgeflhrt.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Patientengut

68 Pferde wurden als Probanden in diese Studie eingeschlossen. Bei 53 dieser Patienten,
die an der Klinik fur Pferde der Freien Universitat Berlin zwischen Juni 2012 und Februar
2014 vorgestellt wurden, konnte eine Erkrankung der tiefen Atemwege festgestellt werden.
Weiterhin dienten insgesamt 15 lungengesunde Pferde (davon 14 klinikeigene und ein Pferd,
welches sich nach Untersuchung in der Klinik ebenfalls als lungengesund erwiesen hatte) als
Kontroligruppe. Es handelte sich dabei um 28 Stuten und 40 Wallache mit einem
durchschnittlichen Alter von 12,5 + 5,2 Jahren. Durchschnittliche Gro3e und Gewicht lagen
jeweils bei 154,6 + 12,1 cm und 472,8 + 95,3 kg. In Tabelle 39 des Anhangs sind alle
untersuchten Patienten, inklusive Rasse, Geschlecht, Alter, StockmafR, Gewicht und
Vorstellungsgrund tabellarisch aufgefihrt.

3.2 Studiendesign

Der erste, klinische Teil der Studie fand an der Klinik fir Pferde der Freien Universitat Berlin
statt. Dort wurden die Patienten standardisiert untersucht und nachfolgend, je nach erstellter
Diagnose, in funf verschiedene Gruppen eingeteilt.

Zwolf ausgewahlte Patienten wurden anschlieliend einer zehntagigen, inhalativen Therapie
mit einem Glukokortikoid unterzogen, welche unter staubarmen Haltungsbedingungen
erfolgte. Nach abgeschlossener Behandlung wurden die Patienten erneut untersucht. Dabei
wurde dasselbe Untersuchungsprotokoll angewendet, wie bei Anlieferung in die Klinik, bis
auf Blutbild und Thorax-Rdntgen, welche nicht wiederholt wurden. Eine
Belastungsuntersuchung nach Therapie wurde nur ausgefuhrt, wenn aufféllige Werte aus der
Eingangsuntersuchung vorlagen.

In Tabelle 3 ist der Ablauf der standardisierten Untersuchung schematisch dargestellt,
welche an drei aufeinanderfolgenden Tagen stattfand. Die aus dem Vorbericht bekannten
Haltungsbedingungen der Pferde wurden bis zum Zeitpunkt der Tracheobronchoskopie nicht
verandert, um eine daraus entstehende Beeinflussung des Krankheitsbildes zu vermeiden.
Der zweite, labordiagnostische Teil der Studie wurde im Helmholtz-Zentrum Milnchen
durchgefuhrt. Hier konnten die im klinischen Teil gesammelten Blut- und BALF-Proben
mittels spezies-spezifischer ELISA-Tests auf die Konzentrationen des Entzindungsmarkers
Procalcitonin und der Interleukine 1B, 6 und 17 untersucht werden. Vorlagen der
angewandten Untersuchungsprotokolle (1-6) sowie eine Liste mit detaillierten Angaben zu
den benutzten Materialien (Abschnitt 9.3) finden sich im Anhang.
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Tab. 3: Schematische Darstellung des dreitdgigen Untersuchungsprotokolls.

Tag Durchgefiihrte Untersuchungen

— Klinische Allgemeinuntersuchung und I. klinische Untersuchung der Atemwege
—  Blutuntersuchung und Entnahme von vendsen Blutproben

1 — |. arterielle Blutgasanalyse
— Belastungstest mit Messung des Laktats vor und nach Belastung

— Il klinische Untersuchung der Atemwege
— Il arterielle Blutgasanalyse
— Rodntgen der Lunge
2 — Intrapleuraldruckmessung
— Endoskopische Untersuchung der tiefen Atemwege und Entnahme von TBS-
und BALF-Proben
— Zytologische Untersuchung von TBS und BALF

— lll. klinische Untersuchung der Lunge
— lll. arterielle Blutgasanalyse

3.3 Klinische Untersuchungen

3.3.1 Alilgemeine Untersuchungen

3.3.1.1 Klinische Allgemeinuntersuchung

Zu Beginn der allgemeinen Untersuchung wurden die Kennzeichen des Pferdes
aufgenommen sowie Angaben zum Vorbericht und eventuell stattgefundenen
Vorbehandlungen erfragt.

Bei der allgemeinen Untersuchung wurde besonders auf Korperhaltung, Verhalten,
Entwicklungs-, Erndhrungs- und Pflegezustand geachtet. Das Herz wurde auskultiert und
Atemfrequenz sowie innere Korpertemperatur ermittelt. Die Kopfschleimhdute wurden
beurteilt und die kapillare Ruckflllungszeit gemessen. Koérperoberflachentemperatur und
Hautturgor wurden Gberprift und die Zeichnung der EpiskleralgefaRe kontrolliert.
AbschlieBend wurden die Kehlgangslymphknoten hinsichtlich GroRe, Konsistenz,
Verschieblichkeit und Schmerzhaftigkeit palpiert.

50



Material und Methoden

3.3.1.2 Blutuntersuchung und vendse Blutproben

Im Rahmen der allgemeinen Untersuchung wurden vendse Blutproben aus der Jugularvene
entnommen. Daflir wurde im oberen Halsdrittel die Vene gestaut und oberhalb davon die
Kandule (Sterican®, 1,2 x 40 mm) in einem 45° Winkel eingefihrt.

Um infektidse Krankheitsgeschehen auszuschlielen, wurde ein Blutbild erstellt (Automated
Haematology Analyzer pocH-100iVDiff, Sysmex Europe GmbH, Bornbach, Deutschland).
Dabei wurde vor allem auf Abweichungen in der Leukozytenzahl geachtet. Hamatokrit und
Gesamteiweill wurden manuell bestimmt. Daflr wurde ein Teil der Blutprobe auf zwei
Glaskapillaren verteilt und diese zentrifugiert (Haemofuge, Heraeus Instruments GmbH,
Hanau, Deutschland). Anschlielend wurde der Hamatokritwert mittels Auswertscheibe
abgelesen und das Gesamteiweill mit einem Handrefraktometer (HRM 18, Eickemeyer —
Medizintechnik fur Tierarzte KG, Tuttlingen, Deutschland) gemessen.

Bei 18 Pferden erfolgte aulRerdem eine Messung der Procalcitonin-Konzentrationen im
vendsen Blut. Diese Proben wurden zusatzlich zehn Minuten bei einer Geschwindigkeit von
25.000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert (Rotofix 32, Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland), jeweils 1 ml Plasma abpipettiert (Einweg Plasma-Pipetten Pasteur,
3 ml), in Kryo-Rdrchen (neoLab®, 1,5 ml, 44 x 11 mm) umgeflllt und diese in einem
Gefrierschrank bei einer Temperatur von -20° C gelagert.

3.3.2 Spezielle Untersuchung der Atemwege

3.3.2.1 Klinische Untersuchung der Atemwege

Durch die Adspektion wurde eventuell bestehender Nasenausfluss hinsichtlich Lokalisation,
Menge und Charakter beurteilt. Weiterhin wurde auf den Atemtyp (abdominal, kostal,
kostoabdominal) und auf das Vorhandensein einer Dyspnoe geachtet. Typische Anzeichen,
die fUr das Beurteilen einer Dyspnoe herangezogen wurden, waren ein deutliches Aufblahen
der Nustern, Einziehung der Interkostalraume und Afteratmung (inspiratorische Dyspnoe)
oder Doppelschlagigkeit, Dampfrinne und Afteratmung (exspiratorische Dyspnoe). Auf das
Vorkommen auffalliger Gerausche (Stridores) bei der Atmung wurde ebenfalls geachtet.
Sowohl das Auftreten von spontanem Husten als auch ein Hustenreiz, durch manuellen
Druck auf die erste Trachealspange provoziert, wurden protokolliert. Die Lungenauskultation
erfolgte Seiten vergleichend und es wurde besonders auf verscharfte oder abnorme
Atemgerausche geachtet. Larynx und Trachea wurden ebenfalls auskultiert. Des Weiteren
wurde das Lungenfeld perkutiert, um eine mogliche Erweiterung der kaudoventralen
Lungengrenzen zu erfassen. AbschlieRend wurde eine CO,-Rickatmungsprobe
durchgefuhrt. Dazu wurden Maul und Nustern fur eine Minute mit einem Nylon-Beutel
umschlossen und unmittelbar nach Befreiung die Lunge auskultiert. Bei vertiefter Atmung
konnten somit eventuell vorhandene und sonst schwer erkennbare, abnorme
Atemgerausche erfasst werden.
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3.3.2.2 Arterielle Blutgasanalyse

Zur Gewinnung von arteriellem Blut wurde die Arteria carotis communis auf der rechten
Halsseite eine gute Handbreit oberhalb des Ubergangs von Hals in Brust tiber der Stelle des
sichtbaren Karotispulses punktiert. Dabei wurde die Kanile (Sterican®, 0,7 x 30 mm) in
Richtung des gegenuberliegenden Hufthockers eingefihrt und das Blut in drei
Glaskapillarrohrchen mdglichst blasenfrei gesammelt.

Unmittelbar nach Entnahme erfolgte die Auswertung der arteriellen Blutproben durch ein
Analysegerat (Cobas b 123, Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim,
Deutschland), welches Sauerstoff- (PaO,) und Kohlendioxid-Partialdruck (PaCO,) in mmHg
ermittelte. Aullerdem wurde durch das Gerat auch die alveolo-arterielle Sauerstoff-
Druckdifferenz (AaDO;), ebenfalls in mm Hg, berechnet, welche wegen der hdéheren
Aussagekraft auch im angewandten Score-System zur Schweregradeinteilung der
Atemwegserkrankung einbezogen wurde. Die arteriellen Werte fur pH und Bikarbonat
wurden untersucht, um mdgliche Stérungen des Saure-Basen-Haushalts bei den Patienten
zu identifizieren.

Um bekannte Schwankungen der arteriellen Blutwerte zu berlcksichtigen, wurde immer der
Mittelwert aus den einzelnen Messungen berechnet.

3.3.2.3 Belastungstest

Wenn moglich, wurde im Rahmen der Untersuchungen ein Belastungstest durchgefihrt.
Dabei wurden zunéachst Puls- und Atemfrequenz in Ruhe aufgenommen und anschlie®end
das Pferd nach einem standardisierten Protokoll (kurze Aufwarmphase im Schritt, zehn
Minuten Trab, funf Minuten Galopp) an der Longe belastet. Anschlieliend wurden Puls- und
Atemfrequenz unmittelbar nach Belastung und dann alle finf Minuten folgend Uber den
Zeitraum einer halben Stunde erfasst. Der Belastungstest wurde als auffallig gewertet, wenn
nach 20 Minuten die physiologischen Ruhewerte nicht wieder erreicht waren.

AulRerdem wurde sowohl vor als auch unmittelbar nach der Belastung der Laktatwert aus
vendsen Blutproben ermittelt, um eventuelle Veranderungen infolge muskularer
Erkrankungen aufzudecken. Die fir die Laktat-Bestimmung entnommenen Blutproben
wurden ebenfalls im klinikeigenen Labor analysiert (Cobas b 123, Roche Diagnostics
Deutschland GmbH, Mannheim, Deutschland). Bei erhéhten Laktatwerten nach Belastung (=
4 mmol/l) wurden aullerdem die muskelspezifischen Enzyme Creatinkinase (CK) und
Aspartat-Aminotransferase (AST) vier und 24 Stunden nach Belastung, ebenfalls in vendsen
Blutproben, gemessen (Reflotron®, Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim,
Deutschland).

3.3.2.4 Rontgenologische Untersuchung der Lunge

Mit einer digitalen Rontgenanlage (Gierth HF 400 ML, Gierth X-Ray International GmbH,
Riesa) wurden zwei Thorax-Aufnahmen (kaudodorsale und kaudoventrale Projektion)
angefertigt, um die Lunge darzustellen. Die Gerateeinstellung lag bei 90 kV, 0,3 mAs und der
Film-Fokus-Abstand bei circa 1,5 m. Bei der Beurteilung der Rdntgenbilder wurde besonders
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auf das Vorhandensein interstitieller Verschattungen und auf Verdickungen der
Bronchialwand geachtet (GEHLEN et al.,, 2009). Fir eine bessere Beurteilung der
Roéntgenbilder wurde eine numerische Graduierung erstellt, wie in Tabelle 4 erlautert. Somit
wurde jedem Pferd sowohl fur Veranderungen im Lungeninterstitium als auch Verdickungen
der Bronchialwande, je nach Starke der vorliegenden Befundauspragung, eine Zahl von 0 bis
3 vergeben. Des Weiteren wurden die Rontgenbilder zweimal beurteilt: Zum einen direkt
nach der Erstellung und anschliellend ein zweites Mal in verblindeter Form, um jegliche
Beeinflussung der Befundungen zu vermeiden. Die Ergebnisse der verblindeten Auswertung
fanden schlieRlich Eingang in die statistischen Berechnungen.

Tab. 4: Numerische Graduierung zur Beurteilung der Auspragung der Réntgenbefunde.

Auspragung der Befunde Ausdruck in Zahlen
ohne besonderen Befund 0
geringgradig 1
mittelgradig 2
hochgradig 3

3.3.2.5 Intrapleuraldruck-Messung

Zur Untersuchung der Lungenfunktion wurden die bisher noch unsedierten Patienten in
einem Untersuchungsstand fixiert. Mittels Osophagussonde und angeschlossenem
Pneumotachograph (,Venti-Graph®, Modell PG100/REC, Boehringer Ingelheim Vetmedica
GmbH, Ingelheim am Rhein, Deutschland) konnten Druckdifferenzen in cm H,O gemessen
werden.

Die auf HOhe der Herzbasis erfassten Druckdifferenzen korrelieren mit der thorakalen
Druckdifferenz (ApPlyax), welche zwischen Inspiration und Exspiration entsteht. Anhand der
gemessenen Werte sind Aussagen bezlglich des Schweregrads der vorliegenden
Lungenerkrankung moéglich. Intrapleuraldruckdifferenz (IPD)-Werte tber 4 cm H,O wurden
als pathologisch angesehen. Werte Uber 15 cm H,O gelten als charakteristisch fir COB in
Exazerbation.
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3.3.2.6 Endoskopie und bronchoalveolare Lavage

Nach erfolgter Lungenfunktionsuntersuchung wurden die Pferde mit einer Kombination aus
Detomidin (Cepesedan®RP, 0,02 mg/kg, CP-Pharma GmbH, Burgdorf, Deutschland) und
Levomethadon (L-Polamivet®, 0,05-0,075 mg/ 100 kg, Intervet Deutschland GmbH,
Unterschleillheim, Deutschland) intravends sediert, um den Hustenreiz fur die im Anschluss
an die Endoskopie erfolgende bronchoalveolare Lavage zu reduzieren.

Ein flexibles Endoskop (Lange 2,7 m, Durchmesser 0,9 cm, Videomed GmbH, Minchen,
Deutschland) wurde durch den ventralen Nasengang bis zur Aufzweigung der Trachea
vorsichtig vorgeschoben. Dabei wurde vor allem auf Farbe und Beschaffenheit der
tracheobronchialen Schleimhaut, auf die Breite der Carina tracheae und auf Menge,
Viskositat und Lokalisation des tracheobronchialen Sekrets geachtet.

Zur besseren Interpretation der erhobenen Befunde wurde das von DIECKMANN (1987)
entwickelte Score-System herangezogen. Dieser, in einer Studie von GERBER et al. (2004)
nochmals validierte Score, berlcksichtigt sowohl die Sekretmenge als auch die laut
GERBER und Kollegen (2004) weniger aussagekraftige Sekretviskositat und ist in Tabelle 5
aufgefuhrt. Die anhand des DIECKMANN-Scores (1987) vergebenen Punktzahlen wurden
dann auch in das Score-System zur Beurteilung des Schweregrades der Erkrankung mit
einbezogen. Dabei wurde das Schema in Tabelle 8 verfolgt.

Im Rahmen der Endoskopie erfolgte weiterhin die Entnahme einer Tracheobronchial-
sekretprobe. Zur Vorbereitung auf die folgende Durchfliihrung einer bronchoalveolaren
Lavage wurde die Schleimhaut abschlieBend im Bereich der Aufzweigung in die
Hauptbronchien durch lokale Applikation von 20 ml Lidocain (Lidocain 2 % N Belapharm,
ReboPharm Arzneimittelvertriebsgesellschaft mbH, Bocholt, Deutschland) mittels eines
Katheters im Arbeitskanal des Endoskops anasthesiert.

Mit einem sterilen Ballonkatheter aus Silikon (SurgiVet®, Smiths Medical Deutschland
GmbH, Grasbrunn, Deutschland) erfolgte die Durchflihrung der bronchoalveolaren Lavage.
Dieser Katheter, durch den ventralen Nasengang so tief wie mdglich in den Bronchialbaum
vorgeschoben, wurde anschlief’end dort mittels eines aufblasbaren Ballons fixiert. Folgend
wurden 500 ml steriler, kdrperwarmer, phosphatgepufferter Salzlésung (PBS, BioWhittaker®,
Lonza Group Ltd., Basel, Schweiz) fraktioniert eingegeben und unmittelbar mittels steriler
100 ml Spritzen wieder aspiriert. Die Menge der zurtickgewonnenen Spulprobe wurde notiert
und die BAL-FlUssigkeit im klinikeigenen Labor untersucht. Die Pferde erhielten nach
Durchfihrung der Lavage mindestens einen Tag Boxenruhe und es erfolgten regelmafige
Kontrollen der inneren Kdrpertemperatur.

3.3.2.7 TBS- und BALF-Analyse

Die TBS- und BALF-Proben wurden unmittelbar nach Entnahme im klinikeigenen Labor
verarbeitet.

Die BALF diente neben der zytologischen Untersuchung zur Erstellung von aliquots fur die
Bestimmung von Entziindungsmarkern. Dazu wurde zunachst ein Teil der gewonnenen
Spulprobe auf 15 ml-Tubes (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland) verteilt und mittels
Kaltezentrifuge (Z326K, HERMLE Labortechnik GmbH, Wehlingen, Deutschland) fur zehn
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Minuten bei einer Geschwindigkeit von 1.500 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Somit
wurde die BALF auf eine Temperatur von 4° C gebracht. Jeweils 1 ml des zellfreien
Uberstands wurde dann in Kryo-Réhrchen (neoLab® Reaktionsgefale, 1,5 ml, neolab
Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg, Deutschland) pipettiert. Um die Erhaltung
der zu bestimmenden Parameter in den Proben bis zum Zeitpunkt der Durchfihrung der
ELISA-Tests zu gewahrleisten, wurden diese anschlieRend bei einer Temperatur von -80° C
gelagert. Der restliche Teil der BALF wurde zur Herstellung von Austrichpraparaten fir die
zytologische Untersuchung angewandt. Daflr wurden weitere, mit BALF gefiillte 15 ml-
Tubes zunachst zehn Minuten bei einer Geschwindigkeit von 25.000 Umdrehungen pro
Minute zentrifugiert (Rotofix 32, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland).
Nachdem der flissige Uberstand verworfen wurde, konnte das zellreiche Sediment, bei
Bedarf nach vorsichtiger Resuspension, auf Objekttrager ausgestrichen werden.

Aulerdem wurden fir jedes Pferd aus den entnommenen TBS-Proben Ausstriche
hergestellt.

Nach Lufttrocknung der angefertigten BALF- und TBS-Ausstriche wurden diese nach May-
Grinwald-Giemsa angefarbt und anschlieRend hinsichtlich Zellmenge und -muster
mikroskopisch untersucht (Mikroskop Olympus BX41TF, Olympus Corporation, Tokyo,
Japan). Dabei wurde zunachst mittels 100-facher Vergroflerung die Gesamtzellzahl
geschatzt. Durch das Zahlen von insgesamt 400 Zellen pro Praparat (Zell-Counter AC-8,
Karl-Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim, Deutschland) bei 1.000-facher Vergrofierung und
Olimmersion erfolgte abschlieRend die Erstellung eines prozentualen Differentialzellbildes.

3.3.3 Score-System

Anhand der Tag fur Tag erhobenen klinischen Befunde wurden alle Patienten zunachst
mittels einer modifizierten Version des Untersuchungs-Scores nach OHNESORGE et al.
(1998) (Tabelle 6) beurteilt. Fur jeden Untersuchungstag wurden Punktzahlen, je nach
Auspragung verschiedener, klinischer Befunde verteilt. Die Endpunktzahl fur jedes Pferd
ergab sich dann aus dem Mittelwert der fur die einzelnen Untersuchungstage errechneten
Gesamtpunktzahlen. Anhand der Score-Punkte, konnten die Pferde nach Schweregrad der
Erkrankung eingeteilt werden (Tabelle 7).
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Tab. 5: Beurteilung der endoskopischen Befunde nach DIECKMANN (1987).

Sekretmenge Punkte Sekretviskositat
Schleimhaut feucht,
keine Sekretansammlungen, 0 nur geringe Mengen wassrigen
keine Sekretflocken Sekretes aspirierbar
Schleimhaut feucht,
. einzelne feine Sekretflocken
keine Sekretansammlungen, . .
) 1 in wassrigem Sekret,
einzelne Sekretflocken . o
leicht aspirierbar
Schleimhaut feucht,
seromukoéses Sekret,
flache ventrale Sekretansammlung,
) . 2 ventral gelegen, homogen,
einzelne groflere Sekretflocken : e
leicht aspirierbar
Schleimhaut feucht,
seromukdses Sekret mit einzelnen
deutliche ventrale Sekretansammlung, 3 konsistenteren Sekretflocken,
reichlich Sekretflocken ventral gelegen,
leicht aspirierbar
Schleimhaut feucht / pappig,
mukdses bis
durchgehende ventrale Sekretstralle, 4 mukopurulentes Sekret,
Sekretseebildung einige dorsale Schleimflocken,
deutlich erschwerte Aspiration
Schleimhaut pappig / trocken,
mukaoses bis purulentes Sekret,
mehr als ein Viertel des reichlich dorsale Schleimflocken,
Tracheallumens fillende(r) 5 z. T. spinnwebenartige Schleimformationen,

Sekretstralle/- see

erschwerte Aspiration
(kaum noch mdglich)
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Tab. 6: Modifiziertes Score-System nach OHNESORGE et al. (1998).

Score
Untersuchung Befund Punktzahl
Tag 1 Tag2 | Tag3
nicht ausldsbar 0
N mehrfach ausldsbar 1
Hustenauslésung
(max. 1 Punkt) Auswurf !
' spontaner Husten 1
abdominale Atmung 1
verlangerte Exspiration 1
einsinkende ICR 3
Ruhedyspnoe .. A
(max. 3 Punkte) Nusternblahen 3
' Dampfrinne 3
Afteratmung 3
. Erweiterung 3 Finger 0
Lungenperkussion . .
Erweiterung handbreit 1
(max. 2 Punkte) R
Dampfung 2
Lungenauskultation Ra.sseln 2
(max. 2 Punkte) Knistern 2
' Giemen 2
Sekret deutlich vermehrt u./o. 1
manfig viskds
Tracheobronchoskopie Sée:\:iestkgir- vermehrt u./o. 2
(max. 2 Punkte)
Carina tracheae deutlich
. 1
verdickt
Neutrophile < 10 % 0
i _ (o)
BAL Neutroph!le 10-15% 1
(max. 3 Punkte) Neutrophile 15 - 25% 2
' Neutrophile > 25% 3
Blutgasanalyse AaDO:2 7 - 14 mmHg 1
(max. 2 Punkte) AaDO:2 > 14 mmHg 2
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Tab. 7: Einteilung der Patienten nach unterschiedlichen Krankheitsgraden anhand von Score-
Punkten, modifiziert nach OHNESORGE et al. (1998).

Score Grad der Erkrankung
0-1 gesund

2-3 geringgradig
4-6 mittelgradig
7-14 hochgradig

Tab. 8: Ubertragung der Punktzahlen aus dem DIECKMANN-Score (1987) in das modifizierte
Score-System nach OHNESORGE et al. (1998).

Punktzahl Punktzahl
Score nach DIECKMANN mod. Score nach OHNESORGE
0-1 0
2-3 1
4-5 2

3.3.4 Diagnosestellung und Einteilung in Gruppen

AbschlieBend wurden die Patienten anhand der Befunde der klinischen und zytologischen
Untersuchungen in funf verschiedene Diagnose-Gruppen eingeteilt. Dabei wurden Pferde mit
verandertem Saure-Basen-Haushalt oder Patienten mit deutlichen Anzeichen fir eine systemische
Erkrankung grundsatzlich ausgeschlossen (mit Ausnahme von Gruppe 5).

Nach welchen Kriterien die Einteilung in die einzelnen Gruppen erfolgte, soll folgend dargestellt
werden.

3.3.4.1 Gruppe 1: ,,Lungengesund”

Als lungengesund galten Pferde, die weder in der klinischen noch in der endoskopischen
Untersuchung auffallige Befunde zeigten. Weiterhin ergab sich bei diesen Patienten ein nach
ROBINSON (2001) definiertes normales zytologisches Bild der BALF-Abstriche (geringer
Zellgehalt und geringe Viskositat bei < 5 - 10 % neutrophile Granulozyten, ca. 35 % Lymphozyten
und ca. 60 % Makrophagen).
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3.3.4.2 Gruppe 2: ,,RAO oder COB in Exazerbation*

Zur Einteilung in diese Gruppe wurde darauf geachtet, dass die ebenfalls von ROBINSON (2001)
beschriebenen ,criteria for defining the heaves phenotype“ erflllt waren. Dazu zahlten zum einen
sichtbare Anzeichen einer Atemwegsobstruktion in Ruhe, im Sinne von deutlich erkennbarer
Dyspnoe und/oder ApPl -Werte = 15 mm H20. Weitere Kriterien fur eine RAO bzw. COB in
Exazerbation waren aulierdem veranderte arterielle Blut-Parameter und eine ausgepragte
Neutrophilie in der bronchoalveoléaren Lavage (> 25 % neutrophile Granulozyten).

3.3.4.3 Gruppe 3: ,,IAD oder COB in Remission“

Wenn bei den Patienten geringgradige Befunde festgestellt wurden, jedoch keine Kriterien fur eine
COB in Exazerbation erflllt waren, wurden diese Gruppe 3 zugeteilt. Dabei wurden die von
COUETIL et al. (2007) im consensus statement des American College of Veterinary Internal
Medicine (ACVIM) beschriebenen Leitlinien zur inflammatory airway disease beachtet. Demnach
waren wichtige Kriterien zum Einschluss in diese Gruppe: Leistungsinsuffizienz und/oder Husten,
nur geringgradige bis mittelgradige Befunde bei der klinischen Untersuchung der Atemwege, eine
arterielle Hypo- oder Normoxie und ein typisches Zellmuster in der BAL-Zytologie (> 8 und < 20 %
neutrophile Granulozyten und/oder > 2 % Mastzellen und/oder > 0,1 % eosinophile Granulozyten).

3.3.4.4 Gruppe 4: ,,Chronisch interstitielle Pneumopathie“

Zur Charakterisierung der chronisch interstitiellen Pneumopathie (CIP) wurden folgende
Eischlusskriterien beachtet: Vorberichtliche Leistungsinsuffizienz, ein unauffalliges klinisches Bild,
keine oder leichte Veranderungen der arteriellen Blutgase, eine rdntgenologisch sichtbare
interstitielle Lungenzeichnung (Rdntgen-Score = 2) und ein erhohter Anteil an Makrophagen in der
BALF (DIECKMANN et al., 1990; WILKINS und LASCOLA, 2015).

3.3.4.5 Gruppe 5: ,,Akute oder subakute Pneumonie*

In diese Gruppe wurden Pferde aufgenommen, deren klinische Befunde fur eine (sub)-akute
Infektion der Lunge sprachen, wie z.B. Mattigkeit, und purulenter Nasenausfluss bzw. dickflissiges
und flockenreiches Sekret in der Trachea. Auferdem erfolgte bei diesen Pferden ein
mikrobiologischer Nachweis pathogener Keime in der bronchoalvelodren Lavage.

3.3.5 Inhalative Therapie

Zwolf ausgewahlte Patienten, davon acht Pferde mit diagnostizierter COB in Exazerbation und vier
Pferde aus der Gruppe ,IAD oder COB in Remission®, wurden zusatzlich einer inhalativen Therapie
mit dem Glukokortikoid Budesonid (Pulmicort®, 1 mg/2 ml Suspension, 3 pg/kg KGW,
AstraZeneca GmbH, Wedel, Deutschland) unterzogen. Diese Pferde wurden mittels
Inhalationsmaske (SaHoMa®-Il, Typ HM-210, NEBU-TEC International med. Produkte Eike Kern
GmbH, Elsenfeld, Deutschland) zweimal taglich Uber zehn Tage inhaliert und gleichzeitig unter
optimierten  Haltungsbedingungen aufgestallt. Um einen Vergleich zwischen dem
Krankheitszustand vor und nach Therapie darzustellen, wurde am letzten Tag der Inhalation mit
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einer klinischen Untersuchung der Pferde begonnen. Diese wurde gemal aufgeflihrtem
Untersuchungsprotokoll (Tabelle 3), wie bei erstmaliger Anlieferung in die Klinik, durchgefiihrt und
idealerweise Uber drei Tage fortgesetzt. Blutuntersuchung und Lungenréntgen wurden dabei nicht
wiederholt. Eine Belastungsuntersuchung wurde nur erneut durchgefihrt, wenn sie bei der
Erstuntersuchung auffallig gewesen war.

3.4 Labordiagnostik

3.4.1 Sandwich-ELISA

Die gesammelten Blut- und BALF-Proben wurden im Helmholtz-Zentrum Mdunchen mittels
spezieller enzyme linked immunosorbent assays (ELISAs) auf die Konzentrationen verschiedener
Entzindungsmarker untersucht. Diese antikdrperbasierten Nachweisverfahren beruhen alle auf
demselben Prinzip: Das Antigen (in diesem Fall der zu bestimmende Entziindungsmarker) wird
zwischen einem an der Platte gebundenen Antikorper (Fangerantikorper) und einem weiteren, erst
spater dazugegebenen Antikorper (Detektionsantikdrper) gefangen. Der Detektionsantikorper ist
biotinyliert und in einem weiteren Schritt bindet daran ein Enzym, welches ein farbloses Substrat in
ein farbiges Produkt umsetzt. Dieser Farbumschlag kann abschliefend photometrisch erfasst
werden und ermoglicht indirekt, anhand einer Kalibrierungskurve, eine Quantifizierung der
Konzentration des zu bestimmenden Antigens.

3.4.2 ELISA zur Quantifizierung von equinem Procalcitonin

Die Bestimmung der Procalcitonin-Konzentrationen aus den gesammelten Proben erfolgte mittels
des von RIEGER et al. (2014) entwickelten Sandwich-ELISAs. Dieser Test, der zur Bestimmung
von Procalcitonin-Konzentrationen in Plasmaproben von septischen Pferden entwickelt und
validiert wurde, konnte in dieser Studie erstmals auch fir Messungen in der bronchoalveolaren
Lavage-Flussigkeit lungenkranker Patienten angewendet werden. Eine  statistische
Charakterisierung des Verfahrens fur die Anwendung mit BALF-Proben fand im Rahmen der
durchgeflihrten Messungen ebenfalls statt.

Im Folgenden werden beide Prozeduren fur die Quantifizierung von PCT, sowohl in Plasmaproben
als auch in BALF, naher beschrieben.

3.4.2.1 Protokoll fiir die Messung von Procalcitonin in Blutplasma

Der ELISA wurde auf einer 96-well high binding Mikrotiterplatte (F96 MaxiSorp Nunc Immunoplate,
Nunc A/S, Danemark) durchgefihrt.

Als erster Schritt wurde der Fangerantikérper CALCA-3C5 zu einer Endkonzentration von 10 pg/ml
in einem Carbonat-Puffer (15 mM Na,COjz; 35 mM NaHCOg;; pH 9,7) verdinnt, davon 100 ul/well
auf die Platte verteilt, diese abgedeckt und bei einer Temperatur von 4° C tiber Nacht inkubiert.

Am Morgen wurde die Platte zunachst mit einer automatisierten Maschine (ELx405 Auto Plate
Washer, BIO-TEK Instruments GmbH, Deutschland) einem Waschgang unterzogen. Dieser
erfolgte mit jeweils drei Mal 200 pl/well einer Waschlésung, bestehend aus 4 mM
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phosphatgepufferter Salzlésung (PBST; 0,5 mM NaH,POQy; 3,5 mM Na,HPO,4; 10 mM NaCl; pH
7,6) und 0,05% (v/v) Tween®20.

Nach kraftigem Abklopfen, um mogliche Residuen der Waschlésung zu entfernen, wurde die Platte
mit einem Blocking-Reagenz (300 pl/well) fir eine Stunde bei Raumtemperatur und konstantem
Schitteln (450 rpm) inkubiert, um eventuell freigebliebene, unspezifische Bindungsstellen zu
eliminieren. Dafur wurde Bovines Serum-Albumin (BSA, 3,3 %ige Verdinnung) in 40 mM
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS; 5 mM NaH,PO,; 35 mM Na,HPO,; 100 mM NaCl; pH 7,6)
gelost.

AnschlieRend wurde die Platte erneut gewaschen und 100 pul/well der Standardreihe und der
verdinnten Proben, jeweils im dreifachen Satz zligig aufgetragen. Die Standardreihen wurden in
low binding Tubes hergestellt. Dazu wurde das equine rekombinante PCT (erPCT) mit Plasma
eines gesunden Pferdes (0-Plasma) vermischt und Verdinnungsreihen von 0, 1, 10, 50, 100, 250,
500, 1.000, 5.000, 10.000 und 50.000 ng/ml erstellt. Die zu untersuchenden Plasmaproben wurden
ebenfalls mit 0-Plasma in verschiedenen Stufen (100%, 10% und 1%) verdinnt. Sowohl der
Standard als auch die Plasmaproben wurden zu Beginn des Verdinnungsprozesses mit dem
Ratten-Antikorper CAD8-7H1 in einer Konzentration von 50 pg/ml versetzt, um unspezifische
Bindungen zu vermeiden.

Nach einstindiger Inkubation bei Raumtemperatur, konstantem Schitteln und schlieBlich
Waschen der Platte konnten 100 ul/well des biotinylierten Detektionsantikorpers CALCA-4F6-B
(1:2000 Verdinnung in 40 mM PBS) aufgetragen und erneut inkubiert werden (eine Stunde,
Raumtemperatur, 450 rpm). Anschliel’end fand ein weiterer Waschvorgang statt, nach dem 100
ul/well Avidin-horseradish peroxidase (HRP)-Losung (50 ng/ml Avidin-HRP auf 40 mM PBS) auf
die Platte pipettiert wurden und diese wieder bei Raumtemperatur und konstantem Schatteln (450
rpm) fur eine Stunde inkubiert.

AbschlieRend wurde die Platte ein letztes Mal gewaschen und mit 100 pl/well 3,3°5,5-
Tetramethylbenzidin (TMB)-Substratlésung beschichtet. Die Substratlésung stellte sich her aus 25
ml 0,1 M Natrium-Azetat-Puffer (pH 5,5), 100 pl 1%iges Wassersotffperoxid und 400 ul TMB-
Stammldsung (in DMSO aufgeldst, in einem Verhaltnis von 6 mg TMB pro ml DMSO).

Mit aufgetragenem Substrat und folgender Blaufarbung wurde die Platte unter Lichtabschluss
inkubiert und nach 5 Minuten der Farbumschlag mittels 50 pl/well 2 M Schwefelsaure gestoppt.
Die Farbabsorption des nun gelben Produktes konnte mit einem Photospektrometer (SpectraMax
M5° Microplate Reader, Molecular Devices Analitycal Technologies GmbH, Deutschland) bei 450
nm gemessen werden und die Ergebnisse mittels spezieller Software (SoftMax® Pro v5.2,
Molecular Devices, USA) ausgewertet werden.

3.4.2.2 Protokoll fiir die Messung von Procalcitonin in der BALF

Zur Bestimmung von Procalcitonin-Konzentrationen in BALF-Proben wurde dasselbe Protokoll
benutzt wie oben beschrieben. Der einzige Unterschied bestand in der Herstellung der
Standardreihen (0 bis 50.000 ng/ml) und der Verdinnungen der BALF-Proben (100%, 10% und
1%). In diesem Fall wurde als Matrix bzw. Verdiunner ausschlielich phosphatgepufferte
Salzlésung (PBS; 5 mM NaH,PO,4; 35 mM Na,HPO,; 100 mM NaCl; pH 7,6) angewandt und es
erfolgte keine Zugabe des Ratten-Antikorpers CAD8-7H1. Aulerdem wurde, im Vergleich zu den
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Plasmaproben, nach Applikation der Substrat-Losung ein etwas spater einsetzender
Farbumschlag beobachtet. Daher wurde die Reaktion erst nach etwa 7 Minuten gestoppt.

3.4.2.3 Charakterisierung des ELISAs fiir die Anwendung mit BALF

Um die Prazision und Reproduzierbarkeit des ELISAs bei der erstmaligen Anwendung mit BALF-
Proben zu (Oberprifen, wurden durch einen separaten Versuch die wichtigen
Variationskoeffizienten 1aA-CV (Intra-Assay Variationskoeffizient) und |eA-CV (Inter-Assay
Variationskoeffizient) ermittelt.

Dafur wurden drei 96-well high binding Mikrotiterplatten (F96 MAxiSorp Nunc Immunoplate, Nunc
A/S, Danemark) angewandt, auf die jeweils 100 pl/well desselben Probensatzes, in den jeweiligen
Konzentrationen 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1.000, 5.000, 10.000 ng/ml aufgetragen wurden. Die
drei Standardreihen wurden dagegen einzeln erstellt (0 bis 50.000 ng/ml) und ebenfalls auf die
Platten verteilt (100 pl/well). Als Matrix bzw. Verdinner fir die Proben wurde phosphatgepufferte
Salzlésung (PBS; 5 mM NaH,PO,; 35 mM Na,HPO,4; 100 mM NaCl; pH 7,6) angewandt und das
Protokoll wie oben beschrieben verfolgt. Dadurch konnte zum einen festgestellt werden, wie hoch
die prozentualen Standardabweichungen von Messwerten einzelner Konzentrationen innerhalb
einer Platte waren (laA-CV). Des Weiteren konnte die Prazision von Einzelmessungen identischer
Proben auf verschiedenen Platten verglichen werden (leA-CV).

3.4.3 ELISA zur Quantifizierung verschiedener Interleukine

Zur Messung der Konzentrationen der Interleukine 18, 6 und 17 in den bronchoalveolaren
Spulproben wurden drei kommerzielle, fir das Pferd spezifische Kits der Marke USCN (Uscn Life
Science Inc., Hubei, PRC) angewandt. Die drei Tests wurden gemaR Anleitungen des Herstellers
durchgefiihrt. Da die Protokolle der drei ELISAs sich kaum voneinander unterscheiden, soll hier
nur eine kurze Darstellung des allgemeinen Vorgehens exemplarisch aufgefuhrt werden.

3.4.3.1 Protokoll fiir die Messung von Interleukinen in der BALF

Zunachst wurden die bendétigten Reagenzien sowie die Standardreihe gemafll Anleitung
hergestellt.

Auf die schon mit einem Fangerantikérper beschichtete und geblockte Platte wurden jeweils 100
ul/well der Standardreihe und der Proben aufgetragen und fur zwei Stunden bei 37° C inkubiert.
Dabei wurden die Proben in unverdunnter Form eingesetzt.

Danach wurde die Flissigkeit von der Platte durch Abpipettieren und Ausklopfen grindlich
entfernt, ohne diese jedoch zu waschen und 100 upl/well eines an Biotin gebundenen
Detektionsantikdrpers hinzugeflgt.

Nach einer Stunde Inkubation bei 37° C wurde die Platte drei Mal per Hand gewaschen,
ausgeklopft und mit 100 pl/well eines Avidin-HRP-Konjugats beschichtet. Damit wurde die Platte,
diesmal nur fur 30 Minuten, erneut bei 37° C inkubiert und anschlielend finf Waschgangen
unterzogen.

Nun wurden 90 ul/well Substratiésung auf die Platte verteilt und diese bei 37° C und unter
Lichtabschluss bewahrt, bis eine blaue Verfarbung beobachtet wurde.
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AbschlieRend wurde der Farbumschlag mit 50 pl/well einer Stopplésung unterbrochen und die
Farbabsorption der jetzt gelb gefarbten Platte, wie oben beschrieben, mittels Photospektrometer
(SpectraMax M5° Microplate Reader, Molecular Devices Analitycal Technologies GmbH,
Deutschland) bei 450 nm gemessen. Die Ergebnisse wurden, auch in diesem Fall, unter
Anwendung einer speziellen Software (SoftMax® Pro v5.2, Molecular Devices, USA) dargestellt.

3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mit dem Statistik-Programm IBM SPSS Statistics 22 (IBM
Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland) durchgefiihrt. Zu Beginn der Auswertung wurden alle
intervallskalierten Daten auf Normalverteilung geprift. Dazu wurde zum einen beurteilt, ob die fir
die verschiedenen Stichproben erstellten Histogramme einer Gauld‘'schen Glockenkurve folgten,
was fur eine Normalverteilung der Daten charakteristisch ist. Eventuelle Abweichungen zwischen
Mittelwert und Median, Standardabweichung und Symmetrie des Datensatzes wurden ebenfalls
bertcksichtigt. AbschlieRend wurde mittels Kolmogoronov-Smirnov- bzw. Shapiro-Wilk-Test
gepruft, ob eine Normalverteilung der Daten vorlag (p > 0,05) oder nicht (p < 0,05). Dabei wurde
wegen der eher kleinen Stichproben (n < 40) meist der Shapiro-Wilk-Test verwendet. Daraufhin
wurden normalverteilte Daten mit Mittelwert und Standardabweichung, nicht normalverteilte Daten
mit Median sowie Minimum und Maximum dargestellt.

Fir die schlieBende Statistik wurde ein Signifikanzniveau von 5 % angenommen, d. h. die Null-
Hypothese (kein Unterschied zwischen den Gruppen) wurde bei einem p-Wert < 0,05 abgelehnt
und davon ausgegangen, dass die Alternativhypothese gultig ist. Dabei wurde zwischen statistisch
signifikanten (p < 0,05), hochsignifikanten (p < 0,01) bzw. hdchstsignifikanten (p < 0,001)
Unterschieden differenziert.

Bei Annahme von Normalverteilung wurde fur den Vergleich von zwei Gruppen der Student’s t-
Test verwendet, bei nicht normalverteilten oder ordinalskalierten Daten der Mann-Whitney-U-Test.
Beim Vergleich mehrerer Gruppen und nicht normalverteilten oder ordinalskalierten Daten wurde
der Kruskal-Wallis-H-Test angewandt. Hier erfolgte anschlief’end eine Post-hoc-Analyse mittels
Dunnett-Tests, um eventuelle Signifikanzen in den paarweisen Vergleichen darzustellen. Bei
Vorliegen einer Normalverteilung intervallskalierter Daten wurde hierzu die einfaktorielle
Varianzanalyse (one-way ANOVA) mit anschlieBender Post-hoc-Analyse (Tukey-Tests) gewahit.
Im Falle nominalskalierter Daten wurden Gruppenunterschiede allgemein mittels Chi-Quadrat bzw.
Fisher-Exakt-Test gepruft. Letzter kam zum Einsatz, wenn mindestens 25% der Zellen erwartete
Frequenzen unter 5 zeigten.

Unterschiede vor und nach inhalativer Therapie wurden aufgrund der kleinen Stichprobenzahlen
mittels nichtparametrischen Verfahrens (Wilcoxon-Rang-Test) untersucht.

Korrelationen zwischen bestimmten Variablen wurden wegen Uberwiegend fehlender
Normalverteilung der Daten mittels Korrelations-Koeffizienten nach Spearman (r;) beurteilt.
Gleichzeitig wurde die Signifikanz (p-Wert) der jeweiligen Korrelationen betrachtet. Es wurde
zwischen irrelevanten (r; = 0-0,25), schwachen (rs = 0,25-0,5), bestehenden (rs = 0,5-0,75) und
starken (rs > 0,75) Korrelationen unterschieden.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Patientengut und Gruppeneinteilung

Insgesamt wurden 68 Pferde in diese Studie aufgenommen. Anhand der klinischen
Untersuchungen wurden die Patienten verschiedenen Diagnose-Gruppen zugeordnet, wie in
Tabelle 10 schematisch dargestellt. Bezlglich des Alters bestand ein hochstsignifikanter
Unterschied (p < 0,001) zwischen Pferden aus der lungengesunden Kontrollgruppe (Gruppe 1) und
der Gesamtheit chronisch lungenkranker Patienten (Gruppen 2, 3 und 4). Die vier Pferde aus
Gruppe 5 zeigten Anzeichen akuter Lungenerkrankungen. Aufgrund der sehr kleinen
Stichprobenzahl und des eher akuten bzw. subakuten Charakters der Erkrankung wurde Gruppe 5
deskriptiv mit aufgefihrt, bei den statistischen Berechnungen von Gruppenunterschieden jedoch
ausgeschlossen.

4.2 Ergebnisse der klinischen Untersuchungen

Jedes Pferd wurde Uber drei aufeinander folgende Tage klinisch untersucht. Somit lagen die
meisten klinischen Daten im dreifachen Satz vor. Aus diesen wurde zunachst der jeweilige
Mittelwert berechnet, welcher Eingang in die statistische Auswertung fand.

4.2.1 Ergebnisse zu allgemeinen, klinischen Parametern

Bei keinem der untersuchten Pferde konnte eine hochgradige Stérung des Allgemeinbefindens
festgestellt werden. Die Patienten hatten eine durchschnittliche Herzfrequenz von 38,1 £ 3,7
Schlage pro Minute und eine innere Korpertemperatur von 37,5 + 0,3 °C. Die vendsen
Blutparameter lagen ebenfalls in der Norm (Leukozytenzahl 8,1 + 2,2 x 10%/ul, Hamatokrit 35 + 5,1
%, Gesamteiweil® 6,7 + 0,5 g/dl). Durch die arteriellen Bikarbonat- und pH-Werte, welche im Mittel
jeweils bei 27,2 £ 1,8 mmol/l und 7,41 * 0,02 lagen, konnte ein azidotischer Zustand
ausgeschlossen werden. Die am ersten Untersuchungstag gemessenen Konzentrationen an
ionisiertem Kalzium im arteriellen Blut betrugen im Schnitt 1,64 + 0,1 mmol/l. Sowohl bei den
chronisch lungenkranken (1,65 + 0,09 mmol/l) als auch bei den akut erkrankten Pferden (1,68 +
0,12 mmol/l) wurden im Vergleich zu den lungengesunden Patienten (1,58 + 0,11 mmol/l) etwas
héhere Werte beobachtet. Dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (p = 0,069).

4.2.2 Ergebnisse zu lungenspezifischen, klinischen Parametern

4.2.2.1 Ergebnisse der klinischen Untersuchung der Atemwege

Ein hochstsignifikanter Unterschied in der Atemfrequenz zeigte sich sowohl allgemein zwischen
lungengesunden und chronisch lungenkranken Pferden als auch bei den Vergleichen zwischen
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den einzelnen Gruppen (in beiden Fallen p = 0,001). Die héchsten Werte waren mit 20,7 (13-33)
Atemziigen pro Minute bei Gruppe 2 (RAO bzw. COB in Exazerbation) anzutreffen, wahrend die
niedrigsten Werte (14 (12-17) Atemzuge pro Minute) bei den lungengesunden Pferden vorlagen.
Bei Gruppe 5 (subakute oder akute Pneumonie) waren die Atemfrequenzen im Normbereich
(zwischen 11 und 13 Atemzlige pro Minute).

Die Parameter Husten und Dyspnoe (Tabelle 9) wurden beide im klinischen Score bericksichtigt.
Husten konnte bei insgesamt 17 chronisch lungenkranken Pferden festgestellt werden (davon
zehn Pferde aus Gruppe 2) und bei der Halfte der akut bzw. subakut erkrankten Tiere (signifikanter
Unterschied zur gesunden Kontrollgruppe: p = 0,048). Bei keinem lungengesunden Patienten
wurde eine Dyspnoe beobachtet. Eine Dyspnoe unterschiedlichen Schweregrades zeigten
hingegen 16 Pferde mit RAO bzw. COB in Exazerbation, ein Pferd mit IAD oder COB in Remission
und zwei Pferde mit interstitieller Pneumopathie (p = 0,007).

Bei der Auskultation der Lunge waren nur drei chronisch lungenkranke Pferde (alle aus Gruppe 2)
auffallig (p = 1), wahrend bei der Lungenperkussion nur sechs der chronisch lungenkranken Pferde
ein erweitertes Lungenfeld zeigten (p = 0,322). Sowohl Auskultation als auch Perkussion (Tabelle
9) wurden im klinischen Score bertcksichtigt.

Tab. 9: Ergebnisse zu einigen Parametern der klinischen Untersuchung der Atemwege, welche
Eingang in den klinischen Score fanden.

Gesund COB in Ex. IAD/COB in Rem. CIP (Sub)-Akut

(n) (n) (n) (n) (n)
Husten
-ja 1 10 5 2 2
- nein 14 11 11 10 2
Dyspnoe
- keine 15 5 15 10 4
- maRige 0 8 1 1 0
- starke 0 8 0 1 0
Auskultation
-0.b. B. 15 18 16 12 4
- auffallig 0 3 0 0 0
Perkussion
-0.b.B. 15 18 15 10 4
- auffallig 0 3 1 2 0
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Tab. 10: Ubersicht zur Einteilung der Pferde in verschiedene Diagnose-Gruppen.

Geschlecht

. Alter * GroRe Gewicht
Diagnose-Gruppen n
Stute Wallach (Jahre) (cm) (kg)

1 Lungengesund 15 7 8 8,1+3,5 150,1 £ 14,3 425,3 £+ 111,9
2 COB in Exazerbation 21 8 13 16,6 +4,5 152,6 £ 11,3 451,7 £ 73,7
3 IAD/COB in Remission 16 5 11 129+ 4 158,9+6,9 518,6 + 53,3
4 Interstitielle Pneumopathie 12 5 7 11,5+ 3,9 157,8 + 15,6 509,2 + 125,2
5 (Sub)Akute Pneumonie 4 3 1 857 156 £ 8,3 470+ 77

* Ein hochstsignifikanter Unterschied (p < 0,001) bestand im Alter zwischen lungengesunden Pferden (Gruppe 1) und der Gesamtheit chronisch lungenkranker
Pferde (Gruppen 2-4).
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4.2.2.2 Ergebnisse der arteriellen Blutgasanalyse

Bei der arteriellen Blutgasanalyse wurden die Parameter PaO,, PaCO, und AaDO, ausgewertet
(Tabelle 11). AuBRerdem wurden im klinischen Score anhand der Werte der alveolo-arteriellen
Sauerstoff-Druckdifferenz bestimmte Punktzahlen vergeben (Tabelle 12). Zwischen den einzelnen
Gruppen lagen fur den PaO, hochsignifikante Unterschiede vor (p = 0,008). Dabei grenzte sich die
Gruppe ,RAO bzw. COB in Exazerbation” in den Post-hoc-Tests am meisten ab, mit signifikanten
bzw. hochsignifikanten Unterschieden sowohl zur Kontrollgruppe (p = 0,039) als auch zur Gruppe
,JAD/COB in Remission“ (p = 0,009). Hingegen zeigten sich fir den PaCO, keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (p = 0,998). Die AaDO,-Werte erwiesen sich im
Gruppenvergleich als hochsignifikant unterschiedlich (p = 0,005), in den Paarvergleichen allerdings
nur zwischen den Gruppen ,RAO bzw. COB in Exazerbation“ und ,IAD/RAO in Remission* (p =
0,004).

Tab. 11: Mittelwerte + Standardabweichungen bzw. Medianwerte (Minimum-Maximum) der
arteriellen Blutgase [mm Hg] bei den verschiedenen Gruppen.

Parameter Gesund COB in Ex. IAD/COB in Rem. CiP (Sub)-Akut
Pa0, 98,2+58" 90,4 + 11,18 995+45"% 95,6 + 9,6 97,8+9,5

PaCO, 441422 44 + 4 1 43,9+24 439+26 414+23
AaDO, © ?9,3) © -7237,9) ((()J"-1 g) (09124,5) (2,15’-910,1)

Unterschiedliche Indizes (A, B) innerhalb einer Reihe geben signifikante Unterschiede an (p < 0,05).

Tab. 12: AaDO,-Werte [mmHg] bei den verschiedenen Gruppen mit jeweilig zugeteilter Score-
Punktzahl.

AaDO, Score- Gesund COBinEx. IAD/COB in Rem. CIP (Sub)-Akut
[mmHg] Punkte (n) (n) (n) (n) (n)
AaDO, < 7 0 11 9 14 10 2
AaDO, =7 - 14 1 4 9 2 0 2
AaDO, > 14 2 0 3 0 2 0
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4.2.2.3 Ergebnisse des Belastungstests

Ein Belastungstest wurde bei insgesamt 38 Pferden (15 Kontrollen und 23 chronisch lungenkranke
Pferde) durchgefuhrt. Bei den restlichen Patienten war eine Durchfuhrung dieses Tests aus
verschiedenen Grinden nicht méglich (z. B. bestehende Lahmheit oder sonstige Erkrankungen).
Wie in Tabelle 13 aufgefihrt, fiel der Belastungstest bei allen 15 lungengesunden Pferden ,ohne
besonderen Befund® aus, wahrend bei insgesamt 18 chronisch lungenkranken Pferden der Test
als ,auffallig“ beurteilt wurde (p < 0,001). Signifikante Unterschiede (p < 0,05) ergaben sich
aullerdem im Paarvergleich zwischen dem lungengesunden Kollektiv und jeder einzelnen
chronisch kranken Gruppe. Die immer vor und unmittelbar nach Belastung gemessenen
Laktatwerte waren bei keinem Pferd zu keinem Messzeitpunkt pathologisch verandert.

Tab. 13: Ergebnisse der Belastungstests gruppenvergleichend dargestellt.

Befund Gesund * COB in Ex. IAD/COB in Rem. CiP (Sub)-Akut
0.b.B. 15 1 2 2 0
auffallig 0 5 5 8 0
nicht durchgefiihrt 0 15 9 2 4

* Signifikante Unterschiede (p < 0,05) bestanden im Paarvergleich zwischen lungengesundem Kollektiv
(grau) und den einzelnen chronisch lungenkranken Gruppen.

4.2.2.4 Ergebnisse der rontgenologischen Untersuchung der Lunge

Die Auspragungen bronchialer und interstitieller Befunde der Lunge wurden separat beurteilt und
sind in den Tabellen 14 und 15 zusammengefasst. In beiden Fallen ergaben sich
hdchstsignifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (p < 0,001).

Die bronchialen Zeichnungen wiesen die starksten Auspragungen in der Gruppe mit chronischer
Bronchitis in Exazerbation auf. Diese Einheit unterschied sich im Rahmen der Post-hoc-Analyse
hochsignifikant von der gesunden Kontrollgruppe (p = 0,002) und von der Gruppe ,|IAD/COB in
Remission“ (p = 0,008) sowie signifikant von dem Kollektiv ,interstitielle Pneumopathie“ (p =
0,019).

Wiederum zeigten die an interstitieller Pneumopathie erkrankten Pferde die schwerwiegendsten,
rontgenologisch erkennbaren, interstitiellen Befunde. In diesem Fall bestanden hoch- bis
héchstsignifikante Unterschiede zu den restlichen Gruppen ,Lungengesund® (p < 0,001), ,RAO
bzw. COB in Exazerbation® (p = 0,002) und ,|JAD/COB in Remission* (p = 0,001).
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Tab. 14: Ergebnisse bronchialer Verdickungen bei der Réntgenuntersuchung der Lunge.

Befund Gesund® COBinEx.” IAD/COB inRem." cip® (Sub)-Akut
0.b.B. 4 0 2 1 1
geringgradig 5 2 7 6 1
mittelgradig 6 14 7 5 2
hochgradig 0 5 0 0 0

Unterschiedliche Indizes (A, B) geben signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an (p < 0,05).

Tab. 15: Ergebnisse interstitieller Verschattungen bei der Rontgenuntersuchung der Lunge.

Befund Gesund® COBinEx.®  IAD/COB in Rem.? ciph (Sub)-Akut
0.b.B. 3 3 2 0 1
geringgradig 10 11 10 0 2
mittelgradig 2 7 4 11 1
hochgradig 0 0 0 1 0

Unterschiedliche Indizes (A, B) signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an (p < 0,05).

4.2.2.5 Ergebnisse der Intrapleuraldruck-Messung

Die Messung des Intrapleuraldrucks konnte aufgrund von starker Widersetzlichkeit nicht bei allen
Pferden durchgefuhrt werden. Bei den 37 Patienten (sieben lungengesund und 30 lungenkrank),
wo die Messung moglich war, ergaben sich ein hochsignifikanter Unterschied zwischen gesunden
und chronisch kranken Tieren (p = 0,004) sowie signifikante Differenzen zwischen den einzelnen
Gruppen (p = 0,029). Aus den paarweisen Vergleichen resultierte allerdings nur zwischen der
gesunden Kontrollgruppe und den Pferden mit exazerbierter, chronischer Bronchitis ein
signifikanter Unterschied (p = 0,017). Die durchschnittlich gemessenen Werte sowie die Anzahl der
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Pferde pro Gruppe (n), bei denen eine Messung des Intrapleuraldrucks stattfand, sind in Tabelle
16 aufgeflihrt.

Tab. 16: Ergebnisse der IPD-Messungen [cm HO].

Gesund COBinEx. IAD/COB in Rem. cIP (Sub)-Akut
IPD 21+148 52+318 36+15 36+1,1 3+14
n 7 13 9 6 2

Unterschiedliche Indizes (A, B) innerhalb einer Reihe geben signifikante Unterschiede an (p < 0,05).

4.2.2.6 Ergebnisse der Tracheobronchoskopie

Zur Beurteilung der endoskopischen Befunde wurde ein validiertes Score-System (DIECKMANN et
al.,, 1987; GERBER et al., 2004) herangezogen, mithilfe dessen bestimmte Punktzahlen im
klinischen Score vergeben wurden. Dabei wurden sowohl die Menge als auch die Viskositat des
tracheobronchialen Sekrets beurteilt und es ergaben sich im Gruppenvergleich, fir beide
Parameter, hochstsignifikante Unterschiede (p < 0,001). Eine Ubersicht zu den Paarvergleichen
mit jeweiligen Signifikanzniveaus ist in Tabelle 17 aufgefuhrt.

Aulerdem wurden die Patienten, anhand der endoskopischen Befunde (z. B. Schleimhautfarbe
und -beschaffenheit, Dicke der Carina tracheae, Charakter des TBS), in drei verschiedene
Kategorien eingeteilt. Diese unterschieden sich hinsichtlich Auspragungsgrad der verschiedenen
Befunde (siehe Tabelle 18). Auch hier konnten sehr hohe Signifikanzen bei den
Gruppenvergleichen beobachtet werden (p < 0,001). Die gesunden Kontrollpferde zeigten in der
Endoskopie keine pathologischen Befunde. Somit unterschieden sie sich hdchstsignifikant von der
chronisch kranken Gesamtheit (p < 0,001) sowie auch in héchstsignifikantem, hochsignifikantem
bzw. signifikantem Ausmal} von den einzelnen Gruppen chronisch kranker Pferde (Gruppe 2: p <
0,001, Gruppe 3: p = 0,002, Gruppe 4: p = 0,027). Ein signifikanter Unterschied in der Auspragung
endoskopischer Befunde zeigte sich aul’erdem zwischen den Gruppen ,RAO bzw. COB in
Exazerbation® und ,interstitielle Pneumopathie” (p = 0,027).
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Tab. 17: Signifikanzen (p) von Gruppenunterschieden hinsichtlich Menge und Viskositat des
tracheobronchialen Sekrets. P-Werte < 0,05 sind in grau markiert.

Paarvergleich Sekret-Menge Sekret-Viskositat
Gesund — COB in Ex. p < 0,001 p < 0,001
Gesund — IAD/COB in Rem. p=0,034 p = 0,022
Gesund - CIP p=0,113 p=0,313
COB in Ex. — IAD/COB in Rem. p = 0,009 p =0,015
COBin Ex. - CIP p=0,10 p = 0,002
IAD/COB in Rem. — CIP p=1 p=1

Tab. 18: Gruppenvergleichende Ubersicht zum Auspragungsgrad der endoskopischen Befunde.

Befund- Gesund * COB in Ex. ** |AD/COB in Rem. CIP ** (Sub)-Akut
Auspragung (n) (n) () () (n)
0.b.B. 15 0 3 3 0
ggr.-mgr. 0 5 9 7 0
hgr. 0 16 4 2 4

Signifikante Unterschiede (p < 0,05) bestanden im Paarvergleich zwischen lungengesundem Kollektiv (*) und
jeder chronisch lungenkranken Gruppe sowie zwischen den Gruppen ,RAO bzw. COB in Exazerbation“ und
,chronisch interstitielle Pneumopathie“ (**).
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4.2.2.7 Ergebnisse von bronchoalveoldrer Lavage und zytologischer Diagnostik

Bei allen Patienten wurde eine bronchoalveolare Lavage durchgefiihrt und zunachst die Menge der
zurtickgewonnenen Splllflissigkeit aufgenommen. Die durchschnittlichen Mengen lagen bei 244 +
91,5 ml bei der lungengesunden Gruppe und 235,2 + 87 ml bei den chronisch erkrankten Tieren.
Bei Gegenlberstellung der gesunden und chronisch erkrankten Tiere (p = 0,702) sowie auch beim
Vergleich der einzelnen Diagnose-Gruppen (p = 0,443) konnten keine signifikanten Unterschiede
in der Rickgewinnungsmenge aufgezeigt werden.

In einem zweiten Schritt wurden BALF-Abstriche angefertigt und diese auf den Zellgehalt
untersucht (siehe dazu Paraghraph 3.3.2.7). Dabei wurden verschiedene Zelltypen ausgezahlt
(Lymphozyten, Makrophagen, neutrophile bzw. eosinophile Granulozyten und Mastzellen) und
anschlieBRend deren prozentualer Anteil in der BALF berechnet. Eine Ubersicht zu den
durchschnittlichen Zellgehalten der Lavagen ist in Tabelle 19 gruppenvergleichend aufgefuhrt. Bei
den lungengesunden Pferden lagen die relativen Zellmengen im Normbereich. Anders zeigte die
Gruppe mit exazerbierter RAO bzw. COB einen sehr hohen prozentualen Anteil an neutrophilen
Granulozyten und niedrige prozentuale Mengen an Lymphozyten und Makrophagen in der BALF
und unterschied sich somit, bezlglich dieser drei Zelltypen, in nahezu allen Fallen signifikant von
den restlichen Gruppen (siehe Tabelle 20). Auch bei den Tieren mit diagnostizierter IAD oder COB
in Remission waren héhere Zahlen an neutrophilen Granulozyten bemerkbar. Au’erdem zeigten
die Lavagen dieser Pferde zum Teil mehr als 2 % Mastzellen. Dies war auch bei einigen Patienten
der Gruppen 4 und 5 der Fall. Das Zellbild der an interstitieller Pneumopathie erkrankten Gruppe
wies keine signifikanten Unterschiede zur gesunden Kontrollgruppe auf, allerdings wurden hier die
héchsten Prozentsatze an Makrophagen in der BALF festgestellt (Tabelle 19). Bezuglich der
eosinophilen Granulozyten konnten im Gruppenvergleich keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden (p = 0,109).

Die Anzahl an neutrophilen Granulozyten in der BALF wurde auch im klinischen Gesamtscore
berlcksichtigt (Tabelle 21). Bei allen Pferden der lungengesunden Gruppe lagen die
Prozentzahlen der neutrophilen Granulozyten < 10 %, wahrend sich die Prozentzahlen innerhalb
der Gruppe mit exazerbierter, chronischer Bronchitis durchgehend > 25 % erstreckten. Die meisten
Tiere der Gruppe ,IAD oder COB in Remission“ zeigten ebenfalls hohe Prozentsatze an
neutrophilen Granulozyten, wahrend bei Pferden mit interstitieller Pneumopathie Uberwiegend
Zellzahlen < 10% vorlagen.
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Tab. 19: Medianwerte (Minimum-Maximum) des prozentualen Zellgehalts der BALF bei den
verschiedenen Diagnose-Gruppen.

Zelltyp Gesund COBinEx.  IAD/COB in Rem. CIP (Sub)-Akut
Lymphozyten 37,4 14,5 27,4 337 27,4
ymp (27.8 - 50) (1,7 - 35,5) (4,5 - 66) (22,2 - 60) (8,8 - 30,4)
Makroohagen 58 16 48,8 55,4 53,3
phag (46,5 - 64) (5,6 - 47) (22 - 66) (15 - 67) (22-61,7)
Neutrophile 2 58,7 19,4 7.1 11,4
Granulozyten (0,5-7.6) (27 - 90,4) (3-59,7) (0 - 24,1) (7,1 - 68,6)
Eosinophile 0 0 0 0,7 0,2
Granulozyten (0-1) 0-1) (0-15,5) (0-2,5) (0-22)
Mastzellen 1.6 1 2,6 3.2 16
(0-8) (0 - 4,6) (0 - 10) (0 - 15) (0,4 - 10,8)
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Tab. 20: Signifikanzen (p) der Gruppenunterschiede hinsichtlich Zellgehalt der bronchoalveolaren
Lavagen. Die grau markierten Felder zeigen p-Werte < 0,05 an.

Paarvergleich LY MP NG EG Mz
Gesund - COB in Ex. p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p=1 p = 0,252
Gesund - IAD/COB in Rem. p = 0,208 p=0,171 p = 0,002 p=1 p=1
Gesund - CIP p="1 p="1 p="1 p=1 p=1
COB in Ex. - IAD/COB in Rem. p = 0,082 p = 0,006 p = 0,025 p=1 p = 0,056
COB in Ex. - CIP p = 0,006 p < 0,001 p < 0,001 p=1 p = 0,006
IAD/COB in Rem. - CIP p=1 p=1 p = 0,205 p=1 p=1

LY = Lymphozyten, MP = Makrophagen, NG = neutrophile Granulozyten, EG = eosinophile Granulozyten,
MZ = Mastzellen

Tab. 21: Ubersicht zu denen anhand prozentualer Zahlen an neutrophilen Granulozyten in der
BALF vergebenen Score-Punkten bei den verschiedenen Diagnose-Gruppen.

Neutrophile Score- Gesund COBinEx. IAD/COB in Rem. CIP (Sub)-Akut
Granulozyten Punkte (n) (n) (n) (n) (n)
<10 % 0 15 0 2 8 1
10-15 % 1 0 0 5 3 2
15-25 % 2 0 0 4 1 0
>25% 3 0 21 5 0 1
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4.2.2.8 Ergebnisse des klinischen Scores

Zusammenfassend dienten die klinischen Parameter Husten, Ruhedyspnoe, Lungenauskultation
sowie -perkussion, Blutgasanalyse, Tracheobronchoskopie und Neutrophilie in der BALF der
Zusammenstellung des Gesamtscores. Bei den einzelnen Patienten wurden Punktzahlen zwischen
0 und 15 erreicht, welche Auskunft Gber den Schweregrad der Erkrankung geben sollten (Tabelle
22).

Nach den klinischen Untersuchungen zeigten alle gesunden Kontrollpferde eine Punktzahl
zwischen 0 und 1. Auch die meisten, an interstitieller Pneumopathie erkrankten Pferde wiesen im
Score geringe Punktzahlen auf, sodass hier kaum Unterschiede zur Kontrollgruppe bestanden (p =
0,933). Acht der insgesamt zwolf Patienten mit IAD oder COB in Remission resultierten als
mittelgradig erkrankt und somit grenzte sich diese Einheit in hochsignifikantem Ausmal} von der
lungengesunden Gruppe ab (p = 0,005). Im Gegensatz dazu konnten zwischen den Einheiten
oJAD/COB in Remission® und ,chronisch interstitielle Pneumopathie® keine signifikanten
Differenzen festgestellt werden (p = 0,551). Alle Pferde mit RAO bzw. COB in Exazerbation
zeigten hohe Punktzahlen und unterschieden sich somit héchst- bzw. signifikant von den restlichen
Kollektiven (zu Gruppen 1 und 4: p < 0,001; zu Gruppe 3: p = 0,015).

Tab. 22: Ergebnisse des klinischen Scores bei den verschiedenen Gruppen mit jeweiligem
Schweregrad der bestehenden Lungenerkrankung.

Score-  Schweregrad Gesund** COBinEx.* IAD/COB in Rem.** CIP (Sub)-Akut
Punkte (n) (n) (n) (n) (n)
0-1 gesund 15 0 1 8 0
2-3 geringgradig 0 0 7 1 2
4-6 mittelgradig 0 7 8 2 1
27 hochgradig 0 14 0 1 1

Signifikante Unterschiede (p < 0,05) bestanden im Paarvergleich zwischen dem Kollektiv ,RAO bzw. COB in
Exazerbation® (*) und den restlichen Gruppen sowie zwischen den Einheiten ,Lungengesund® und ,IAD oder
COB in Remission® (**).
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4.3 Ergebnisse der labordiagnostischen Untersuchungen

Die Bestimmung der Konzentrationen verschiedener Entziindungsmarker in BALF- und Plasma-
Proben erfolgte mittels spezieller Enzym-Immuno-Assays (siehe Abschnitt 3.4). Die Ergebnisse
sind folgend fUr jeden Parameter einzeln beschrieben.

4.3.1 Ergebnisse von Procalcitonin

Fir die Messung von equinem Procalcitonin in Blut- und BALF-Proben wurde in dieser Studie der
von RIEGER et al. (2014) entwickelte Sandwich-ELISA angewandt. Zur Messung in Blutplasma
konnte der bereits charakterisierte und beschriebene Test eingesetzt werden. Fir die Messung
von PCT in der bronchoalveolaren Lavage erfolgte zunachst eine statistische Charakterisierung
des Verfahrens, wie in Paragraph 3.4.2.3 ausfuhrlich beschrieben, um Zuverlassigkeit und
Reproduzierbarkeit des ELISAs, auch bei Anwendung mit einer anderen Matrix, zu gewahrleisten.
Diese Prozedur wird zunachst beschrieben und anschliekend die Ergebnisse der
Probenmessungen prasentiert.

4.3.1.1 Ergebnisse der Charakterisierung des ELISAs fir die Anwendung mit BALF

Um den Arbeitsbereich des ELISAs unter Anwendung von BALF festzulegen, wurden die Intra-
und Inter-Assay-Variationskoeffizienten bestimmt, welche in Tabelle 15 aufgefiuhrt sind. In
Anlehnung an die Richtlinien der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) zur
Validierung bioanalytischer Methoden (2013), durfen die oben genannten Variationskoeffizienten,
bei zu medizinischen Zwecken verwendeten ELISAs, im Arbeitsbereich nur Werte unter 15 %
annehmen. Somit konnte in diesem Fall eine Arbeitsspanne (,working range®) von 25 bis 250 ng/ml
festgelegt werden (Tabelle 23).

4.3.1.2 Ergebnisse zur Bestimmung der LODs

Im Rahmen der Messungen zeigten die unverdinnten Proben (sowohl Blutplasma als auch BALF)
von insgesamt 13 Pferden sehr niedrige Werte, welche unterhalb der unteren Asymptote der
Standardkurve lagen und somit von dem Messgerat nicht erfasst werden konnten. In diesen Fallen
wurde zunachst fur jeden ELISA die unterste Nachweisgrenze (limit of detection, LOD) berechnet.
Diese erhalt man durch Aufsummierung des Mittelwertes der Nullwerte mit der dreifachen
Standardabweichung der Nullwerte. Der errechnete Wert bezieht sich jedoch auf die Absorption
(LODaps) und muss zur Berechnung der LOD-Konzentrationswerte (LODko,,) anschlielend als ,y*
in die Logistikfunktion (1) des jeweiligen ELISAs eingesetzt werden. Eine Auflésung der Gleichung
nach ,x* (2) fihrt dann zu den eigentlichen Werten fir LODkq,,. Da die von dem Messgerat nicht
erfassten Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze lagen, wurden sie als ,LOD-1“ definiert.
Die Ergebnisse der zur Bestimmung der LODs durchgeflhrten Berechnungen sind in Tabelle 40
des Anhangs aufgeflihrt. Die somit errechneten PCT-Konzentrationen lagen zwischen 0,6 und 2,3
ng/ml.
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Tab. 23: Intra- und Inter-Assay Variationskoeffizienten (laA-CV, leA-CV) sowie Wiederfindungsrate
(recovery) fur den ,BALF-ELISA®.

Probe Csol Cist laA-CV leA-CV Recovery

[ng/mi] [ng/ml] (%) (%) (%)

1 10 15,6 + 4,7 30,4 10,9 156

2 25 249+ 0,7 2,7 8,4 99,2

3 50 432+2 4,7 3.1 86,2

4 100 102,6 £ 13,9 13,6 11,4 102,5

5 250 377+22,3 5,9 7 150,8

6 500 658,5 + 248 37,7 16,1 131,6

7 1.000 * * * *

8 5.000 * * * *

9 10.000 * * * *

* Signale waren aullerhalb der Standardkurve und daher nicht auswertbar, Ciy = Istwerte der gemessenen
Proben-Konzentrationen (Mittelwert + Standardabweichung), Cs, = Sollwerte fir die gemessenen Proben-
Konzentrationen

4.3.1.3 Ergebnisse zu Procalcitonin in der BALF

In der bronchoalveolaren Lavage der untersuchten Pferde wurden Procalcitonin-Konzentrationen
zwischen 1,3 und 1.761,9 ng/ml beobachtet. Fir den angewandten Sandwich-ELISA wurde, wie
oben bereits beschrieben, ein Arbeitsbereich von 25 bis 250 ng/ml bestimmt. Eine
gruppenvergleichende Auffihrung der gemessenen Werte findet sich in Tabelle 26. Wie in
Abbildung 4 ersichtlich, zeigten die gesunden Patienten im Durchschnitt die niedrigsten
Konzentrationen an Procalcitonin in der bronchoalveoldaren Lavage (unter 24 ng/ml).
Lungengesunde (5,5 (1,5-23,3) ng/ml) und chronisch lungenkranke Pferde (13,8 (1,3-1.761,9)
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ng/ml) zeigten hochsignifikante Unterschiede in den Procalcitonin-Konzentrationen (p = 0,006).
Dabei hatten die PCT-Werte innerhalb der chronisch kranken Gruppen (2, 3 und 4) sehr hohe
Spannweiten (siehe Tabelle 26). Als die verschiedenen Diagnose-Gruppen untereinander
verglichen wurden (Kruskall-H-Wallis-Test) waren zwar Unterschiede zu erkennen, allerdings
lagen diese nicht im statistisch signifikanten Bereich (p = 0,052). Da die Medianwerte der Gruppen
2 und 3 aullerhalb des Interquartilbereichs von Gruppe 1 lagen (siehe Abbildung 4), wurden die
besagten Kollektive ausnahmsweise mittels exakten Mann-Whitney-U-Tests paarweise
gegeneinandergestellt und somit einige Signifikanzen aufgedeckt. Dabei unterschied sich die
gesunde Kontrollgruppe signifikant von der Gruppe ,RAO bzw. COB in Exazerbation® (p = 0,033)
und sogar hdochstsignifikant von der Einheit ,,JAD/COB in Remission® (p = 0,006).
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£0,000

PCT [ng/ml]

40,000

20,000

= el

T 1 1 T T
Gesund COB in Ex. IAD&CDB in Interstitiell (Sub)Akut
em.

000+

Gruppe

Abb. 4: PCT-Konzentrationen (0 bis 250 ng/ml) in der BALF bei den verschiedenen Diagnose-
Gruppen (n = 63). Mit Kreisen bzw. Sternen sind jeweils milde und extreme Ausreilder markiert.
Funf Pferde zeigten hdhere PCT-Werte als 250 ng/ml und sind somit, trotz Einbeziehung in die
statistische Auswertung, in dieser Grafik nicht enthalten. Hochsignifikante Unterschiede bestanden
zwischen lungengesunden (weiller Boxplot) und chronisch lungenkranken (graue Boxplots)
Pferden (p = 0,006). Eine Differenzierung der Gruppen chronisch lungenkranker Pferde war
anhand der gemessenen PCT-Konzentrationen nicht mdéglich (p = 0,052).
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4.3.1.4 Ergebnisse zu Procalcitonin in Blutplasma

Bei insgesamt 18 Pferden (Tabelle 24) wurden zusatzlich vendse Blutproben gesammelt und
ebenfalls auf die Konzentrationen von Procalcitonin untersucht. Davon gehoérten zehn Pferde zur
lungengesunden Gruppe, wahrend die restlichen acht Pferde randomisiert aus den anderen
Gruppen stammten. Der Arbeitsbereich des verwendeten ELISAs liegt zwischen 25 und 1.000
ng/ml (RIEGER et al., 2014) und es wurden PCT-Konzentrationen zwischen 1 und 4.853,7 ng/ml
ermittelt. Statistisch signifikante Gruppenunterschiede konnten aufgrund der sehr kleinen
Stichproben nur allgemein zwischen den lungengesunden und chronisch lungenkranken Tieren
dargestellt werden (p = 0,05). Eine Ubersicht mit den bei allen 18 Pferden gemessenen
Konzentrationen folgt in Tabelle 25. Innerhalb der gesunden Kontrollgruppe wurde in einem
einzigen Fall ein sehr hoher Wert gemessen (1.741,5 ng/ml), ansonsten lagen hier die
Konzentrationen fiir Procalcitonin im Blutplasma zwischen 1 und 65,7 ng/ml. Ahnlich wurde auch
bei dem akut bzw. subakut erkrankten Pferd, im Vergleich zu den restlichen Gruppen, ein niedriger
Wert ermittelt (11,7 ng/ml). Die héchsten PCT-Konzentrationen wurden innerhalb der Gruppe
.,RAO bzw. COB in Exazerbation“ beobachtet, allerdings ist an dieser Stelle die hohe Spannweite
der gemessenen Werte innerhalb dieser Einheit zu erwahnen. Das an interstitieller Pneumopathie
erkrankte Pferd zeigte einen PCT-Wert von 1.506,4 ng/ml, wahrend innerhalb der Gruppe ,IAD
bzw. COB in Remission® die gemessenen Konzentrationen, im Schnitt, bei 98,6 (22,7-174,5) ng/ml
lagen.

Tab. 24: Ubersicht zu den Patienten, die einer Plasma-Untersuchung auf Procalcitonin unterzogen
wurden.

Geschlecht

. n Alter GroRe Gewicht
Diagnose (Jahre) (cm) (kg)
Stute Wallach
Lungengesund 10 4 6 8,8+3,6 141,88 365+ 61,7
COB in Exazerbation 4 1 3 153+5 151,5+ 20,8 450 £ 122,5
IAD/COB in Remission 2 1 1 135+7,8 161171 525 + 35,3
Interstitielle Pneumopathie 1 Wallach 8 161 500
(Sub)-Akute Pneumonie 1 Wallach 7 168 580
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Tab. 25: Medianwerte (Minimum-Maximum) der PCT-Konzentrationen [ng/ml] in Blutplasma.

Gruppe Diagnose n [nF;c/:J“]
1 Lungengesund * 10 13,9 (1-1.741,5)
2 COB in Exazerbation 4 482,2 (1,6 - 4.853,7)
3 IAD/COB in Remission 2 98,6 (22,7 - 174,5)
4 Interstitielle Pneumopathie 1 1.506,4
5 (Sub)-Akute Pneumonie 1 11,7

* Ein signifikanter Unterschied (p = 0,05) bestand zwischen lungengesundem Kollektiv (Gruppe 1, in grau
markiert) und der Gesamtheit chronisch lungenkranker Pferde (Gruppen 2-4).

4.3.2 Ergebnisse der Interleukine

Die Konzentrationen verschiedener Interleukine in der bronchoalveolaren Lavage wurden ebenfalls
bei den untersuchten Pferden bestimmt. Dies erfolgte mittels bereits validierter und kommerziell
erhaltlicher ELISA-Kits der Marke USCN (Uscn Life Science Inc., Hubei, PRC). Im Folgenden
werden die Ergebnisse der durchgefuhrten Tests einzeln dargestellt.

4.3.2.1 Ergebnisse zu Interleukin-1 in der BALF

Der ELISA fur die Messung von Interleukin-1p zeigte einen detection range von 15,6 bis 1.000
pg/ml. Da die unterste Nachweisgrenze bei 5,8 pg/ml lag, wurde im Falle einer von dem Messgerat
nicht erfassten Konzentration ein fiktiver Wert von 5,7 pg/ml angegeben. Die fir IL-13 ermittelten
Konzentrationen lagen bei den untersuchten Patienten zwischen 5,7 und 122 pg/ml. Eine
gruppenvergleichende Darstellung der durchschnittlich gemessenen IL-1B-Konzentrationen ist in
Tabelle 26 sowie Abbildung 5 aufgeflihrt. Lungengesunde Pferde zeigten allgemein niedrigere
Werte (5,7 (5,7-104) pg/ml) als die restlichen, chronisch erkrankten Patienten (25 (5,7-122) pg/ml),
allerdings konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt werden, weder
allgemein unter gesunden und kranken Tieren (p = 0,122), noch zwischen den einzelnen Gruppen
(p = 0,365). Die im Schnitt hdchsten, gemessenen Konzentrationen fur IL-13 lagen mit 33,5 (5,7-
121) pg/ml in der Gruppe ,chronisch interstitielle Pneumopathie® vor.
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Abb. 5: IL-1B-Konzentrationen [pg/ml] in der BALF bei den verschiedenen Diagnose-Gruppen (n =
68). Mit Kreisen sind milde Ausreil’er markiert. Statistisch signifikante Unterschiede wurden weder
allgemein zwischen gesunden und kranken Pferden (p = 0,122), noch zwischen den einzelnen
Diagnose-Gruppen festgestellt (p = 0,365).

4.3.2.2 Ergebnisse zu Interleukin-6 in der BALF

Der flr die Messung von Interleukin-6 bestimmte Arbeitsbereich des angewandten Enzym-
Immuno-Assays war zwischen 7,8 und 500 pg/ml festgelegt. Messungen unterhalb der
Nachweil3grenze (2,6 pg/ml) erhielten hier einen Wert von 2,5 pg/ml. Die gemessenen |L-6-
Konzentrationen lagen bei der gesamten Stichprobe zwischen 2,5 und 63 pg/ml. Aus Abbildung 6
ist ersichtlich, dass innerhalb der Gruppe ,RAO bzw. COB in Exazerbation“ im Vergleich zu den
lungengesunden Patienten und zu den restlichen, chronisch kranken Gruppen im Schnitt die
héchsten Werte gemessen wurden (11 (2,5-53) pg/ml). Eine Ubersicht diesbeziglich findet sich
auch in Tabelle 26. Bei den lungengesunden sowie bei den an IAD oder COB in Remission und an
interstitieller Pneumopathie erkrankten Tieren, wurden allgemein niedrigere IL-6-Werte beobachtet
(Tabelle 26). Allerdings fielen, sowohl in Gruppe 3 als auch in Gruppe 4 einzelne Pferde mit sehr
hohen Werten auf (jeweils 41 und 63 pg/ml), welche auflerhalb der Boxplot-Whisker lagen
(Abbildung 6). Die Gruppe der subakuten bzw. akuten Pneumonien wies insgesamt nur niedrige
IL-6-Konzentrationen in der BALF auf (2,5 bis 23 pg/ml). Signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen konnten mittels Kruskal-H-Wallis-Test nicht aufgezeigt werden (p=0,279) sowie
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auch nicht im allgemeinen Vergleich der gesunden und chronisch lungenkranken Patienten (p =
0,264).
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Abb. 6: IL-6-Konzentrationen [pg/ml] in der BALF bei den verschiedenen Diagnose-Gruppen
(n=68). Mit Kreisen bzw. Sternen sind jeweils milde und extreme Ausreiler markiert. Statistisch
signifikante Unterschiede wurden weder allgemein zwischen gesunden und kranken Pferden (p =
0,264), noch zwischen den einzelnen Diagnose-Gruppen (p = 0,279) festgestellit.

4.3.2.3 Ergebnisse zu Interleukin-17 in der BALF

Zur Bestimmung der Konzentrationen von Interleukin-17 in der bronchoalveolaren Lavage wurde
ebenfalls ein kommerzielles Kit der Marke USCN verwendet, welches einen Arbeitsbereich von
15,6 bis 1.000 pg/ml und eine minimum detectable dose von 6,3 pg/ml zeigte. Niedrigere
Konzentrationen wurden somit mit dem Wert 6,2 pg/ml definiert. Nach Durchfihrung dieses ELISA-
Tests fielen allerdings einige Probleme in der Standardreihe auf. Durch die hohen Nullwerte (0,49
+ 0,07 OD) und die Abweichungen zwischen den zwei angesetzten Standards (ca. 30 %), waren
die Ergebnisse nur mit Vorsicht zu bewerten. Es konnten also keine quantitativen Aussagen uber
die effektiven Konzentrationen von IL-17 in der BALF getroffen werden. Aus diesem Grund wurden
in diesem Falle auch die Extinktionswerte (OD) fir jede gemessene Probe aufgefihrt (Tabelle 26),
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da diese immerhin eine qualitative Aussage erlauben und einen allgemeinen Trend bezlglich des
IL-17-Gehalts der verschiedenen BALF-Proben anzeigen. Die héchsten Werte wurden bei den
lungengesunden Patienten festgestellt (0,34 (0,07-0,93) OD). Die Gesamtheit chronisch
lungenkranker Pferde zeigte niedrigere OD-Werte, welche im Schnitt bei 0,19 (0,06-0,85) lagen.
Allerdings ergaben sich, bezuglich der gemessenen Werte, bei allen Gruppen hohe Spannweiten
(Abbildung 7) und es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede beobachtet werden,
weder zwischen kranker und gesunder Einheit (p = 0,17), noch zwischen den einzelnen Gruppen
(p =0,224).

1,000

500

500

IL-17 [OD]

400

2007

T

T

T T T T T
Gesund COB in Ex. IAD&CDB in Interstitiell  (Sub)Akut
em.

000+

Gruppe

Abb. 7: IL-17 [OD-Werte] in der BALF bei den verschiedenen Diagnose-Gruppen (n = 68). Mit
Kreisen sind milde Ausreiller markiert. Statistisch signifikante Unterschiede wurden weder
allgemein zwischen kranken und gesunden Pferden (p = 0,17), noch zwischen den einzelnen
Diagnose-Gruppen (p = 0,224) festgestellt.
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Tab. 26: Medianwerte (Minimum-Maximum) der gemessenen Entziindungsmarker-Konzentrationen in der bronchoalveolaren Lavage. Fur IL-17
sind die Extinktionswerte (OD) zusatzlich aufgefihrt.

Gruppe Diagnose PCT IL-1B IL-6 IL-17 IL-17
[ng/ml] [pPg/mi] [pPg/ml] [pg/mli] [OD]
1 L d 5.5 5.7 2,5 6.2 0,34

ungengesun (1,5 - 23,3) (5,7 - 104) (2,5 - 25) (6,2 - 378) (0,07 - 0,93)
13,4 25 11 6,2 0,18

2 COB in Exazerbation (1,3 -681,7) (5,7 - 122) (2,5 - 53) 6,2 - 117) (0,07 - 0,74)
16,9 22 3,5 6,2 0,17

3 IAD/COB in Remission (1,5 - 493,7) (5,7 - 84) (2,5 - 41) (6,2 - 241) (0,06 - 0,85)
12 33,5 10,5 6,2 0,30

4 Interstitielle Pneumopathie (3,8—1.761,9) (5,7 - 121) (2,5 - 63) 6,2-171) (0,09 - 0,80)
7.6 16,3 14 55,1 0,43

5 (Sub)-Akute Pneumonie (1,3-12,1) (5,7 -78) (2,5 - 23) (6,2 - 229) (0,08 - 0,84)
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4.4 Ergebnisse der Therapiegruppe

4.4.1 Patienten

Zwolf der untersuchten Pferde wurden Uber zehn Tage einer inhalativen Therapie mit dem
Glukokortikoid Budesonid unterzogen (Tabelle 27). Dabei stammten acht Pferde aus der
Diagnose-Gruppe ,RAO bzw. COB in Exazerbation® (Gruppe 2) und vier aus der Einheit ,IAD
oder COB in Remission“ (Gruppe 3). Das Alter lag bei den Tieren aus Gruppe 2 und 3
durchschnittlich bei jeweils 18,5 £ 3,8 und 14,2 + 4,8 Jahren. Gréle und Gewicht betrugen
bei den Pferden mit chronischer Bronchitis in Exazerbation jeweils 152,7 £ 8,1 cm und 447,5
* 63,6 kg, wahrend bei denjenigen mit IAD oder COB in Remission 161,7 £ 9,1 cm und 533,7
+ 62,4 kg.

Tab. 27: Therapie-Gruppe. Die nach Diagnose gebildeten Untergruppen sind in weil3 (RAO
bzw. COB in Exazerbation = 2) bzw. grau (IAD oder COB in Remission = 3) markiert.

Gruppe Fall Rasse Geschlecht Alter GroRe Gewicht

(Jahre) (cm) (kg)
2 31 Araber-Mix Stute 19 149 400
2 37 AQH Stute 14 152 480
2 38 Traber Wallach 21 159 450
2 42 Araber Stute 23 150 450
2 43 Pony Wallach 19 139 400
2 45 Pony Wallach 12 148 350
2 54 Warmblut Stute 22 162 550
2 57 Warmblut Stute 18 163 500
3 28 Warmblut Stute 12 170 550
3 32 Traber Wallach 10 162 535
3 47 Warmblut Wallach 14 166 600
3 55 Haflinger-Mix Wallach 21 149 450

AQH = American Quarter Horse
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4.4.2 Ergebnisse der klinischen Untersuchungen nach Therapie

Die klinischen Untersuchungen erfolgten sowohl vor als auch nach Therapie anhand
desselben dreitagigen Protokolls (siehe Paragraph 3.2.2). Folgend sind die Ergebnisse mit
besonderem Augenmerk auf die Unterschiede vor und nach Therapie aufgefihrt.

4.4.2.1 Ergebnisse zu allgemeinen, klinischen Parametern nach Therapie

Eine Ubersicht zu den erhobenen, allgemeinen klinischen Parametern vor und nach
Therapie findet sich in Tabelle 28. Diese befanden sich alle im Normbereich, mit Ausnahme
von den im arteriellen Blut gemessenen Konzentrationen an ionisiertem Kalzium, welche
sowohl vor als auch nach Therapie mit jeweils 1,63 + 0,07 mmol/l und 1,67 + 0,08 mmol/l
erhoht waren. Ein vendses Blutbild wurde nach Therapie nicht erneut erstellt. Die meisten
Parameter verhielten sich relativ konstant. Im Falle der Herzfrequenz zeigten die Pferde
nach Therapie im Schnitt (35,7 + 2,7 Schldge/min) numerisch niedrigere Werte als zuvor
(38,1 £ 3,1 Schlage/min).

Tab. 28: Allgemeine, klinische Parameter im Vergleich vor und nach Therapie.

Parameter Einheit vor Therapie nach Therapie
Herzfrequenz Schlage/min 38,1+ 3,1 35727
IKT °C 37,3+0,3 37,4+0,2
Leukozyten *10%/pl 9,3+1,9 -
Hamatokrit % 35,2+ 3,6 -
Gesamteiweil} g/l 6,9+0,4 -
pH-Wert - 7,4 +£0,02 7,4 +0,02
Bikarbonat mmol/l 27,2+17 274122
lonisiertes Kalzium mmol/l 1,63 £ 0,07 1,67 £ 0,08

4.4.2.2 Ergebnisse zu lungenspezifischen, klinischen Parametern nach Therapie

4.4.2.2.1 Ergebnisse der klinischen Untersuchung der Atemwege nach Therapie

Die Atemfrequenz zeigte allgemein keine signifikanten Unterschiede vor und nach Therapie
(p = 0,243). Die Werte lagen durchschnittlich bei jeweils 17,4 + 3,5 und 16 + 49
Atemzige/min. Auch innerhalb der Gruppen ergaben sich keine nennenswerten Differenzen.
Die Gruppe ,RAO bzw. COB in Exazerbation* zeigte nahezu konstant bleibende Werte (p =
0,671), wahrend bei der Gruppe ,IAD oder COB in Remission“ leichte Unterschiede vor und
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nach Therapie vorlagen (p = 0,109). Die vor und nach Therapie erhobenen Atemzige/min
betrugen jeweils 18,1 = 3,1 und 17,5 + 5,4 bei Gruppe 2 sowie 16 * 4,2 und 13 * 1,4 bei
Gruppe 3. Funf Pferde (davon vier Tiere aus Gruppe 2 und eins aus Gruppe 3) zeigten vor
Therapie spontan auftretenden bzw. leicht auslésbaren Husten, wahrend nach Inhalation
dies nur noch bei drei Patienten (Gruppe 2) der Fall war (Unterschied statistisch nicht
signifikant). Bei keinem der Patienten mit IAD oder COB in Remission konnte eine abnorme
Atmung beobachtet werden. Von den Patienten mit chronischer, exazerbierter Bronchitis
zeigten allerdings sechs eine maRige und zwei sogar eine starke Dyspnoe. Obwohl nach
Haltungsoptimierung bzw. inhalativer Therapie nur noch die Halfte dieser Pferde (n = 4) eine
mafig erschwerte Atmung aufwiesen, war kein statistisch signifikanter Unterschied
festzustellen. Auskultatorisch konnten bei keinem Pferd, zu keinem Zeitpunkt abnorme
Atemgerausche festgestellt werden. Ebenso wurden bei der Lungenperkussion innerhalb der
Therapie-Gruppe keine Auffalligkeiten registriert.

4.4.2.2.2 Ergebnisse der arteriellen Blutgasanalyse nach Therapie

Allgemein wurden nur fir den arteriellen Sauerstoff-Partialdruck signifikante Unterschiede
vor und nach Therapie aufgedeckt (p = 0,041), wobei nach Therapie (103,2 £ 5,1 mmHg)
durchschnittlich hdhere Werte als bei der Eingangsuntersuchung (96,6 + 8,3 mmHg)
gemessen wurden. Der arterielle Kohlendioxid-Partialdruck verhielt sich nahezu konstant
(vor Inhalation: 43,4 + 2,9 mm Hg, nach Inhalation: 44 + 2,8 mmHg, p = 0,347) und bei der
alveolo-arteriellen Sauerstoff-Druckdifferenz konnten ebenfalls keine statistisch signifikanten
Differenzen beobachtet werden (p = 0,155). Allerdings wurden fur die AaDO, nach Therapie
insgesamt niedrigere Werte erhoben als zuvor, welche jeweils bei 0 (0-2,5) und 0,5 (0-18,7)
mmHg lagen. Eine gruppenvergleichende Darstellung der gemessenen Blutgase findet sich
in Tabelle 29. Daran ist zu erkennen, dass die PaO,-Werte nach Therapie nur bei den
Pferden mit chronischer Bronchitis in Exazerbation statistisch signifikant erhéht waren (p =
0,017), wahrend innerhalb von Gruppe 3 keine relevanten Unterschiede bestanden. Die
PaCO,-Werte verhielten sich innerhalb der einzelnen Gruppen konstant, wahrend bei der
AaDO; nur innerhalb von Gruppe 2 (p = 0,028) eine signifikante Senkung des Parameters
nach Inhalation beobachtet wurde. Bei den Patienten mit IAD oder COB in Remission wurde
nach Therapie eher ein steigender Trend der AaDO, festgestellt, dabei verblieben die Werte
jedoch immer im Normbereich. Eine Ubersicht der anhand der AaDO, vergebenen Score-
Punktzahlen ist in Tabelle 30 schematisch dargestellit.
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Tab. 29: Gruppenvergleichende Darstellung der Ergebnisse der arteriellen Blutgasanalyse
vor und nach Therapie. Fur jeden Parameter sind Mittelwert £ Standardabweichung bzw.
Medianwert (Minimum-Maximum) aufgefuhrt. Signifikanzen (p-Werte) bezlglich der
Unterschiede vor und nach Therapie sind ebenfalls dargestellit.

Gruppe vor Therapie nach Therapie Signifikanz
[mmHg] [mmHg] (p-Wert)

PaO,

2 95,4 +£9,8 105,6 £ 3,9 0,017

3 99,1+3,9 98,3+3,9 0,715
PaCO,

2 42,5+ 31 426 +£23 0,889

3 45,3+£1,2 46,8 £1 0,144
AaDO,

2 1,5 (0 - 18,7) 0(0-1,3) 0,028

3 0(0-12) 0(0-25) 0,109

Tab. 30: AaDO,-Werte [mmHg] bei den verschiedenen Gruppen vor und nach Therapie mit
jeweilig zugeteilter Score-Punktzahl.

COB Ex. COB Ex. IAD/COB Rem. IAD/COB Rem.
AaDO; . . . .
Score vor Therapie nach Therapie vor Therapie nach Therapie
[mmHg]
(n) (n) (n) (n)
AaDO, <7 0 5 8 4 4
AaDO, =7-14 1 2 0 0 0
AaDO, > 14 2 1 0 0 0
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4.4.2.2.3 Ergebnisse des Belastungstests nach Therapie

Ein Belastungstest konnte nur mit drei Pferden aus der Therapie-Gruppe bei der
Eingangsuntersuchung durchgefuhrt werden. Bei einem Patienten (Gruppe 2) fiel der Test
beim ersten Mal bereits ohne besondere Auffalligkeiten aus und wurde somit nach Inhalation
nicht wiederholt. Ein weiteres Pferd aus der Einheit ,RAO bzw. COB in Exazerbation® zeigte
sowohl vor als auch nach Therapie eine verlangerte Beruhigungszeit, welche in beiden
Fallen etwa 25 Minuten betrug. Das einzige Pferd aus der Gruppe ,IAD oder COB in
Remission“ zeigte bei der ersten Untersuchung ebenfalls einen auffalligen Belastungstest.
Allerdings wurde in diesem Fall nach Therapie eine deutliche Verbesserung beobachtet.

4.4.2.2.4 Ergebnisse der rontgenologischen Untersuchung der Lunge nach Therapie

Eine rontgenologische Untersuchung der Lunge wurde bei den Patienten nur einmal, im
Rahmen der Eingangsuntersuchung durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Therapie-Gruppe sind
in Tabelle 31 zusammengefasst.

Tab. 31: Gruppenvergleichende Ubersicht zu den Réntgenbefunden der Therapie-Einheit.

Grad der Befundausprﬁgung COB in Exazerbation IAD/COB in Remission
(n) (n)

Bronchiale Verdickungen

0.b.B. 1 0
geringgradig 5 3
mittelgradig 2 1
hochgradig 0 0

Interstitielle Verschattungen

0.b.B. 1 1
geringgradig 1 0
mittelgradig 6 3
hochgradig 0 0
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4.4.2.2.5 Ergebnisse der Intrapleuraldruck-Messung nach Therapie

Eine Messung des Intrapleuraldrucks erfolgte vor Therapie bei insgesamt acht Pferden.
Davon gehérten sechs Patienten zur Gruppe ,RAO bzw. COB in Exazerbation® (4,2 + 2,2 cm
H,O) und zwei zur Einheit ,JAD oder COB in Remission® (3 + 1,4 cm H;0). Eine
Wiederholung der Lungenfunktionsuntersuchung nach inhalativer Therapie konnte nur bei
vier Pferden aus Gruppe 2 durchgefiihrt werden. Es wurden beim zweiten Messdurchgang,
bei Pferden mit chronischer Bronchitis in Exazerbation numerisch niedrigere IPD-Werte
beobachtet als zuvor (p = 0,066). Diese lagen bei den vier Patienten, vor und nach
Inhalation, durchschnittlich bei jeweils 5,1 + 2,2 und 3,7 £ 1,7 cm H,0.

4.4.2.2.6 Ergebnisse der Tracheobronchoskopie nach Therapie

Die Befunde der Endoskopien ergaben insgesamt hochsignifikante Unterschiede zwischen
den zwei Untersuchungszeitpunkten (p = 0,007). Bei den nach DIECKMANN et al. (1987)
und GERBER et al. (2004) beurteilten Mengen (p = 0,023) bzw. Viskositaten (p = 0,007) der
tracheobronchialen Sekrete wurden ebenfalls signifikante bzw. hochsignifikante unterschiede
festgestellt. Bei Betrachtung der einzelnen Diagnose-Gruppen (Tabelle 32) fiel auf, dass bei
den Pferden mit exazerbierter, chronischer Bronchitis die Auspragung der endoskopischen
Befunde (Schleimhautfarbe und -beschaffenheit, Dicke der Carina tracheae, Charakter des
TBS) nach Therapie signifikant schwacher war als bei Erstuntersuchung (p = 0,034).
Innerhalb derselben Gruppe wurden bezlglich der Beschaffenheit des tracheobronchialen
Sekrets ebenfalls signifikante Verdnderungen nach Therapie beobachtet, mit einer
deutlichen Abnahme sowohl der Sekretmenge (p = 0,041) als auch der -viskositat (p =
0,027). Drei der insgesamt vier Pferde mit IAD oder COB in Remission, welche vor Inhalation
gering- bis mittelgradige endoskopische Befunde aufwiesen, zeigten nach Therapie keine
Auffalligkeiten mehr (p = 0,083). In diesem Fall konnten allerdings keine signifikanten
Abnahmen von Menge (p = 0,414) und Viskositat (p = 0,102) des TBS festgestellt werden.

Tab. 32: Gruppenvergleichende Ubersicht zum Auspragungsgrad endoskopischer Befunde
vor und nach Therapie. Signifikanzen (p-Werte) bezuglich der Unterschiede vor und nach
Therapie sind ebenfalls aufgefihrt und in grau markiert.

Endoskopische COB Ex. COB Ex. IAD/COB Rem. IAD/COB Rem.
Befunde vor Therapie nach Therapie vor Therapie nach Therapie
(n) (n) (n) (n)
0.b.B. 0 1 0 3
ggr. - mar. 2 6 4 1
hgr. 6 1 0 0
p-Werte p=0,034 p = 0,083

90



Ergebnisse

4.4.2.2.7 Ergebnisse von bronchoalveoldrer Lavage und zytologischen Diagnostik nach
Therapie

Nach Therapie wurden sowohl allgemein (p = 0,119), als auch innerhalb der einzelnen
Gruppen (Gruppe 2: p = 0,309, Gruppe 3: p = 0,273) kleinere Mengen an Spllflissigkeit
zurickgewonnen als bei erster Durchfuhrung der BAL.

Bei der zytologischen Untersuchung der BALF-Abstriche ergaben sich zwar Unterschiede
bezlglich des prozentualen Differenzialzellbildes vor und nach Therapie, allerdings waren
diese meist nicht auf statistisch signifikantem Niveau (Tabelle 33). Die Anzahl an
Makrophagen lag bei der ersten Untersuchung in beiden Gruppen unter 60 %, wobei
innerhalb der Gruppe ,RAO bzw. COB in Exazerbation® niedrigere Prozentzahlen beobachtet
wurden als bei der Einheit ,JAD oder COB in Remission®“. Nach inhalativer Therapie wurde
ein steigender Trend in der durchschnittlichen Anzahl an Makrophagen sowohl allgemein (p
= 0,068) als auch bei separater Betrachtung der Diagnose-Gruppen (Gruppe 2: p = 0,161,
Gruppe 3: p = 0,273) festgestellt. Somit wurden in Gruppe 3 bei fast allen Pferden nach
Behandlung normale Werte erreicht. Nur ein Pferd aus diesem Kollektiv zeigte nach
Inhalation (16,8 %) eine niedrigere, relative Anzahl an Makophagen in der BALF als zuvor
(27,4 %). Innerhalb von Gruppe 2 konnte auch, zum Teil ein steigender Trend der
Makrophagen beobachtet werden, allerdings lagen diese nach Therapie immer noch
unterhalb des Referenzbereiches (Tabelle 33). Bei den meisten Pferden mit exazerbierter,
chronischer Bronchitis betrug die Anzahl an Lymphozyten in der BALF nach
Erstuntersuchung weit unter 35 %. Im Gegensatz dazu waren die prozentualen Zahlen der
Lymphozyten bei den meisten Pferden mit ,|JAD oder COB in Remission® vor Therapie nur
leicht erniedrigt. Nach inhalativer Behandlung waren einige tendenzielle Veranderungen
vorhanden, welche allerdings keine statistische Signifikanz aufwiesen (p = 0,433). Bei sechs
von insgesamt acht Pferden aus Gruppe 2 bestand nach Therapie eine numerisch héhere
Anzahl an Lymphozyten (p = 0,123) als zuvor, wahrend innerhalb von Gruppe 3 nach
Therapie eher eine sinkende Tendenz registriert wurde (p = 0,273). Fir den Zelltyp
,nheutrophile Granulozyten“ wurde allgemein ein sinkender Trend nach Therapie festgestellt
(p = 0,136). Die Prozentsatze flr neutrophile Granulozyten waren bei allen Pferden mit RAO
bzw. COB in Exazerbation zu Beginn deutlich erhéht. Eine numerische Senkung dieser
Werte nach Behandlung wurde bei 6 von insgesamt 8 Pferden festgestellt (p= 0,093). Bei
den restlichen beiden Patienten wurde stattdessen eine leichte Erhéhung der Werte
beobachtet. Ein dhnliches Bild ergab sich bei nahezu allen an IAD oder COB in Remission
erkrankten Pferden (p=0,715), allerdings bewegten sich hier die prozentualen Zahlen, im
Vergleich zu Gruppe 2, in einem etwas niedrigeren Bereich (Tabelle 33). Nur bei einem Pferd
aus Gruppe 3 wurde ein numerischer Anstieg der neutrophilen Granulozyten in der BALF
nach Therapie beobachtet (von 27,8 % auf 69,4 %). Die Anzahl der neutrophilen
Granulozyten in der BALF wurde auch im klinischen Gesamtscore berucksichtigt. Eine
Ubersicht zu den fir diesen Parameter vergebenen Punktzahlen findet sich in Tabelle 34.
Die Anzahl an eosinophilen Granulozyten in der BALF war insgesamt sehr niedrig und lag
somit sowohl vor als auch nach Inhalation bei allen Patienten im Referenzbereich. Innerhalb
von Gruppe 3 konnten nach Therapie sogar keine Zellen dieser Art mehr nachgewiesen
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werden. Die numerisch hdchsten Prozentsatze an Mastzellen vor Therapie wurden in der
BALF von an IAD oder COB in Remission leidenden Pferden registriert (Tabelle 33). Sowohl
allgemein (p = 0,016) als auch innerhalb der einzelnen Gruppen (Gruppe 2: p = 0,093,
Gruppe 3: p = 0,068) wurde eine sinkender Trend in der Anzahl an Mastzellen nach
inhalativer Therapie nachgewiesen.

Tab. 33: Medianwerte (Minimum-Maximum) des Zellgehalts (%) der BALF vor und nach
Therapie bei den verschiedenen Gruppen. Signifikanzen (p-Werte) beziglich der
Unterschiede vor und nach Therapie sind flr die einzelnen Zellarten ebenfalls dargestellt und

in grau markiert.

RAO/COB in Exazerbation IAD/COB in Remission
Zelltyp
vor Therapie nach Therapie vor Therapie nach Therapie
Makronh 21,2 36,2 51,3 62,2
akrophagen (8,2 -47) (8,6 - 49,4) (27,4 - 59,8) (16,8 -73,2)
p-Wert p=0,161 p=0,273
Lymphozyten 21,9 27,7 30,5 24.4
(3,8 -34,8) (15,6 - 48,2) (27 - 40,2) (12,2 - 35,5)
p-Wert p=0,123 p=0,273
Neutrophile 49,7 36,2 15,3 5,2
Granulozyten (27 - 87,8) (14,4 - 67,8) (9,8 - 27,8) (1,7 - 69,4)
p-Wert p = 0,093 p=0,715
Eosinophile 0 0 0 0
Granulozyten (0-0,6) (0-0,2) (0-0,7) (0-0)
p-Wert p=1 p=0,317
1,2
’ 0,5 3,6 1,9
Mastzellen (0-4,6) 0-1) (0.6 - 4.6) (05-3)
p-Wert p = 0,093 p = 0,068
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Tab. 34: Ubersicht zu den anhand prozentualer Zahlen an neutrophilen Granulozyten in der
BALF vergebenen Score-Punkten vor und nach Therapie.

RAO/COB in Exazerbation IAD/COB in Remission
(n) (n)
Neutrophile Score-
Granulozyten Punkte
vor nach vor nach
Therapie Therapie Therapie Therapie
<10 % 0 0 0 1 2
10-15% 1 0 0 1 1
15-25% 2 0 2 1 0
>25% 3 8 6 1 1

4.4.2.2.8 Ergebnisse des klinischen Scores nach Therapie

Wie schon einmal erwahnt, dienten die klinischen Parameter Husten, Ruhedyspnoe,
Lungenauskultation sowie -perkussion, Blutgasanalyse, Tracheobronchoskopie und
Neutrophilie der BALF der Zusammenstellung des Gesamtscores. Patienten nach
Behandlung zeigten allgemein hochsignifikant niedrigere Score-Punktzahlen als bei
Erstuntersuchung (p = 0,005). Eine Ubersicht dazu folgt in Tabelle 35. Daran ist zu
erkennen, dass die meisten an RAO bzw. COB in Exazerbation leidenden Tiere vor Therapie
als hochgradig bzw. mittelgradig erkrankt eingestuft wurden. Nach inhalativer Behandlung
ergab sich fur dieses Kollektiv eine signifikante Besserung des Krankheitszustandes (p =
0,011), da sieben Pferde eine mittelgradige und eins sogar nur noch eine geringgradige
Auspragung der Lungenkrankheit aufwiesen. Die IAD bzw. COB in Remission war schon zu
Beginn der Studie durch einen niedrigeren Schweregrad charakterisiert. Nach Therapie
wurde auch hier eine tendenzielle Besserung im Sinne von Erniedrigung des klinischen
Gesamtscores beobachtet (p = 0,108). In diesem Fall resultierten die meisten Patienten nach
Behandlung sogar als ,gesund” (Tabelle 35).
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Tab. 35: Gesamtscore-Punktzahlen bei den verschiedenen Gruppen vor und nach Therapie.
Signifikanzen (p-Werte) bezlglich der Unterschiede vor und nach Therapie sind in grau
dargestellt.

COB in Exazerbation IAD/COB in Remission
(n) (n)
Score-Punkte Schweregrad
vor nach vor nach
Therapie Therapie Therapie Therapie
0-1 gesund 0 0 1 3
2-3 geringgradig 0 1 1 0
4-6 mittelgradig 2 7 2 1
27 hochgradig 6 0 0 0
p-Wert p=0,011 p=0,108

4.4.3 Ergebnisse der labordiagnostischen Untersuchungen nach Therapie

4.4.3.1 Ergebnisse zu Procalcitonin in der BALF nach Therapie

Mittels bereits beschriecbenem Sandwich-ELISA (Arbeitsbereich: 25-250 ng/ml) wurden im
Rahmen erster Untersuchungen durchschnittliche PCT-Konzentrationen von 13,8 (3,8-493,7)
ng/ml in der BALF gemessen. Nach inhalativer Therapie und erneuter Messung der Werte
wurden im Schnitt numerisch héhere Konzentrationen gemessen als zuvor, welche bei 16,5
(0,6-847,8) ng/ml lagen (p = 0,158). Eine gruppenvergleichende Darstellung der Ergebnisse
fur Procalcitonin-Bestimmungen vor und nach Behandlung ist in Tabelle 37 aufgefuhrt. Aus
Abbildung 8 ist ersichtlich, dass auch innerhalb der zwei Kollektive die PCT-Werte nach
Therapie einem steigenden Trend folgten. Dabei zeigten sowohl die Halfte der Pferde aus
der Einheit ,RAO bzw. COB in Exazerbation“ (p = 0,263) als auch die Halfte der Patienten
mit IAD oder COB in Remission (p = 0,465) nach Inhalation numerisch hdéhere PCT-
Konzentrationen als zuvor. In den restlichen Fallen wurden im Vergleich zur
Eingangsuntersuchung niedrigere Werte gemessen. In Tabelle 36 sind die bei den einzelnen
Pferden gemessenen PCT-Konzentrationen in Verbindung mit prozentualer Anzahl an
neutrophilen Granulozyten in der BALF und klinischer Score-Punktzahl dargestellt.
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Abb. 8: PCT-Konzentrationen [ng/ml] in der BALF bei den verschiedenen Diagnose-Gruppen
vor und nach inhalativer Therapie mit einem Glukokortikoid (n = 12). Sowohl allgemein (p =
0,158) als auch innerhalb der einzelnen Kollektive (Gruppe 2: p = 0,263; Gruppe 3: p =
0,465) wurde fur den besagten Parameter ein steigender Trend nach Therapie festgestellt.
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Tab. 36: Darstellung von klinischem Gesamtscore (Punktzahl), neutrophilen Granulozyten
(NG, %) und PCT-Konzentrationen (PCT, ng/ml) in der BALF vor und nach Therapie. Die
grauen Felder markieren Falle, bei denen nach Therapie erhdhte Werte der jeweiligen
Parameter festgestellt wurden.

Gruppe Score Score NG (%) NG (%) PCT [ng/ml] PCT [ng/ml]
VT NT VT NT vT NT
2 6 4 47,4 14,4 11,6 2,3
2 9 3 45,8 38,2 41,4 141,6
2 8 6 52 67,8 44,3 2541
2 7 5 27 34,2 5,1 4,8
2 7 4 43 18,8 58,9 179,3
2 8 5 87,8 34,2 3,8 0,6
2 6 5 84,2 56 6,9 1,3
2 8 4 53,6 49,2 16,2 71,9
3 4 0 18,7 2,5 493,7 847,8
3 2 0 11,8 1,7 16,1 2,2
3 1 1 9,8 8 8,7 28,1
3 4 4 27,8 69,4 6,3 1,3

VT = vor Therapie, NT = nach Therapie

4.4.3.2 Ergebnisse zu Interleukin-1f in der BALF nach Therapie

Zur Bestimmung der Konzentrationen des Interleukins-13 in der bronchoalveolaren
Spulflussigkeit wurde ein kommerzielles Kit der Marke USCN verwendet (detection range:
15,6-1.000 pg/ml). Bei Betrachtung der gesamten Therapie-Gruppe wurde zwischen den
zwei Messungen ein signifikanter Anstieg der Konzentrationen beobachtet (p = 0,016). Diese
lagen vor und nach Behandlung durchschnittlich bei jeweils 18,5 (5,7-69) und 55 (18-85)
pg/ml. Soeben wurden steigende Tendenzen der Werte innerhalb der einzelnen Diagnose-
Gruppen festgestellt (Abbildung 9, RAO bzw. COB in Exazerbation: p = 0,093, IAD oder COB
in Remission: p = 0,109). Bei an RAO oder COB in Exazerbation erkrankten Pferden wurden
bei sechs von insgesamt acht Individuen nach Inhalation héhere IL-1B3-Konzentrationen in
der BALF gemessen als zuvor. Bei den restlichen zwei Tieren wurden im Gegensatz dazu
geringere Konzentrationen bestimmt. Ebenso zeigten drei von vier Patienten aus der Gruppe
.JAD oder COB in Remission* erhdhte IL-1B-Konzentrationen nach Therapie, wahrend bei
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einem Pferd die Konzentration konstant blieb. Eine Ubersicht zu den gemessenen Werten
findet sich in Tabelle 37.

| EIL-1B vor Therapie
100 IL—1|3 nach Therapie
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Abb. 9: IL-1B-Konzentrationen [pg/ml] in der BALF bei den verschiedenen Diagnose-
Gruppen vor und nach inhalativer Therapie mit einem Glukokortikoid (n = 12). Wahrend
allgemein fur den besagten Parameter ein statistisch signifikanter Anstieg der Werte nach
Therapie beobachtet wurde (p = 0,016), wurden innerhalb der einzelnen Gruppen
ausschlieBlich steigende Tendenzen festgestellt (Gruppe 2: p = 0,093; Gruppe 3: p = 0,109).

4.4.3.3 Ergebnisse zu Interleukin-6 in der BALF nach Therapie

Die Konzentrationen an Interleukin-6, welche mittels kommerziellen Kits von USCN (working
range: 7,8-500 pg/ml) in der BALF gemessen wurden, waren innerhalb der Therapie-Gruppe
nach Behandlung insgesamt numerisch niedriger als zuvor (p = 0,182). Dabei sanken die
Werte von 6,5 (2,5-44) auf 2,5 (2,5-33) pg/ml. Bei nahezu allen Pferden aus der Gruppe
,RAO bzw. COB in Exazerbation® wurden signifikante Erniedrigungen der IL-6-
Konzentrationen beobachtet (p=0,036). Nur ein Patient dieser Einheit zeigte nach
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Behandlung eine Erhéhung der IL-6-Konzentration in der Spulflussigkeit (von 2,5 auf 6
pg/ml). Anders verliefen die Messungen innerhalb des Kollektivs ,JAD oder COB in
Remission® (p = 0,285). Hier wurde nach Therapie bei zwei Pferden eine Erhdhung des
Interleukins festgestellt, wahrend sich bei den restlichen beiden Patienten jeweils eine
Erniedrigung bzw. eine Konstanz des Parameters ergab. Die fir IL-6 durchschnittlich
gemessenen Werte sind in Tabelle 37 gruppenvergleichend zusammengefasst sowie in
Abbildung 10 grafisch dargestellt.

| [IL-6 var Therapie
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Abb. 10: IL-6-Konzentrationen [pg/ml] in der BALF bei den verschiedenen Diagnose-
Gruppen vor und nach inhalativer Therapie mit einem Glukokortikoid (n = 12). Allgemein
wurde fur den besagten Parameter ein sinkender Trend nach Therapie festgestellt (p =
0,182). Innerhalb der Gruppe ,RAO bzw. COB in Exazerbation“ wurde nach Therapie eine
statistisch signifikante Senkung der Werte gemessen (p = 0,036). Diese lagen zwischen 2,5
und 10 pg/ml, wobei nur ein Ausreil’er (Stern) einen héheren Wert von 33 pg/ml zeigte.
Innerhalb der Gruppe ,IAD oder COB in Remission“ war hingegen eine steigende Tendenz
der Werte nach Therapie zu beobachten (p = 0,285).
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4.4.3.4 Ergebnisse zu Interleukin-17 in der BALF nach Therapie

Quantitative Aussagen bezlglich der effektiven Konzentrationen an Interleukin-17 in der
BALF waren auch in diesem Falle, wegen der bereits beschriebenen Probleme (siehe
Paragraph 4.3.2.3 dieses Kapitels), nicht moéglich. Daher wurden hier, zur qualitativen
Beurteilung von Gruppenunterschieden, nur die Werte fur optische Dichte herangezogen
(Tabelle 37). Die mittels Sandwich-ELISA (USCN, Arbeitsbereich: 15,6-1.000 pg/ml)
gemessenen Konzentrationen fir IL-17 sind der Vollstandigkeit halber auch in Tabelle 37
aufgeflihrt. Bei Betrachtung der gesamten Therapie-Einheit wurde ein sehr deutlicher
Anstieg der gemessenen OD-Werte beobachtet (p = 0,002). Die Zahlen fir optische Dichte
stiegen dabei nach Inhalation von 0,18 (0,07-0,56) auf 0,84 (0,51-0,98) an. Dies konnte auch
innerhalb der einzelnen Gruppen bestatigt werden (Abbildung 11), da sowohl innerhalb des
Kollektivs ,RAO bzw. COB in Exazerbation“ (p = 0,012), als auch innerhalb der Gruppe ,|AD
oder COB in Remission“ (p = 0,068) bei allen Patienten eine Steigerung der OD-Werte nach
Therapie beobachtet wurde (Tabelle 37).

[11L-17 vor Therapie
1,07 [511L-17 nach Therapie

0,5

0,6

IL-17 [OD]

0,4+

0,2

0,0

| T
COB in Exazerbation IADICOB in Remission
Gruppe

Abb. 11: IL-17 [OD-Werte] in der BALF bei den verschiedenen Diagnose-Gruppen vor und
nach inhalativer Therapie mit einem Glukokortikoid (n = 12). Sowohl allgemein (p = 0,002) als
auch innerhalb von Gruppe 2 (p = 0,012) wurde ein signifikanter Anstieg der OD-Werte nach
Therapie festgestellt. Innerhalb von Gruppe 3 zeigte sich ein steigender Trend (p = 0,068).
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Tab. 37: Medianwerte (Minimum-Maximum) der Konzentrationen verschiedener
Entziindungsmarker in der BALF vor und nach Therapie im Gruppenvergleich.

COB in Exazerbation IAD/COB in Remission
Marker
vor nach vor nach
Therapie Therapie Therapie Therapie
PCT 13,9 38,4 12,4 15,2
[ng/ml] (3,8 - 58,8) (0,6 - 254,1) (6,4 - 493,7) (1,3 - 847,8)
IL-1B 18,5 50,5 13,3 58,5
[pg/ml] (5,7 - 69) (18-79) (5,7 - 29) (21 - 85)
IL-6 13 2,5 2,7 4,2
[pg/ml] (2,5-44) (2,5-33) (2,5-8) (2,5-19)
IL-17 6,2 222 6.2* 218,5
[pg/ml] (6,2 - 21) (6,2 - 521) ’ (78 - 403)
IL-17 0,18 0,84 0,14 0,83
[OD] (0,09 - 0,56) (0,51 -0,98) (0,07 - 0,46) (0,68 - 0,94)

* Wert innerhalb der Gruppe konstant
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4.5 Korrelationen

Zum Abschluss der statistischen Auswertung wurden eventuelle Zusammenhange zwischen
den gemessenen Entziindungsmarkern und den erhobenen lungenspezifischen, klinischen
Parametern untersucht. Wegen den bekannten Schwankungen der Entzindungsmarker mit
dem Alter der Individuen wurde dieser Zusammenhang bei den Patienten ebenfalls gepruft.
Aulerdem wurde bestimmt, ob die einzelnen Entziindungsmarker untereinander korrelieren.
Die Beurteilung der aufgestellten Korrelationen erfolgte immer anhand gleichzeitiger
Betrachtung des Korrelations-Koeffizienten nach Spearman (r;) und der jeweiligen
Signifikanz (p-Wert).

4.5.1 Korrelationen von Procalcitonin

Die in BALF und Blutplasma nachgewiesenen PCT-Konzentrationen Kkorrelierten mit
verschiedenen Parametern. Allerdings handelte es sich in den meisten Fallen um schwache
Zusammenhange, da die Korrelations-Koeffizienten nahezu alle unter 0,5 lagen (Tabelle 38).
Fir das Procalcitonin wurde zusatzlich ein Zusammenhang mit den Konzentrationen an
ionisiertem Kalzium in arteriellem Blut Uberprift. Dabei konnte eine schwache Korrelation mit
den in Blutplasma gemessenen PCT-Werten nachgewiesen werden (rs = 0,48; p = 0,060).
Ein schwacher, jedoch signifikanter Zusammenhang zwischen PCT-Werten in BALF und
Blutplasma konnte mit einem Koeffizienten von 0,49 (p = 0,039) ebenfalls festgestellt
werden. Am starksten korrelieten PCT in Blutplasma und Atemfrequenz mit einem
Koeffizienten von 0,53 und einem p-Wert von 0,025. Ein negativer Zusammenhang wurde
zwischen den PCT-Konzentrationen in Blutplasma und dem arteriellen Sauerstoff-
Partialdruck (rs = - 0,60; p = 0,009) beobachtet. Sowohl in der bronchoalveolaren Flissigkeit
(rs = 0,32; p = 0,007) als auch im Blutplasma (rs = 0,49; p = 0,038) gemessene PCT-
Konzentrationen korrelierten auRerdem, in schwachem Ausmafl mit dem klinischen Score.
Weitere leichte Zusammenhange bestanden zwischen PCT in BALF und jeweils Alter,
Schweregrad der endoskopischen Befunde (inklusive Menge des tracheobronchialen
Sekrets) und Intrapleuraldruck sowie zwischen PCT in Blutplasma und bronchialen
Roéntgenbefunden (siehe Tabelle 38).

4.5.2 Korrelationen der Interleukine

Fur die verschiedenen, in der BALF gemessenen Interleukine konnten nur schwache
Zusammenhange beobachtet werden (Tabelle 38). Eine leichte aber hochstsignifikante
Korrelation zwischen IL-1p und -6 wurde festgestellt (rs=0,41; p < 0,001). Aulterdem konnten
fur das Interleukin-18 schwache Beziehungen zu Intrapleuraldruck sowie Viskositat des
tracheobronchialen Sekrets aufgedeckt werden. Das Interleukin-6 zeigte die meisten
Korrelationen. Von besonderer Wichtigkeit ist an dieser Stelle ein signifikanter
Zusammenhang zum prozentualen Anteil neutrophiler Granulozyten in der BALF zu nennen
(rs=0,28; p = 0,021) und eine gleichzeitige, negative Korrelation zur Makrophagen-Menge (rs
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=-0,34; p = 0,005). Die endoskopischen Befunde (inklusive Menge und Viskositat des TBS)
zeigten ebenfalls schwache Beziehungen zu den IL-6-Konzentrationen (Tabelle 38). Als
einziges Interleukin korrelierte auRerdem IL-6 mit dem klinischen Score (rs= 0,32; p = 0,007).
Abschlie3end ergab sich ein negativer Zusammenhang zwischen den fur IL-17 gemessenen
optischen Dichten und der Anzahl an Mastzellen in der bronchoalveolaren Spulflissigkeit (rg
=-0,26; p=0,031).
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Tab. 38: Ubersicht zu Korrelationen (r;) zwischen den in BALF und Blutplasma gemessenen Entziindungsmarkern und ausgewahlten
lungenspezifischen klinischen Parametern. Relevante Zusammenhange (grau) wurden angenommen, wenn gleichzeitig ein
Korrelationskoeffizient nach Spearman > 25 und ein p-Wert < 0,05 vorlagen.

PCT | PCT IL-17 24 Ré. TBS- TBS-
IL-1B | IL-6 Alter | Ca AF PaO, | IPD EU MP NG Mz KS

BAL | Blut oD Br. M. V.
PCT
BAL - 0,49 | 003 | 0,70 |-0,22 | 0,30 | 0,21 023 |-009| 042 | 020 | 0,29 | 0,28 | 0,24 | -0,12 | 0,17 | 0,08 | 0,32
PCT
Blut 0,49 - 0,07 | -0,33 | 0,03 | 0,31 0,48 | 0,53 | -060 | 026 | 0,49 | 0,32 | 0,35 | 0,32 | -0,12 | 0,37 | -0,32 | 0,49
IL-1B 0,03 | 0,07 - 0,41 | -004 | -008)| 0,19 | 0,10 | -0,12 | 0,34 | -0,11 | 0,23 | 0,25 | 0,26 | -0,16 | 0,11 | -0,02 | 0,16
IL-6 0,10 | -0,33 | 0,41 - -0,11-0,06 0,25 | o007 |-012 | 0,15 |-004 | 030 0,29 |K 027 | -0,34 | 0,28 | -0,01 | 0,32
IL-17
op -9022| 0,03 | -0,04-011 - -012 -022|-020-013-024 -019  -0,2 | -0,13 |-0,09 | 0,05 -0,07  -0,26 | -0,14

PCT BAL = PCT-Konzentrationen in BALF (ng/ml); PCT Blut = PCT-Konzentrationen in Blutplasma (ng/ml); IL-1B = IL-1B-Konzentrationen in BALF (pg/ml); IL-
6 = IL-6-Konzentrationen in BALF (pg/ml); IL-17 OD = IL-17-Werte fiir optische Dichte in BALF; Alter = Alter der Pferde (Jahre); Ca®" = Konzentration an
ionisiertem Kalzium in arteriellem Blut (mmol/l); AF = Atemfrequenz (Atemziige/min); PaO, = arterieller Sauerstoff-Partialdruck (mmHg); IPD =
Intrapleuraldruck (cm H,0); R6. Br. = bronchiale Réntgenbefunde; EU = Befunde der endoskopischen Untersuchung; TBS-M. und TBS-V. = Menge und
Viskositat des tracheobronchialen Sekrets, Score-System nach DIECKMANN et al. (1987) bzw. GERBER et al. (2004); MP = Makrophagen in BALF (%); NG
= neutrophile Granulozyten in BALF (%); MZ = Mastzellen in BALF (%); KS = Klinischer Score, Score-System modifiziert nach OHNESORGE et al. (1998)
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5. DISKUSSION

5.1 Studiendesign: Ziele, Vor- und Nachteile

Ziel dieser Studie war es, die Konzentrationen verschiedener Entzindungsmarker
(Procalcitonin, Interleukin-13, -6 und -17) in der bronchoalveolaren Spilflissigkeit chronisch
lungenkranker Pferde zu untersuchen. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf den
diagnostischen Wert und die Korrelation dieser Parameter mit dem klinischen Status der
Probanden gelegt.

In dem ersten Abschnitt der Studie wurden also Patienten, welche an der Pferdeklinik der
Freien Universitdt Berlin zur Lungendiagnostik vorgestellt wurden, mittels eines
standardisierten Protokolls Uber drei Tage untersucht. Durch die zahlreichen erhobenen
klinischen Daten konnten die Pferde anschlieRend mit hoher Sicherheit einer bestimmten
Diagnosegruppe zugeteilt werden. Weiterhin wurde zum Vergleich eine Kontrollgruppe
lungengesunder Pferde ausgewahlt und nach demselben Protokoll untersucht.

In einer folgenden Phase wurden insgesamt zwolIf Patienten aus den Gruppen ,RAO bzw.
COB in Exazerbation® und ,IAD bzw. COB in Remission® einer zehntagigen inhalativen
Glukokortikoidtherapie (Budesonid) unter optimiertem Haltungszustand unterzogen und
anschliellend erneut nach dem bereits angewandten, standardisierten Schema untersucht.
Dabei sollte ein moglicher Zusammenhang zwischen erfolgreicher Behandlung und
veranderter Markerkonzentrationen in der BALF nachgewiesen werden.

Die Analyse der gesammelten Proben erfolgte als letzter Schritt im Helmholtz-Zentrum
Munchen unter Anleitung von Spezialisten auf dem Gebiet immunchemischer Methoden.
Wahrend bis heute die Zytokinuntersuchungen beim Pferd vornehmlich auf transkriptioneller
Ebene erfolgten (siehe Abschnitt 2.2.1.3.2), wurde in dieser Studie anhand kommerzieller
ELISA-Kits der Marke USCN (Uscn Life Science Inc., Hubei, PRC) eine direkte Messung der
Interleukinkonzentrationen in der BALF durchgeflihrt. Procalcitonin, ein in der Humanmedizin
bereits etablierter Marker (MEISNER, 2010), wurde aufRerdem mittels eines von RIEGER
und Kollegen (2014) neuerlich entwickelten equinen ELISA-Tests erstmals bei
lungenkranken Pferden in BALF- und Plasma-Proben bestimmt.

Als erster positiver Aspekt der vorliegenden Arbeit ist sicherlich die relative GroRe der
Stichprobe zu nennen. Aufgrund der beim Pferd zum Teil aufwendigen Diagnostikmethoden
ist es oft schwer, die Besitzer zu motivieren, ihre erkrankten Tiere einem solchen
Untersuchungsprotokoll auszusetzen. Durch die zahlreichen Patienten waren also in diesem
Fall, zumindest im ersten Teil der Studie, gute Voraussetzungen fiir eine aussagekraftige
statistische Evaluierung gegeben.

Durch die spontane Vorstellung der Patienten an der Pferdeklinik ergab sich naturlich auch
eine hohe Variabilitdt bezilglich der Krankheitsgeschichte und dem Schweregrad der
Erkrankung zum Zeitpunkt der Vorstellung bzw. Probenahme. In den meisten aktuellen
Studien wurden innerhalb sehr kleiner Patientenkollektive alle Probanden gleichzeitig einer
Staubbelastung bzw. einem bestimmten Antigen ausgesetzt. Sowohl vor als auch nach der
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Entwicklung klinischer Symptome und somit der Bestadtigung des Vorliegens einer
Exazerbation wurden bestimmte Proben (u. a. Blut, BALF, Bronchialepithel) entnommen und
spezielle Parameter daraus gemessen (siehe Paragraph 2.2.1.3.2). In der vorliegenden
Untersuchung ist eine solche Homogenitat im Patientenkollektiv nicht vorzufinden. Allerdings
wurden dadurch verschiedene Auspragungsgrade der jeweiligen Atemwegserkrankungen
erfasst und dadurch wichtige Informationen bezlglich des Trends bestimmter
Entzindungsmarker innerhalb der verschiedenen Gruppen dargestellt.

Um die Vergleichbarkeit und Validitat der Resultate zu gewahrleisten, wurde aulierdem ein
einheitliches System fur die Untersuchungen angewandt: Diese wurden immer von
denselben vier Personen anhand standardisierter Protokolle (siehe Anhang) durchgeflhrt.
Durch die Messung bestimmter Parameter (z. B. Atemfrequenz, Temperatur, arterielle
Blutgase) Uber drei Tage und die folgende Mittelung konnten der Verlauf bzw. eventuelle
Schwankungen dieser Werte besser erfasst werden.

Die Ergebnisse der inhalativen Budesonidbehandlung sind hingegen mit Vorsicht zu
bewerten. Grole Mangel an diesem Studienabschnitt sind sicherlich die sehr kleinen
Stichproben und das Fehlen einer Placebo-Gruppe (WILLIAMSON und DAVIS, 2007).
Letztere ware sehr hilfreich gewesen, um sicher zu gehen, dass die beobachteten
Anderungen auf die Wirkungen des verabreichten Medikamentes zuriickzufiihren sind und
nicht zufallig bzw. durch andere Faktoren bedingt sind. Die Umsetzung dieses
Studienprotokolls gestaltete sich allerdings aus den bereits genannten Problemen bezliglich
der Probandenrekrutierung als sehr schwierig. Zusatzlich zur Durchfiihrung einer erneuten
bronchoalveolaren Lavage hatten die Besitzer einer eventuellen Placebo-Gruppe in Kauf
nehmen mussen, dass ihr erkranktes Tier Uber zehn Tage keine wirksame Behandlung
erhalten hatte.

Obwohl auch viele andere bereits publizierte Studien auf diesem Gebiet sehr niedrige
Probandenzahlen aufweisen (siehe Paragraph 2.4.3.2), ist dies als grofRer Nachteil zu
nennen, da die Aussagekraft der statistischen Ergebnisse dadurch deutlich herabgesetzt
wird.

SchlieBlich ist zu erwdhnen, dass die inhalative Therapie parallel mit einer staubarmen
Haltung erfolgte. Dies flihrte dazu, dass die erzielten Ergebnisse nicht sicher bzw.
ausschlieBlich mit einer Wirkung des Glukokortikoids zu erklaren sind bzw. eine getrennte
Beurteilung der beiden Effekte nicht moglich war. Die meisten Probanden waren jedoch
bereits vor der Studie im Heimatstall staubarm aufgestallt. Die Aufstallung in der Klinik diente
somit dazu, allen Probanden die gleichen Bedingungen zu gewahren und die Inhalation
einheitlich durch geschulte Mitarbeiter durchzufthren.

5.2 Patientengut: Auswahlkriterien und allgemeine Merkmale

Von den insgesamt 68 Probanden wurden 53 Pferde aufgrund von Atemwegsproblemen an
der Pferdeklinik der Freien Universitat Berlin vorgestellt. Bei den restlichen 15 Patienten
handelte es sich um klinikeigene, lungengesunde Kontrolltiere.

Da bei den erkrankten Pferden keine Vorauswahl stattfand, sondern diese zufallig in die
Studie aufgenommen wurden, war die Gruppe bezlglich allgemeiner Merkmale (Rasse,

105



Diskussion

GroRe, Gewicht) sehr heterogen. Dies sollte allerdings keine Bedeutung fur die
Studienergebnisse haben, da in anderen Arbeiten bereits belegt wurde, dass die
Morphologie der Pferde die Lungenfunktionsparameter und das zytologisches Bild von
BALF-Ausstrichen nicht beeinflusst (FEY, 2005). In der vorliegenden Studie wurde also
davon ausgegangen, dass der Pferdetyp auch keinen Einfluss auf die gemessenen
Biomarker hatte. Aufgrund mangelnder Untersuchungen auf diesem Gebiet kann dies
allerdings nicht a priori ausgeschlossen werden, sodass es bei der Betrachtung der
Ergebnisse grundsatzlich bedacht werden sollte.

Die COB ist eine Erkrankung, welche vornehmlich altere Pferde betrifft (COUETIL und
WARD, 2003) und dies konnte auch in der vorliegenden Studie bestatigt werden, da die
Patienten der Gruppe ,RAO bzw. COB in Exazerbation“ das héchste Alter (16,6 = 4,5 Jahre)
aufwiesen. Das niedrigere durchschnittliche Alter innerhalb von Gruppe 3 (12,9 £ 4 Jahre) ist
dadurch zu erklaren, dass hier zusatzlich zu Patienten mit COB in Remission auch solche
mit IAD aufgenommen wurden und diese Krankheit bekannterweise ebenfalls jingere Pferde
betreffen kann (COUETIL et al., 2007; HUGHES et al., 2011).

Fur die Kontrolltiere erfolgte eine Auswahl nach bestimmten Kriterien. Dabei wurden
moglichst junge Tiere (8,1 £ 3,5 Jahre) selektiert, welche im Vorbericht und anhand einer
ersten klinischen Untersuchung als lungengesund resultierten. Wegen der recht aufwendigen
Untersuchungsverfahren war es nur umsetzbar, klinikeigene Pferde als Kontrollen
einzusetzen. Beziglich des Alters ergab sich allgemein zwischen gesunden und erkrankten
Tieren ein hochstsignifikanter Unterschied, welcher allerdings aufgrund der besagten
Auswahl moglichst junger Kontrolliere nicht ausschlaggebend war.

5.3 Gruppeneinteilung und Score-System

Anhand der gesammelten klinischen Daten wurden die Pferde einer der folgenden
Diagnosegruppen zugeordnet: ,gesund“ (Gruppe 1), ,RAO bzw. COB in Exazerbation®
(Gruppe 2), ,JAD oder COB in Remission® (Gruppe 3), ,chronische interstitielle
Pneumopathie® (Gruppe 4), ,subakute bis akute Pneumonie® (Gruppe 5). Die
Einschlusskriterien wurden dabei in Anlehnung an anerkannte Literaturquellen definiert
(DIECKMANN et al., 1990; ROBINSON, 2001; COUETIL et al., 2007; WILKINS und
LASCOLA, 2015) (siehe Paragraph 3.3.4).

Gesunde Tiere durften weder in den allgemeinen noch in den weiterfihrenden klinischen
Untersuchungen Auffalligkeiten zeigen. Eventuelle Abweichungen werden in den Abschnitten
uber die Ergebnisse der jeweiligen diagnostischen Schritte besprochen.

An dieser Stelle soll nur noch einmal die Zusammensetzung von Gruppe 3 erlautert werden:
Da das Krankheitsbild der IAD nur schwer von dem der COB in Remissionsphase zu trennen
ist (eventuell mittels Exposition zu schimmeligem Heu) bzw. in einigen Fallen sogar ein
Ubergehen von der ersteren zur zweitgenannten Krankheit méglich ist (COUETIL et al.,
2007; LECLERE und LAVOIE, 2014), wurden hier die zwei Erkrankungen in derselben
Einheit erfasst. Dadurch sollte eine falsche Zuordnung bzw. Interpretation
krankheitsspezifischer Ergebnisse vermieden werden.
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Zur Bestimmung des Schweregrades der vorliegenden Erkrankung kam der von
OHNESORGE und Kollegen (1998) entwickelte klinische Score zur Anwendung (siehe
Paragraph 3.3.3). Diese standardisierte und international anerkannte Methode (ROBINSON,
2001) wurde gezielt fur die Beurteilung der COB des Pferdes entwickelt und ermoglicht es,
verschiedene Auspragungsgrade dieser Erkrankung einfach und sicher zu erfassen.
Aufgrund dieser starken Spezifitdt war eine korrekte Beurteilung anderer Krankheitsbilder
jedoch nicht méglich. Dies erklart beispielsweise, warum die meisten Pferde mit deutlich
ausgepragter chronischer interstitieller Pneumopathie anhand dieses Score-Systems als
gesund Dbeurteilt wurden. Wichtige Merkmale dieser Atemwegserkrankung (i. e.
Leistungsinsuffizienz, interstitielle Zeichnungen im Rontgenbild) werden in dem Score-
System nach OHNESORGE et al. (1998) gar nicht bericksichtigt. Da zu Beginn der
Untersuchungen allerdings nie bekannt war, um was fur eine Erkrankung es sich handelte,
und da in einigen Fallen die klinischen AuRerungen der COB denen der interstitiellen
Pneumopathie stark ahneln kénnen (DIECKMANN et al., 1990; WILKINS und LASCOLA,
2015), wurde das Score-System zunachst bei allen Patienten angewandt.

5.4 Diskussion der Ergebnisse der klinischen Untersuchungen

5.4.1 Diskussion der Ergebnisse der klinischen Allgemeinuntersuchung

Die durchschnittlichen Werte der klinischen Allgemeinuntersuchung (au3er Atemfrequenz)
zeigten bei der Gesamtheit der Probanden nahezu keine Anomalien. Selbst in der kleinen
Gruppe der Pferde mit (sub)-akuter Pneumonie wurden im Schnitt normale
Kérpertemperaturen gemessen (37,5 + 0,3 °C). Obwohl respiratorische Infekte mit Fieber
einhergehen kdnnen, ist dies kein zwingender Befund (REUSS und GIGUERE, 2015), was
mit dem subfebrilen Zustand mancher Patienten der vorliegenden Studie im Konsensus
steht. Des Weiteren konnten in einigen Fallen leicht erhdhte Korpertemperaturen durch die
Mittelung der an drei verschiedenen Tagen erfassten Werte nicht dargestellt werden.

Die vendsen Blutparameter (Leukozytenzahl, Hamatokrit, Gesamteiweil}) lagen ebenfalls im
normalen Bereich. Der in der Literatur beschriebene Anstieg des Hamatokrits bei Pferden mit
COB in Exazerbation (LECLERE et al., 2011) konnte in der vorliegenden Studie nicht
bestatigt werden. Die im arteriellen Blut gemessenen pH- (7,41 + 0,02) und Bikarbonatwerte
(27,2 £ 1,8 mmol/l) waren ebenfalls nicht verandert, sodass das Vorliegen einer
metabolischen Azidose bei den Patienten sicher ausgeschlossen werden konnte.

Bezuglich der arteriellen Konzentrationen an ionisiertem Kalzium lagen die beim
vorliegenden Patientenpool gemessenen Werte (1,64 £ 0,1 mmol/l) durchschnittlich in einem
héheren Bereich als die von dem Analysegerdat (Cobas b 123 Roche Diagnostics
Deutschland GmbH, Mannheim, Deutschland) angegebenen Referenzwerte (1,12-1,32
mmol/l). Des Weiteren wurden im Schnitt sowohl bei chronisch (1,65 + 0,1 mmol/l) als auch
bei akut (1,68 * 0,1 mmol/l) lungenkranken Pferden im Vergleich zu den gesunden
Kontrollen (1,58 + 1,3 mmol/l) leicht hdhere Werte des Mineralstoffes beobachtet. Die
Konzentration an Kalzium im Blut ist von verschiedenen Faktoren abhangig (u. a. pH-Wert,
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Albuminbindung, Fiitterung, Saison) (TORIBIO, 2011b; VRANKOVIC et al., 2015). Dabei
verfiigt nur die freie ionisierte Form (Ca?*) liber biologische Aktivitit. Bei Vorliegen einer
Azidose ist die Bindungsaffinitat zwischen Kalzium und Albumin herabgesetzt, was in h6here
Ca?-Blutwerte resultiert (TORIBIO, 2011b). AuRerdem wurden in einer Studie von BERLIN
und AROCH (2009) im Vollblut gesunder adulter Pferde ahnliche pH- (7,43 + 0,02) und
Kalzium-Werte (1,69 + 0,07 mmol/l) wie diejenigen lungenkranker Patienten in der
vorliegenden Arbeit gemessen.

5.4.2 Diskussion der Ergebnisse der speziellen Untersuchungen der Atemwege

5.4.2.1 Diskussion der Ergebnisse der klinischen Untersuchung der Atemwege

Die lungengesunden Pferde zeigten in der klinischen Untersuchung der Atemwege keinerlei
Auffalligkeiten. Einzige Ausnahme stellte dabei ein Proband dar, bei dem es mdglich war,
einen leichten Hustenreiz auszulésen. Da das Pferd bei den restlichen Untersuchungen
unauffallig war, wurde dieser Befund vernachlassigt.

Anders wiesen die lungenkranken Patienten in unterschiedlichem Male veranderte klinische
Parameter auf. Die meisten zeigten eine erhdhte Atemfrequenz und leicht auslésbaren bzw.
spontanen Husten sowie eine mafige bis starke Dyspnoe, welche bei Pferden mit RAO bzw.
COB in Exazerbation typischerweise beobachtet wird (ROBINSON, 2001). Schwerwiegende
auskultatorische Befunde (Rasseln, Knistern oder Giemen) wurden ebenfalls nur bei drei
Patienten mit starker Atemwegsobstruktion festgestellt. Eine Erweiterung des Lungenfeldes
aufgrund von Emphysembildung ist ein weitaus seltenerer Befund (LECLERE et al., 2011)
und wurde auch in unserer Studie nur bei sechs der chronisch erkrankten Pferde beobachtet.

5.4.2.2 Diskussion der Ergebnisse der arteriellen Blutgasanalyse

Mittels arterieller Blutgasanalyse wird die Effektivitdt des Gasaustausches in der Lunge
erfasst. Dazu wurden die Partialdriicke von Sauerstoff (PaO,) und Kohlendioxid (PaCO,)
sowie die alveolo-arterielle Sauerstoff-Druckdifferenz (AaDO,) bestimmt. Letztere gilt als
genauere bzw. verlasslichere Einheit, da sie als einziger Parameter von der
Kdrperinnentemperatur und der Héhenlage unabhangig ist (FEY und VERTER, 2006). Die
Referenzwerte eines gesunden Pferdes liegen bei 100 £+ 5 mmHg fur PaO,, 40 + 5 mmHg fur
PaCO; und zwischen 0 und 7 mmHg fur AaDO, (FEY und VERTER, 2006).

In Bezug auf diese Werte zeigten die gesunden Kontrolltiere der vorliegenden Studie zum
Teil leicht erniedrigte Sauerstoffpartialdricke (im Schnitt 98,2 + 5,8 mmHg). Allerdings
wurden, aufgrund der weitgehend normalen alveolo-arteriellen Sauerstoffdruckdifferenzen
innerhalb dieser Gruppe die geringfligigen Abweichungen der Sauerstoffwerte nicht
bericksichtigt. In einem einzigen Fall wurde bei einem gesunden Tier ein AaDO,-Wert von
9,3 mmHg festgestellt. Da dies der einzige abweichende Befund war, wurde das Pferd
anhand des klinischen Scores trotzdem als gesund eingestuft.

Unter den lungenkranken Patienten zeigten die Tiere mit der starksten Atemwegsobstruktion
(Exazerbation) im Schnitt die niedrigsten PaO.- (90,4 + 11,1 mmHg) und die hdchsten
AaDO,-Werte (0 bis 27,9 mmHg) und differenzierten sich somit signifikant von den restlichen
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Kollektiven. Anders lagen die gemessenen Kohlendioxid-Partialdricke durchschnittlich bei
allen Gruppen in der Norm. Erhéhte PaCO,-Werte wurden nur in Einzelféllen bei chronisch
erkrankten Pferden festgestellt. Diese Ergebnisse sind damit zu erklaren, dass eine Storung
des alveolaren Gasaustausches sich zunachst mit einer Senkung des arteriellen
Sauerstoffpartialdruckes (Hypoxamie) auliert. Da das Kohlendioxid eine etwa zwanzigfach
bessere Diffusibilitat als Sauerstoff besitzt, steigt der arterielle Kohlendioxid-Partialdruck erst
bei schwerwiegenderen Funktionsstérungen an (Hyperkapnie). Bei gleichzeitigem Vorliegen
von Hypoxamie und Hyperkapnie wird dies auch als ,respiratorische Globalinsuffizienz®
bezeichnet (FEY und VERTER, 2006).

Die arterielle Blutgasanalyse stellt insgesamt eine einfache Methode dar, welche in kurzer
Zeit Auskunft Gber den Zustand der Lungenfunktion gibt. Allerdings ist diese auch durch
geringe Sensitivitdt gekennzeichnet, was das Erkennen geringgradiger bzw. mittelgradiger
Lungenfunktionsbeeintrachtigungen nicht immer ermdglicht (PIRIE, 2014Db).

5.4.2.3 Diskussion der Ergebnisse des Belastungstests

Durch das aulerst heterogene Patientenkollektiv waren auch die jeweiligen Nutzungsarten
und daraus resultierenden Trainingszustande der Probanden recht unterschiedlich. Dies
fuhrte zu einer verminderten Vergleichbarkeit der Belastungstests, welche flr einige noch bis
zum  Zeitpunkt der  Untersuchung gerittenen  Pferde trotz  vorberichtlicher
Leistungsinsuffizienz wahrscheinlich nicht ausreichend waren (siehe Fallnummern 3, 36, 40,
41, 45). Insgesamt ergab sich jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen gesunden und
chronisch erkrankten Pferden: Erstere zeigten keinerlei Auffalligkeiten bei der Durchfiihrung
dieser Untersuchung, wahrend die Mehrheit Ilungenkranker Tiere verlangerte
Beruhigungszeiten (> 20 min) flr Herz- und Atemfrequenz nach Belastung aufwies.

5.4.2.4 Diskussion der Ergebnisse der rontgenologischen Untersuchung der Lunge

Eine vermehrte bronchiale Zeichnung war vornehmlich bei Pferden mit schwerwiegender
RAO bzw. COB anzutreffen. Alle Pferde mit interstitieller Pneumopathie zeigten eine
mittelgradige bzw. hochgradige interstitielle Zeichnung. Dies steht mit den Beschreibungen
von GEHLEN und Kollegen (2009) im Einklang. Die teilweise bei den gesunden
Kontrollpferden ebenfalls festgestellten bronchialen bzw. interstitiellen Veranderungen
kénnen verschiedene Grinde haben. Zum einen besteht die Moéglichkeit, dass technische
Faktoren die Qualitédt der Rontgenaufnahmen beeinflusst haben. Beispielweise kann eine
Uberbelichtung zur Vortduschung interstitieller Zeichnungen fiihren (GEHLEN et al., 2009).
Des Weiteren spielen patientenspezifische Merkmale (Alter, Gewicht, Thoraxumfang) eine
wichtige Rolle (VENNER et al., 1995; GEHLEN et al., 2009; TILLEY et al., 2012). Da es sich
bei einigen Kontrollpferden um Kleinpferde bzw. Ponys mit sehr gutem Erndhrungszustand
handelte, konnte die erhdhte Fettmasse bei diesen Probanden fir die vermehrten
interstitiellen Zeichnungen verantwortlich gewesen sein. AbschlieBend kénnen der Atemtyp
und vorausgegangene Lungenkrankheiten ebenfalls die Lungenbefunde beeinflussen
(VENNER et al., 1995; GEHLEN et al.,, 2009). So ist es mdglich, dass bestimmte
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Veranderungen infolge gestorter Atemtatigkeit aufgrund von starker Aufregung oder tiefer
Sedierung entstanden sind.

5.4.2.5 Diskussion der Ergebnisse der Intrapleuraldruck-Messung

Die mit Atemwegserkrankungen einhergehende Obstruktion der Atemewege kann durch
Mukusansammlung, entzindliche Schwellung der Atemwegsschleimhaut bis hin zu
Gewebeumbau infolge chronischer Geschehen entstehen. Diese ist allerdings nicht immer
mit einer deutlichen klinischen Symptomatik assoziiert, sodass diagnostische Verfahren zur
Lungenfunktionsprifung an dieser Stelle hilfreich sein konnen (PIRIE, 2014b).

Die mittels Osophagussonde und angeschlossenem Pneumotachographen gemessenen
Intrapleuraldruckwerte ermdglichten in der vorgenommenen Studie eine deutliche
Differenzierung zwischen gesunden und chronisch lungenkranken Tieren (p = 0,004).
Allerdings ergab sich aus den paarweisen Vergleichen nur zwischen der gesunden
Kontrollgruppe und der Einheit ,RAO bzw. COB in Exazerbation® ein signifikanter
Unterschied (p = 0,017). Dies ist zum einen sicherlich auf die Tatsache zuruckzufuhren, dass
diese Methode eine geringe Sensitivitat aufweist und somit ein Erkennen schwacherer
Obstruktionszustande in einigen Fallen unterbleibt (LECLERE et al., 2011; PIRIE, 2014b).
Wie in der vorliegenden Studie ebenfalls beobachtet, werden also an IAD oder COB in
Remissionsphase erkrankte Pferde aufgrund der schwacheren
Lungenfunktionsbeeintrachtigung oft als lungengesund beurteilt. Solche schwacher
ausgepragte Stérungen koénnen nur mittels genauerer Verfahren wie zum Beispiel
Impulsoszillometrie oder Kapnographie erfasst werden (LECLERE et al., 2011; PIRIE,
2014b).

Zusatzlich ist an dieser Stelle zu erwahnen, dass eine Intrapleuraldruckmessung aufgrund
von starker Widersetzlichkeit einiger Probanden nur an einem relativ kleinen Patientenpool
durchgefuhrt werden konnte (insgesamt 37 Pferde), was die statistische Aussagekraft der
Ergebnisse deutlich herabgesetzt hat.

Obwohl die Tiere mit RAO bzw. COB in Exazerbation im Schnitt die hchsten IPD-Werte
zeigten, lagen diese lediglich zwischen 1 und 11 cm H,0, was nicht mit dem von ROBINSON
(2001) beschriebenen Referenzwert erkrankter Tiere (= 15 cm H,O) im Konsensus steht.
Dies ist sicherlich ebenfalls auf die geringe Sensitivitdt der Methode und auf die kleine
Stichprobe zurtickzufuhren.

5.4.2.6 Diskussion der Ergebnisse der Tracheobronchoskopie

Mittels Tracheobronchoskopie wurden in der vorliegenden Studie die Auspragung der
Atemwegsentzindung (Schleimhautfarbe und -beschaffenheit, Dicke der Carina tracheae)
und der Charakter des tracheobronchialen Sekrets beurteilt.

Dabei ist bekannt, dass die Sekretmenge im Tracheallumen mit dem Grad der tiefen
Atemwegsentziindung  korreliert  (PIRIE, 2014b).  Allerdings ist dies kein
krankheitsspezifischer Befund, da vermehrte TBS-Mengen sowohl bei COB als auch bei IAD
und interstitiellen Pneumopathien bzw. akuten Pneumonien vorkommen kénnen
(DIECKMANN et al., 1990; PIRIE, 2014b; GILKERSON et al., 2015).
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Anders als die TBS-Menge scheint die in der vorliegenden Studie beurteilte Dicke der
Trachealbifurkation laut verschiedener Autoren nicht zwangslaufig mit dem
Krankheitszustand des Pferdes zu korrelieren (KOCH et al., 2007; KOBLINGER et al., 2011).
Die in unserer Studie beobachteten endoskopischen Bilder stehen also mit den oben
genannten Angaben aus der Literatur weitgehend im Einklang. Pferde mit einer RAO bzw.
COB in Exazerbation zeigten insgesamt die schwerwiegendsten endoskopischen Befunde.
Die meisten Patienten mit IAD oder COB in Remissionsphase und solche mit chronisch
interstitiellen Geschehen zeigten ebenfalls veranderte endoskopische Bilder, allerdings war
innerhalb dieser Gruppen eine groRere Variabilitdt bezlglich der Befundauspragung
vorhanden. Bei allen vier Pferden mit akuten Lungenentzindungen wurden ebenfalls
hochgradig veranderte Befunde (u. a. gelblich viskdses TBS) festgestellt. Die gesunden
Kontrollpferde zeigten im Gegensatz dazu keinerlei Abweichungen in dieser Untersuchung
und differenzierten sich somit signifikant von den verschiedenen Gruppen lungenkranker
Pferde.

5.4.2.7 Diskussion der Ergebnisse der BAL und der zytologischen Diagnostik

In der vorliegenden Studie wurde die bronchoalveolare Lavage mittels blinder Methode
durchgefuhrt, welche erstmals im Jahre 1990 von FOGARTY beschrieben wurde. Diese
schnelle und einfache Technik ist bei ausreichender Ruhigstellung der Patienten genauso
effektiv wie die transendoskopische Methode und kann somit auch in weniger ausgestatteten
Kliniken bzw. im Feld durchgefuhrt werden (HOFFMAN, 1999; HEWSON und ARROYO,
2015). AuRerdem wurden in der vorliegenden Arbeit nur Pferde mit auf das gesamte
Lungengewebe Ubergreifenden Krankheiten untersucht, sodass eine endoskopische
Kontrolle zur genauen Lokalisation der Probenahme nicht nétig war (MCGORUM et al.,
1993).

In Anlehnung an international etablierte Richtlinien wurden bei jeder Durchfihrung der BAL
dasselbe Volumen (500 ml) an steriler phosphatgepufferter Salzlésung instilliert
(ROBINSON, 2001). Bei gesunden Pferden wird Ublicherweise circa 40-60 % der instillierten
Flussigkeit zurickgewonnen, wahrend diese Mengen bei Pferden mit chronischer
Atemwegsobstruktion deutlich niedriger sein kénnen (ROBINSON, 2001). Die in der
vorliegenden Studie zum Teil auch bei gesunden Pferden sehr niedrigen zuriickgewonnenen
BALF-Mengen sind auf die Tatsache zuriickzufuhren, dass einige Pferde trotz Sedierung
Unruhe bzw. einen starken Hustenreiz aufwiesen. Dies fuhrte in einigen Fallen zu einer
Verlegung des Ballonkatheters und folgend zu einem vorzeitigen Verlust des Unterdrucks.
Laut einiger Autoren ist dies allerdings nicht als nachteilig zu beurteilen, da kleinere
Spulflissigkeitsmengen keine negativen Auswirkungen auf das zytologische Bild und somit
auf die schlussendliche Diagnose haben (PICKLES et al., 2002).

Die zytologische Untersuchung von BALF-Ausstrichen hat sich als eine sichere Methode
erwiesen, um das Vorliegen von Atemwegsentzindungen jeglicher Auspragungen zu
erfassen. Des Weiteren wurde ein Zusammenhang zwischen BAL-Differenzialzellbildern und
Grad der Atemwegsobstruktion bzw. -hyperreagibilitat festgestellt (HOFFMAN, 2008). Da die
in tracheobronchialem Sekret bestimmten Zellprozentsatze nur schlecht mit denjenigen aus
der BAL korrelieren (DERKSEN et al., 1989), wurde in dieser Studie ausschlief3lich die
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Beurteilung der BALF-Ausstriche in die statistische Auswertung eingeschlossen. Die
Ergebnisse der zytologischen Untersuchungen decken sich weitgehend mit Referenzwerten
aus der Literatur (ROBINSON, 2001; COUETIL et al., 2007). Dies hangt in erster Linie damit
zusammen, dass die BALF-Zytologie ein wesentlicher Aspekt der zur Gruppenbildung
angewandten Kriterien darstellte. Bei Betrachtung der gesunden Kontrollen fiel auf, dass in
diesem Kollektiv in funf Fallen erhdhte Prozentsatze an Mastzellen vorlagen (zwischen 2,2
und 8 %). Da bei diesen Patienten keine weiteren Auffalligkeiten festgestellt wurden, erfolgte
hier kein Ausschluss aus Gruppe 1. Aufierdem wurden von anderen Autoren ebenfalls
erhohte Anteile an Mastzellen in der BALF gesunder Pferde gefunden (NAYLOR et al., 1992;
HUGHES et al.,, 2011). Des Weiteren resultierte aus einer Untersuchung, dass der
Mastzellenanteil als einzige Zellart von der zuriickgewonnenen Splilflissigkeitsmenge und
der beprobten Lungenhdlfte beeinflusst werden kann (SWEENEY et al., 1992). Diese
Faktoren kdnnen in der vorliegenden Arbeit durch die blinde Durchfuhrung der BAL sicherlich
eine Rolle gespielt haben.

AbschlieBend soll an dieser Stelle nochmals darauf hingewiesen werden, dass die
Durchfuhrung einer bronchoalveolaren Lavage bei Patienten mit Verdacht auf infektiose
Pneumonie grundsatzlich kontraindiziert ist. Durch das Spulen der Lunge besteht die Gefahr,
eventuell vorhandene Keime in tiefere Lungenregionen zu transportieren. Auflerdem
korrelieren zytologische Befunde bei akut lungenkranken Patienten viel schlechter mit dem
Krankheitszustand (REUSS und GIGUERE, 2015). Da bei den akut erkrankten Patienten der
vorliegenden Studie zunachst keine typische Pneumoniesymptomatik vorlag (z. B. Fieber,
Abgeschlagenheit) wurde auch bei diesen Individuen eine BAL durchgefuhrt. Erst durch das
Vorfinden intrazellularer Keime in den BALF-Ausstrichen und dem folgenden
mikrobiologischen Nachweis konnte eine bakterielle Infektion diagnostiziert und ein
chronischer Krankheitsprozess sicher ausgeschlossen werden. Durch diese zufalligen
Ereignisse ist auch die sehr kleine Fallzahl in Gruppe 5 zu erklaren.

5.5 Diskussion der Ergebnisse der Laboruntersuchungen

5.5.1 Diskussion der Bestimmung von Procalcitonin

5.5.1.1 PCT: Auswahl von Proben und geeigneter Nachweismethodik

In der vorliegenden Studie wurde Procalcitonin zum ersten Mal in Blutplasma und BALF
lungenkranker Pferde mittels ELISA-Test bestimmt. Aufgrund der bestehenden
Notwendigkeit, tierartspezifische Nachweismethoden fur eine korrekte PCT-Messung zu
verwenden (TORIBIO, 2011a; KOCHLEUS, 2013), kam in diesem Falle der von RIEGER et
al. (2014) entwickelte equine Assay zum Einsatz, welcher im Rahmen unserer Arbeit
zusatzlich zur Anwendung mit BALF-Proben charakterisiert wurde (siehe dazu Paragraphen
3.4.2.3und 4.3.1.1).

In der Humanmedizin stellt Procalcitonin einen hilfreichen Biomarker dar, welcher zur
Differenzierung verschiedener Atemwegserkrankungen bereits eingesetzt wird (siehe
Abschnitt 2.3.5.3). Dabei erfolgt die PCT-Bestimmung hier vornehmlich aus dem Blut
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erkrankter Patienten. Studien zur Messung von PCT aus BALF-Proben lungenkranker
Menschen lieferten hingegen wiedersprichliche Ergebnisse. In einigen Fallen wurden nur
sehr niedrige PCT-Konzentrationen im Alveolarraum vorgefunden bzw. war eine
Differenzierung verschiedener Krankheitsbilder anhand von PCT-Werten in der BALF nicht
moglich (STILETTO et al., 2001; DUFLO et al., 2002; LINSSEN et al., 2008; JUNG et al.,
2010; LEDERER et al.,, 2013). Dies ist moglicherweise auf eine nicht ausreichende
Sensitivitdt der angewandten Nachweismethoden bzw. auf die durch die Lavage bedingte
starke Verdinnung der Alveolarflissigkeit zurlickzuflihren (LINSSEN et al., 2008; JUNG et
al., 2010).

Beim Pferd stellt die bronchoalveoldre Lavage eine einfache und sichere Methode dar, um
die Entzindungsmechanismen chronischer Atemwegserkrankungen zu charakterisieren.
Neben der zytologischen Auswertung wurde in zahlreichen Studien das Vorkommen
verschiedener Biomarker in der BALF bereits untersucht (HOFFMAN, 2008). Dies ist unter
anderem dadurch begrindet, dass eine systemische Komponente chronischer
Atemwegserkrankungen beim Pferd noch nicht sicher nachgewiesen wurde und man somit
davon ausgeht, dass die wesentlichen entzindlichen Veranderungen lokal begrenzt sind
(LAVOIE-LAMOUREUX et al., 2012b). Da aus der Humanmedizin au3erdem bekannt ist,
dass Procalcitonin im Blut nur infolge systemischer krankhafter Prozesse signifikant ansteigt
(MEISNER, 2010, 2014), lag die Vermutung nahe, dass ein eventueller PCT-Anstieg bei
chronischen Atemwegserkrankungen des Pferdes am ehesten in den Alveolarraumen
detektierbar ist. Des Weiteren ist an dieser Stelle zu erwdhnen, dass beim Menschen eine
gute Korrelation zwischen PCT-Mengen in Serum und BALF beschrieben wurde (STILETTO
et al., 2001; LINSSEN et al., 2008). Wenn man nun die Tatsache berucksichtigt, dass das
Pferd im Vergleich zum Menschen Uber deutlich héhere PCT-Mengen im Blutplasma verfligt
(RIEGER et al., 2014), ist es denkbar, dass diese Tiere in den Atemwegen ebenfalls héhere
PCT-Konzentrationen als humane Patienten zeigen. Die von LINSSEN et al. (2008)
beschriebene  Problematik  bezlglich  Sensitivitdt der  Analysemethoden  bzw.
Verdinnungseffekte der BAL sollte also beim Pferd eine eher untergeordnete Rolle spielen.
Aus all diesen Grinden wurde also trotz der oben beschriebenen Ergebnisse aus der
Humanmedizin in der vorliegenden Studie equines Procalcitonin in der BALF aller
Probanden bestimmt. Zusatzlich wurden Plasmaproben eines kleineren Patientenpools
ebenfalls auf den PCT-Gehalt untersucht.

5.5.1.2 Procalcitonin in der BALF

Die in der BALF der untersuchten Pferde gemessenen PCT-Werte ermdglichten in der
vorliegenden Studie eine sehr gute Differenzierung zwischen gesunden und chronisch
lungenkranken Individuen (p = 0,006).

Dabei waren die hochsten PCT-Konzentrationen im Schnitt bei Pferden mit RAO bzw. COB
in Exazerbation (Median: 13,4 ng/ml; Minimum-Maximum: 1,3-681,7 ng/ml) und solchen mit
IAD oder COB in Remission (Median: 16,9 ng/ml; Minimum-Maximum: 1,5-493,7 ng/ml)
vorzufinden. Diese Gruppen unterschieden sich aufierdem beide signifikant von der
gesunden Kontrollgruppe (Median: 5,5 ng/ml, Minimum-Maximum: 1,5-23,3 ng/ml). Zwischen
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den einzelnen Kollektiven chronisch lungenkranker Pferde konnte allerdings anhand der
PCT-Konzentrationen in der BALF keine Differenzierung vorgenommen werden.

Die gemessenen Werte zeigten &hnlich wie in einigen humanmedizinischen Studien
(LINSSEN et al., 2008; LEDERER et al., 2013) vor allem innerhalb der verschiedenen
Gruppen erkrankter Tiere sehr hohe Spannweiten. Dies kdnnte zum einen auf die blinde
BAL-Technik zurtckzufuhren sein. Obwohl bekannt ist, dass beim Pferd die Lokalisation der
Probenahme bei der BAL keinen Einfluss auf das zytologische Bild der Ausstriche hat
(MCGORUM et al., 1993), wurde dies bis heute flr Procalcitonin weder beim Menschen
noch beim Pferd nachgewiesen. Es ist also durchaus denkbar, dass dieser Marker selbst bei
diffusen Lungenerkrankungen des Pferdes in verschiedenen Lungenabschnitten in
unterschiedlichen Konzentrationen vorkommt.

Des Weiteren wurde eine schwache Korrelation zwischen Procalcitonin in der BALF und
Grad der Atemwegsobstruktion (rs = 0,42) bzw. klinischem Score (rs = 0,32) festgestellt. Dies
steht im Einklang mit Beobachtungen aus der Humanmedizin, da auch hier beispielsweise
eine Korrelation zwischen PCT-Werten und Grad der Asthmaauspragung nachgewiesen
wurde (TANG et al., 2013). Der nur schwache Charakter dieser Zusammenhange ist zum
einen sicherlich auf die GréRe der Stichproben zurlickzuflihren und zum anderen von der
bereits besprochenen Problematik des Score-Systems abhangig, welcher speziell auf
Patienten mit chronisch obstruktiver Bronchitis zugeschnitten ist und eine Erfassung anderer
Krankheitszustande (z. B. interstitielle Pneumopathie) kaum ermdoglicht. Aufgrund des in der
vorliegenden Studie sehr heterogenen Patientenpools ist also anzunehmen, dass die selbst
innerhalb der einzelnen Krankheitsgruppen leicht unterschiedlichen Auspragungsgrade der
Erkrankungen einen Einfluss auf die gemessenen PCT-Konzentrationen gehabt haben
konnten. Anders wurde der mit dem Alter der Patienten ebenfalls vorhandene leichte
Zusammenhang (rs = 0,30) auf die bereits besprochene und zum Teil nicht zufallige
Altersaufteilung der Patienten zurickgefuhrt und somit als nicht reprasentativ beurteilt.

Die Tatsache, dass die genauen Mechanismen der PCT-Synthese noch nicht aufgedeckt
wurden, erschwert aulerdem die Beurteilung der vorliegenden Ergebnisse. Zum einen ist
bekannt, dass Procalcitonin im Rahmen krankhafter Zustdnde in verschiedenen Geweben
(u.a. in der Lunge) produziert wird (RUSSWURM et al., 2001; GIUNTI et al.,, 2010).
Allerdings ist nicht klar, welche Zellen in der Lage sind, das Prohormon zu sezernieren.
Einige Autoren aus der Humanmedizin erklaren die fehlende Korrelation mit bestimmten
Zelltypen aus der bronchoalveoldaren Lavage (z.B. neutrophile Granulozyten oder
Makrophagen) damit, dass der primare Syntheseort fur Procalcitonin wahrscheinlich
aulRerhalb der Lunge lokalisiert ist. Das in der BAL nachgewiesene Protein wirde also aus
dem Blut stammen und im Rahmen von Atemwegserkrankungen bei erhéhter Permeabilitat
der Gefale in den Alveolarraum diffundieren (LINSSEN et al., 2008). Dieser Mechanismus
konnte auch die Resultate unserer Studie erlautern, zumal sehr hohe PCT-Werte bei Pferden
in exazerbiertem Zustand gemessen wurden und bei diesen eine veranderte
Gefallpermeabilitdt infolge der schweren Atemwegsentzindung durchaus denkbar ist
(THACKER, 2006). Dass die Probanden mit interstitieller Pneumopathie im Schnitt eher
niedrige jedoch insgesamt sehr variable Werte (Median: 12 ng/ml; Minimum-Maximum: 3,8-
1.761,9 ng/ml) aufwiesen, kann damit zusammenhangen, dass interstitielle Erkrankungen
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verschiedene Phasen durchlaufen und starke Permeabilitatsveranderungen hier vornehmlich
im akuten Stadium (exsudative Phase) stattfinden (SCHMIDBAUER et al., 2004; WILKINS
und LASCOLA, 2015). Wenn man nun davon ausgeht, dass bei den meisten Probanden
diese exsudative Phase bereits abgeschlossen war und vornehmlich proliferative bzw.
fibrosierende Umbauprozesse flir das Krankheitsbild sorgten, sind dadurch die im Schnitt
relativ niedrigen PCT-Werte zu erklaren. Eine sichere Aussage uber den aktuellen Zustand
der Erkrankung ware allerdings nur mittels einer Lungenbiopsie moglich gewesen.

Eine weitere Hypothese geht davon aus, dass das Procalcitonin direkt von den
Gewebezellen produziert wird, nachdem diese mit adharenten Monozyten in Kontakt
getreten sind. Die genauen Vorgange dieses Synthesewegs, der an Patienten mit Sepsis
untersucht wurde, sind allerdings noch nicht geklart und lassen somit wenig Spielraum fir
Interpretationen (LINSCHEID et al., 2004; JUNG et al., 2010).

Eine Mitbeteiligung proinflammatorischer Zytokine (u.a. IL-1B und IL-6) an der Férderung der
PCT-Synthese im Blut wurde weiterhin bei humanen Patienten beschrieben (OBERHOFFER
et al.,, 1999; NIJSTEN et al.,, 2000). Da solche Mediatoren auch im Rahmen akuter und
chronischer Lungenentzindungen eine wichtige Rolle spielen (THACKER, 2006), ware ein
Triggern der Procalcitoninbildung durch die oben genannten Interleukine in den Atemwegen
der beprobten Patienten also denkbar gewesen. Allerdings wurden in der vorliegenden
Studie keine Korrelationen zwischen PCT und IL-1B bzw. IL-6 in der BALF vorgefunden, was
wiederum gegen diese Mutmalfiung (zumindest beim Pferd) spricht.

Bei Pferden mit subakuter bzw. akuter Pneumonie wurden in der BALF insgesamt sehr
niedrige PCT-Konzentrationen (Median: 7,6 ng/ml; Minimum-Maximum: 1,3-12,1 ng/ml)
vorgefunden, welche sich nicht signifikant von denen lungengesunder Probanden
unterschieden. Obwohl viele Studien aus der Humanmedizin belegen, dass PCT ein
durchaus geeigneter Marker fir die Diagnose bzw. Differenzierung verschiedener
Pneumonieformen darstellt (HEDLUND und HANSSON, 2000; DUFLO et al., 2002; POLZIN
et al., 2003; PRAT et al., 2003; PRAT et al., 2006; RAMIREZ et al., 2008; PIACENTINI et al.,
2011; NIU et al.,, 2013), wurden in einigen Untersuchungen an Patienten mit
beatmungsassoziierter Pneumonie ebenfalls keine Unterschiede bezlglich der PCT-Werte in
BALF oder Serum zwischen bakteriell bedingten (mikrobiologischer Nachweis positiv) und
nicht bakteriell bedingten (mikrobiologischer Nachweis negativ) Lungenentziindungen
nachgewiesen (LINSSEN et al., 2008; JUNG et al., 2010). Die in der vorliegenden Studie nur
zufallig rekrutierten Patienten mit akuter Pneumonie, welche ebenfalls einen positiven
Keimnachweis in der BALF aufwiesen, stellen allerdings ein sehr limitiertes Kollektiv dar und
erlauben somit aufgrund der geringen Reprasentativitdt der Stichprobe keine definitive
Aussage Uber diese Fragestellung. Weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet sind
sicherlich erforderlich.

5.5.1.3 Procalcitonin in Blutplasma

Bei insgesamt 18 Pferden (zehn gesunde Kontrollpferde und acht lungenkranke Pferde)
wurden venOse Blutproben gesammelt und diese ebenfalls auf den Procalcitoningehalt
untersucht. Dabei wurden die erkrankten Patienten zufallig gewahit.
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Zunachst ist zu erwahnen, dass bei den Probanden eine Korrelation (rs = 0,49) zwischen
PCT-Konzentrationen in BALF und Blutplasma bestand. Dies steht mit den oben bereits
genannten Erkenntnissen aus der Humanmedizin im Einklang (STILETTO et al., 2001;
LINSSEN et al.,, 2008). Auflerdem war auch anhand der PCT-Plasmawerte eine klare
Differenzierung zwischen gesunden und chronisch lungenkranken Pferden moglich (p =
0,05).

Lungengesunde Tiere zeigten, wie auch in der BALF, im Schnitt die niedrigsten Werte
(Median: 13,9 ng/ml, Minimum-Maximum: 1-1.741,5 ng/ml). Ein einziges Kontrolltier wurde
als statistischer Ausreilder identifiziert und wies einen sehr hohen PCT-Wert im Blutplasma
auf (1.741,5 ng/ml). Die Grunde dafur bleiben unbekannt, da das Tier bezuglich der
klinischen Parameter keinerlei Auffalligkeiten zeigte. Ahnliche Ergebnisse wurden aufRerdem
auch von RIEGER und Kollegen (2014) beschrieben: Im Rahmen der Validierung des
equinen ELISAs wurden die PCT-Konzentrationen im Blutplasma von gesunden und
septischen Pferden verglichen. Dabei zeigten zwei gesunde Kontrolltiere sogar nach
Wiederholung der klinischen Untersuchungen und erneuter Messung der Proben im Abstand
von drei Wochen ebenfalls stark erhéhte PCT-Werte. Aus der Humanmedizin sind einige
Ausnahmesituationen bekannt, in denen Procalcitonin ohne das Vorhandensein einer
bakteriellen Infektion im Blut ebenfalls erhoéht ist. Dies geschieht beispielsweise infolge von
Traumata, Leber- oder Niereninsuffizienz und Neoplasien (MEISNER, 2010). Dass die
besagten PCT-Abweichungen bei den lungengesunden Pferden auf die genannten Griinde
zurtckzufiihren sind, erscheint zwar als unwahrscheinlich, kann jedoch nicht sicher
ausgeschlossen werden.

Pferde mit RAO bzw. COB in Exazerbation zeigten die héchsten Konzentrationen an
Procalcitonin im Blutplasma (Median: 482,2 ng/ml; Minimum-Maximum: 1,6-4.853,7 ng/ml),
gefolgt von Probanden mit IAD oder COB in Remission, welche ahnliche Ergebnisse lieferten
(Median: 98,6 ng/ml; Minimum-Maximum: 22,7-174,5 ng/ml). Die auch hier extrem hohen
gemessenen Werte sind auf die Tatsache zurlckzufihren, dass die Verdinnung von
Plasmaproben mit hohem PCT-Gehalt zum Teil zu starken Abweichungen fuhrte. Mdgliche
Ursachen dafir kénnten laut den Herstellern einerseits eine Agglutination bzw. Dimerisierung
des Procalcitonins bei Vorkommen in hohen Konzentrationen sein, oder andererseits der aus
der Humanmedizin bereits bekannte Sachverhalt, dass das Protein in verschiedenen
Bruchteilen vorkommen kann, welche der Kalibrierungskurve des angewandten ELISAs nicht
folgen (RIEGER et al., 2014).

Im Vergleich zu den in der BALF gemessenen PCT-Mengen, zeigte das PCT im Blutplasma
eine deutlich bessere Korrelation mit dem klinischen Gesamtscore (rs = 0,49) und einzelnen
klinischen Parametern. Darunter sind die positiven Verbindungen zu Kalziumkonzentration
im Blut (rs = 0,48), Atemfrequenz (rs = 0,53) und im R&ntgenbild sichtbare bronchiale
Verdickungen (rs = 0,49) zu nennen. Anders lag zu den im arteriellen Blut gemessenen
Sauerstoffpartialdriicken eine negative Beziehung vor (rs= - 0,60).

Der Zusammenhang zwischen Blut-Kalzium-Spiegel und Procalcitonin wurde in einigen
humanmedizinischen Studien bereits untersucht. Obwohl einige Autoren von einem inversen
Verhéaltnis zwischen den zwei Parametern bei septischen Menschen berichten (MULLER et
al., 2000), geht aus anderen Studien an Patienten mit lokalisierten krankhaften Geschehen
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(z. B. Pankreatitis, Meningitis) oder Malaria hervor, dass die vorgefundene Hypokalzamie
zwar mit dem Schweregrad der Erkrankung, jedoch nicht mit den erhdhten PCT-
Konzentrationen korreliert (AMMORI, 2003). Auch in der vorliegenden Studie war ein
inverses Verhaltnis zwischen ionisiertem Kalzium und Procalcitonin im Blut nicht
nachweisbar, was vermutlich damit zu erklaren ist, dass hier keine Probanden mit
schwerwiegenden systemischen Erkrankungen beprobt wurden. Allerdings bleiben die
Ursachen des schwachen positiven Zusammenhangs der zwei Werte unbekannt.

Die vorgefundene Verbindung zwischen Procalcitonin und Gesamtscore-Punktzahl, erhdhter
Atemfrequenz, verminderter PaO,-Werte sowie verdnderter Roéntgenbefunde steht im
Konsensus mit humanmedizinischen Erkenntnissen. In einer Studie von PRAT et al. (2006)
wurden beispielsweise Patienten mit hoheren PCT-Werten auch in hohere Risikoklassen
anhand des PSI-Scores (pneumonia severity index) eingeteilt. Dieses System dient zur
Ermittlung des Schweregrads der vorliegenden Pneumonie und berlcksichtigt u. a. ebenfalls
die Atemfrequenz und den arteriellen Sauerstoff-Partialdruck. Ahnlich dazu zeigten
LEDERER und Kollegen (2013) an Patienten mit akutem Lungenversagen, dass Serum-
PCT-Werte negativ mit dem Oxygenierungsindex korrelieren, welcher aus dem Verhaltnis
zwischen arteriellem Sauerstoffpartialdurck (Pa0y,) und inspiratorischer
Sauerstoffkonzentration (FiO,) besteht. Abschlieliend demonstrierte die Arbeitsgruppe von
WALSH (2013) in einer neuerlich durchgefuhrten Studie, dass Procalcitonin einen moderaten
Vorhersagewert bei der Interpretation fraglicher Pneumonie-Réntgenbilder besitzt. Auch
beim Pferd gestaltet sich die korrekte Beurteilung von réntgenologischen Lungenbefunden
oftmals als eine Herausforderung fir den Tierarzt (GEHLEN et al., 2009). Die in der
vorliegenden Studie vorgefundene leichte Korrelation zwischen Blutpalsma-PCT-
Konzentrationen und rontgenologisch erkennbaren bronchialen Veranderungen lasst also
darauf schlieRen, dass dieser Marker eventuell auch beim Pferd in diesem Bereich
eingesetzt werden konnte.

Die einzige vergleichbare Studie aus der Pferdemedizin wurde von PUSTERLA et al. im
Jahre 2006 verdffentlicht. Hier wurden schwerkranke neugeborene Fohlen auf den PCT-
Gehalt im Blut untersucht. Dabei konnten die Autoren allerdings anhand von PCT-
Transkripten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen gesunden und septischen
Tieren darstellen. Da PCT auch in der humanen Neonatologie als Infektionsmarker
erfolgreich eingesetzt wird (MEISNER, 2010), sind die Ergebnisse der Studie von
PUSTERLA et al. (2006) vermutlich auf die nicht ausreichende Anpassung der angewandten
Nachweismethodik zurtckzufuhren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bezuglich PCT im Blutplasma sind aufgrund der
insgesamt sehr kleinen Stichprobe und der extrem niedrigen Fallzahl pro Krankheitsgruppe
nur mit Vorsicht zu bewerten. Nichtsdestotrotz konnte hier erstmals ein deutlicher
Unterschied zwischen lungengesunden und chronisch lungenkranken Patienten anhand der
PCT-Plasmawerte festgestellt werden. Durch die gute Korrelation zwischen
Markerkonzentrationen in Blutplasma und BALF sowie die deutliche Verbindung von PCT-
Plasmakonzentrationen und dem klinischen Status der Patienten, erscheint auch beim Pferd
die Messung des Proteins auf systemischer Ebene als durchaus sinnvoll. Weitere
Untersuchungen an grofieren Stichproben unter Einschluss einer groReren Zahl von
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Patienten pro Krankheitsgruppe waren also sicherlich interessant, um diese mit den hier
entdeckten Trends zu vergleichen. Eine Bestatigung der vorgefundenen Ergebnisse wiirde
zu einer deutlichen Erleichterung der Lungendiagnostik fihren, da die momentan noch
unerlassliche endoskopische Untersuchung bzw. zytologische Beurteilung der
bronchoalveolaren Lavage durch die weniger aufwendige Blutentnahme ersetzt werden
konnte.

5.5.2 Diskussion der Bestimmung der Interleukine

5.5.2.1 Interleukine: Auswahl von Proben und geeigneter Nachweismethodik

Die mittels bronchoalveolarer Lavage zuruckgewonnene Flussigkeit stellt in der
Pferdemedizin ein durchaus geeignetes Nachweismedium dar, um lokale entzindliche
Prozesse im Kontext von chronischen Atemwegserkrankungen zu charakterisieren
(HOFFMAN, 2008).

In dieser Studie kamen fir die Interleukinmessungen kommerziell erhaltliche Kits der Marke
USCN (Uscn Life Science Inc., Hubei, PRC) zur Anwendung, welche fiir die Bestimmung der
jeweiligen Parameter in Blut bzw. biologischen Flissigkeiten von Pferden validiert sind.
Somit unterscheidet sich die vorliegende Arbeit von den meisten bis heute durchgeflhrten
Untersuchungen auf diesem Gebiet, wo die Autoren oft eine Bestimmung der
Entzindungsmarker auf transkriptioneller Ebene (z. B. mittels PCR) vornahmen. Dies fuhrt
zu einer geringen Vergleichbarkeit der hier ermittelten Resultate mit denjenigen der oben
genannten Studien, da bei Messung der mRNA-Bildung bestimmter Proteine stattfindende
co- und posttranskriptionale Prozesse vernachlassigt werden und somit Rickschlisse auf
die effektive Konzentration des bestimmten Parameters anhand der jeweiligen mRNA-
Mengen nicht mdglich sind (YOU und YIN, 2000).

Unter Berucksichtigung einer moglichen minimalen Abweichung der Werte von den im
Folgenden aufgefuhrten Zahlen (laut Hersteller betragen die Variationskoeffizienten des
Assays < 10 %) ermdglichte die vorliegende Arbeit also erstmals eine quantitative
Bestimmung von proinflammatorischen Interleukinen in der BALF chronisch lungenkranker
Pferde.

5.5.2.2 Interleukin-1B in der BALF

FUr das Interleukin-B konnten in dieser Studie keine signifikanten Unterschiede, weder
allgemein zwischen gesunder und chronisch kranker Einheit (p = 0,122), noch zwischen den
einzelnen Diagnosegruppen (p = 0,365) festgestellt werden. Allerdings sind bei Betrachtung
der boxplots (Paragraph 4.3.2, Abbildung 5) einige Tendenzen erkennbar, welche im
Folgenden diskutiert werden.

Die gesunden Kontrolltiere zeigten im Schnitt die niedrigsten IL-1p-Werte (Median: 5,7
pg/ml). Ein einziges Pferd zeigte einen sehr hohen Wert (104 pg/ml) und wurde somit als
statistischer AusreilRer klassifiziert. Wenn man diesen nicht betrachtet, bewegten sich die IL-
1B8-Konzentrationen bei lungengesunden Probanden zwischen 5,7 und 50 pg/ml. Eine
Erklarung fur diese Abweichung ist aullerdem schwer zu finden, da das Pferd anhand der
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klinischen Untersuchungen als sicher gesund resultierte und auch fir die weiteren in der
BALF bestimmten Parameter bei diesem Proband eher niedrige Werte gemessen wurden
(PCT: 5,3 ng/ml, IL-6: 2,5 pg/ml, IL-17: 0,33 OD). Mdglicherweise wurde die erhéhte IL-13
Konzentration durch eine Erkrankung eines anderen Organsystems verursacht, welches im
Rahmen der vorliegenden Studie nicht untersucht wurde.

Pferde mit einer chronisch obstruktiven Bronchitis in Exazerbation (Median: 25 pg/ml,
Minimum-Maximum: 5,7-122 pg/ml) bzw. COB in Remission oder IAD (Median: 22 pg/ml,
Minimum-Maximum: 5,7-84 pg/ml) zeigten im Schnitt dhnliche Werte, welche in beiden
Fallen in einem hdheren Bereich als diejenigen der lungengesunden Probanden lagen. Diese
beobachteten Trends stehen im Einklang mit verschiedenen Studien, welche die Beteiligung
dieses Interleukins an der Pathogenese allergischer Atemwegserkrankungen bestatigen.
Beim Pferd wurden sowohl auf transkriptioneller Ebene (GIGUERE et al., 2002; PIETRA et
al., 2007; PADOAN et al., 2013) als auch bezlglich der Proteinkonzentrationen (SARLI et al.,
2011) signifikante Erhéhungen des Interleukins-1B in der BALF von Patienten mit klinisch
manifester COB bereits gefunden. Ahnliche Ergebnisse wurden auerdem auch an Pferden
mit diagnostizierter entziindlicher Atemwegserkrankung erzielt (HUGHES et al.,, 2011;
BEEKMAN et al., 2012).

In der Humanmedizin wurde auch festgestellt, dass IL-1B bei Menschen mit schwerem
Asthma oder COPD in der BALF erhoht ist (CHUNG, 2001; AREND, 2002).

Eine schwache Korrelation zwischen IL-18 und der Intrapleuraldruckdifferenz (rs = 0,34)
wurde in unserer Studie ebenfalls festgestellt, sodass das Vorkommen hdherer
Zytokinkonzentrationen in der BALF mit dem Grad der Lungenfunktionsstérung in
Verbindung zu stehen scheint. Des Weiteren wurde ein leichter Zusammenhang zwischen
IL-1B und der Viskositat des tracheobronchialen Sekrets (rs = 0,26) aufgedeckt. Dies steht im
Konsensus mit Angaben aus der Literatur, da bereits bekannt ist, dass das Interleukin-13 wie
auch andere proinflammatorische Mediatoren die Expression des Muzins MUCS5AC
stimulieren, welches eine essenzielle Komponente des tracheobronchialen Schleims darstellt
und bei chronischer Atemwegsentzindung deutlich erhoht ist (CHEN et al., 2014).

Eine Korrelation zwischen dem Interleukin und der Anzahl an neutrophilen Granulozyten in
der BALF konnte in der vorliegenden Studie trotz bekannter indirekter chemotaktischer
Aktivitat des Zytokins (FRANCHINI et al., 2000) nicht nachgewiesen werden. Diesbeziglich
sind auch in der Literatur kontrastierende Ergebnisse zu finden: Wahrend einige Autoren
sowohl! bei Pferden mit COB (GIGUERE et al.,, 2002; SARLI et al., 2011) als auch bei
solchen mit IAD (LAVOIE et al.,, 2011) von diesem Zusammenhang berichten, fanden
JOUBERT et al. (2011), dass diese Wechselwirkung nicht zwangslaufig gegeben ist. In der
letztgenannten Studie wurden die Patienten Uber zwei Jahre jeweils 24 Stunden und neun
Tage nach Beginn der Exzerbationsphase beprobt. Dabei war die gemessene IL-1[3-
Transkriptionsrate zu keinem Zeitpunkt signifikant erhéht und eine Korrelation mit der BALF-
Neutrophilie wurde nur in unregelmafigen Intervallen festgestellt, sodass die Autoren davon
ausgehen, dass andere chemotaktische Faktoren eine wichtigere Rolle als IL-13 in diesem
Prozess spielen.

Die hoéchsten durchschnittichen Werte fir IL-18 wurden innerhalb der Gruppe mit
interstitiellen Lungenkrankheiten beobachtet (Median: 33,5 pg/ml, 5,7-121 pg/ml). Dies ist auf
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die Tatsache zurlckzuflhren, dass dieses Zytokin eine zentrale Rolle in der Pathogenese
dieser Krankheitsbilder spielt. Durch die Aktivierung von Fibroblasten und die Anregung der
Fibronektin- und Kollagensynthese ist dieser Mediator direkt an fibrosierenden
Umbauprozessen der Lunge beteiligt (CHUNG, 2001; THACKER, 2006). Erhéhte Mengen an
Interleukin-13 wurden bei Menschen mit chronischen Lungenerkrankungen (u. a. Sarkoidose
und idiopathische pulmonale Fibrose) bereits nachgewiesen (AREND, 2002). Des Weiteren
ist an dieser Stelle zu erwdhnen, dass dieses Interleukin in erster Linie durch aktivierte
Makrophagen produziert wird (THACKER, 2006). Diese waren innerhalb der Gruppe
,chronisch interstitielle Pneumopathie im Vergleich zu den restlichen Krankheitsbildern mit
den groRten Prozentsatzen in der BALF vertreten (Medianwert: 55,4 %, Minimum-Maximum:
15-67 %), sodass ein Zusammenhang zwischen diesem Zelltyp und der Menge an
nachgewiesenem IL-1[3 als wahrscheinlich erscheint.

Bei den vier Pferden mit akuter Lungenentziindung wurden sehr variable Werte gemessen
(5,7-78 pg/ml). Aufgrund der sehr kleinen und nicht reprasentativen Stichprobe kénnen hier
kaum Aussagen getroffen werden. Sicher ist, dass Interleukin-18 bei verschiedenen
Tierarten an der Entstehung akuter Atemwegsentziindungen (z. B. enzootische
Bronchopneumonie des Rindes und Rhodokokkose des Fohlens) beteiligt ist (THACKER,
2006) und somit hochstwahrscheinlich auch beim adulten Pferd als Trigger der
Entziindungsreaktion infolge bakterieller Infektionen fungiert.

5.5.2.3 Interleukin-6 in der BALF

Eine klare Unterscheidung zwischen gesunden und chronisch lungenkranken Pferden (p =
0,264) sowie zwischen den einzelnen Diagnosegruppen (p = 0,279) war anhand der IL-6-
Konzentrationen in der BALF nicht mdglich. Allerdings lassen sich auch hier bei genauer
Betrachtung der Graphiken (Paragraph 4.3.2, Abbildung 6) Tendenzen erkennen. Die
héchsten Werte wurden im Schnitt bei Patienten mit exazerbierter RAO bzw. COB gemessen
(Median: 11 pg/ml, Minimum-Maximum: 2,5-53 pg/ml), wahrend die niedrigsten
durchschnittlichen IL-6-Konzentrationen in der BALF gesunder Pferde vorlagen (Median: 2,5
pg/ml, Minimum-Maximum: 2,5-25 pg/ml). In der Gruppe ,IAD oder COB in Remission®
waren die IL-6-Mengen auch insgesamt eher niedrig: Wenn man den einzigen statistischen
AusreilRer (41 pg/ml) vernachlassigt, schwankten die hier gemessenen Werte lediglich
zwischen 2,5 und 22 pg/ml (Median: 3,5 pg/ml).

Bisherige Studien auf diesem Gebiet lieferten widersprichliche Ergebnisse und sind, wie
oben bereits erwahnt, aufgrund der angewandten Analysemethoden (z. B. PCR) nur schwer
mit den Resultaten dieser Studie zu vergleichen. Die meisten Autoren, die eine Messung von
IL-6-Transkripten bzw. von dem Protein selbst in der BALF durchgefiihrt haben, konnten
keine signifikanten Erhdhungen bei exazerbiertem Zustand der Pferde darstellen (RIIHIMAKI
et al., 2008a; RIIHIMAKI et al., 2008b; PADOAN et al., 2013). LAAN und Kollegen (2006a)
gelang es zwar, eine gesteigerte Produktion von IL-6 durch Alveolarmakrophagen zu
beweisen, allerdings fand diese vornehmlich bei gesunden Individuen statt, sodass die
Autoren hier von einer eher antientziindlichen Rolle des Proteins ausgehen. Ein deutlicher
Anstieg der IL-6-Transkriptionsrate bei COB und IAD wurde bis heute nur in zwei
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Veroffentlichungen beschrieben und trat im Falle der COB etwa drei Tage nach
Staubexposition auf (PIETRA et al., 2007; BEEKMAN et al., 2012).

Anders als beim Pferd wurde die wichtige Rolle des Interleukin-6 an der Entstehung
chronisch  obstruktiver Atemwegserkrankungen des Menschen durch zahlreiche
Untersuchungen bereits belegt. Erhohte IL-6-Mengen wurden in BALF- und Sputumproben
von Patienten mit Asthma oder COPD nachgewiesen. Bei COPD ist IL-6 auf3erdem indirekt
proportional zur Einsekundenkapazitdt (FEV,, forciertes exspiratorisches Volumen in 1
Sekunde) und korreliert somit mit der Beeintrachtigung der Lungenfunktion (RINCON und
IRVIN, 2012).

Bei den untersuchten Pferden zeigten sich ebenfalls einige Korrelationen zu klinischen
Parametern, welche Auskunft Uber den Schweregrad der vorliegenden Erkrankungen geben.
Schwache Zusammenhange wurden sowohl zu endoskopischen Befunden (rs = 0,30) als
auch zum klinischen Gesamtscore (rs = 0,32) ermittelt. Des Weiteren wurde ein tendenziell
positiver Zusammenhang zwischen IL-6 und Menge bzw. Viskositat des tracheobronchialen
Sekrets aufgedeckt. Letztere Erkenntnis ist dadurch zu erklaren, dass das Interleukin-6 Uber
verschiedene Wege die Mukushypersekretion im Rahmen chronischer
Atemwegserkrankungen favorisiert. Zum einen werden CD4-T-Zellen Uber IL-6 zur
vermehrten Sezernierung von IL-13 angeregt, welches wiederum eine gesteigerte
Schleimproduktion durch Epithelzellen des Respirationstraktes bewirkt. Zusatzlich wird eine
direkte Stimulierung von Becherzellen durch IL-6 vermutet (RINCON und IRVIN, 2012).

Bei Patienten mit interstitieller Pneumopathie wurde in dieser Studie im Vergleich zur
lungengesunden Kotrollgruppe im Schnitt eine milde Erhdhung der IL-6 Konzentrationen
festgestellt (Median: 10 pg/ml). Auch in dieser Gruppe wurde aullerdem ein einziger
statistischer Ausreiler bemerkt (63 pg/ml), wahrend die restlichen gemessenen Werte
zwischen 2,5 und 20 pg/ml lagen. Interleukin-6 ist, wie auch IL-1B, an der Entstehung von
Lungenfibrosierungen im Rahmen interstitieller Geschehen beteiligt. So wurden erhohte IL-6-
Mengen sowohl bei Menschen als auch bei Mausen mit pulmonaler Fibrose nachgewiesen.
Des Weiteren wurde gezeigt, dass eine Hemmung l6slicher IL-6-Rezeptoren (trans-signaling
pathway) zur Reduzierung dieser fibrosierenden Prozesse in der Lunge fuhrt (LE et al.,
2014). Dies konnte die partielle Erhdhung der IL-6-Konzentrationen innerhalb der besagten
Gruppe erklaren. Allerdings lagen im Vergleich die bei diesen Patienten gemessenen
Interleukin-1B-Konzentrationen in einem deutlich hoéheren Bereich, was eine starkere
Beteiligung dieses Zytokins an der Pathogenese interstitieller Lungenerkrankungen des
Pferdes vermuten Iasst.

Eine positive Korrelation (rs = 0,41) zwischen IL-18 und -6 wurde in dieser Studie ebenfalls
festgestellt, was sich mit der Tatsache deckt, dass das erstgenannte Zytokin die Freisetzung
weiterer proinflammatorischer Mediatoren (u.a. IL-6) steigert und somit eine Amplifizierung
der entzundlichen Reaktion bewirkt (THACKER, 2006).

Innerhalb der Gruppe ,(sub)-akute Pneumonie® wurden fir IL-6 recht variable Werte
nachgewiesen (2,5-23 pg/ml). Aufgrund der kleinen Fallzahl sind Aussagen nach wie vor nur
schwer zu treffen. Wie bereits fir IL-18 besprochen, ist zu vermuten, dass auch IL-6 als
proinflammatorischer Mediator zur Entstehung von Lungenentziindungen infolge infektidser
Stimuli beitragt. Beispielsweise zeigten NERREN und Kollegen (2009), dass aus dem Blut
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adulter Pferde isolierte, neutrophile Granulozyten bei Stimulierung mit Rhodococcus equi
eine erhohte Transkriptionsrate fur Interleukin-6 aufweisen.

Abschlielend soll hier noch erwahnt werden, dass in unserer Studie keine bestimmten
Zelltypen aus der BALF isoliert wurden und somit auch keine genauen Aussagen bezlglich
zelltypspezifischer Zytokinsekretionen moglich waren. Nichtsdestotrotz zeigte sich fir
Interleukin-6 eine schwache Korrelation zur Anzahl an neutrophilen Granulozyten (rs = 0,28)
bzw. ein inverses Verhaltnis zum prozentualen Anteil an Makrophagen (rs = - 0,34) in der
BALF der untersuchten Probanden. Natlrlich spiegelt dies auf der einen Seite das
zytologische Bild der Pferde mit chronisch obstruktiver Bronchitis im Exazerbationsstadium
wieder, da hier ein hoher Anteil an neutrophilen Granulozyten in der BALF (> 25 %) als
Einschlusskriterium galt und ebenfalls hohe Mengen an IL-6 gemessen wurden. Auf der
anderen Seite ist jedoch eine vermehrte Produktion des Zytokins durch diese Zellen, wie von
NERREN et al. (2009) bereits beschrieben, denkbar. Daflr spricht auch die Tatsache, dass
eine erhebliche Transkription des Proteins in Bronchialepithelzellen bzw. Makrophagen bei
Pferden in exazerbiertem Zustand von verschiedenen Autoren nicht nachgewiesen werden
konnte (LAAN et al., 2006a; RIIHIMAKI et al., 2008a; RIIHIMAKI et al., 2008b; PADOAN et
al., 2013).

5.5.2.4 Interleukin-17 in der BALF

Aufgrund der bereits beschriebenen Probleme bei der Durchfiihrung dieses ELISA-Tests
(siehe Paragraph 4.3.2.3) koénnen in der vorliegenden Studie keine Aussagen uber die
effektiven IL-17-Konzentrationen in der Lavageflissigkeit der untersuchten Pferde gemacht
werden. Anhand der bestimmten Extinktionswerte (OD-Werte) sind Ruckschlisse auf den
allgemeinen Trend des IL-17-Gehalts der BALF-Proben zu erkennen (Paragraph 4.3.2,
Abbildung 7). Wie auch die anderen Interleukine ermdglichte IL-17 weder eine
Differenzierung zwischen kranker und gesunder Gruppe (p = 0,170) noch eine klare
Unterscheidung der verschiedenen Krankheitsbilder (p = 0,224). Die gemessenen OD-Werte
zeigten allgemein hohe Spann-weiten und gesunde Kontrolltiere verfigten
erstaunlicherweise Uber einen hoéheren Medianwert als die restlichen Gruppen mit
chronischen Lungenerkrankungen. Die vier Pferde mit subakuter bzw. akuter Pneumonie
wiesen ebenfalls im Vergleich zu den restlichen chronisch lungenkranken Patienten im
Schnitt héhere IL-17-OD-Werte auf.

Zahlreiche Studien beflrworten die zentrale Rolle des Interleukins-17 bei der Verbindung
angeborener und adaptiver Immunprozesse im Rahmen der Lungenentzindung (LINDEN et
al., 2005). Uber die Steigerung der Freisetzung verschiedener chemotaktischer (u. a. IL-8)
und anti-apoptotischer (G-CSF, GM-CSF) Faktoren seitens bronchialer Epithelzellen scheint
IL-17 die Akkumulation an neutrophilen Granulozyten in der entziindeten Lunge indirekt zu
fordern (LINDEN et al., 2005).

Eine Beteiligung von IL-17 an der Pathogenese verschiedener chronischer
Atemwegserkrankungen des Menschen, wie zum Beispiel schweren Formen des Asthmas
bronchiale, welche mit einer deutlichen Neutrophilie in der BALF einhergehen, wurde durch
einige Arbeiten belegt (COSMI et al., 2011). Andere Autoren konnten diese Hypothese
allerdings nicht bestatigen: Bei der Messung der IL-17-Konzentrationen (ELISA-Test) im
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Sputum von Menschen mit verschiedenen chronischen Lungenerkrankungen (Asthma,
chronische Bronchitis, COPD) wurden keine signifikanten Differenzen zwischen
lungengesundem Kollektiv und den einzelnen Diagnosegruppen ermittelt. In dieser Studie
lagen die niedrigsten IL-17-Mengen sogar bei Patienten mit stabiler COPD vor, welche
bekannterweise mit einer ausgepragten Neutrophile einhergeht (BARCZYK et al., 2003).
Beim Pferd zeigten sich ebenfalls widersprichliche Ergebnisse. EL ABBAS et al. (2012)
fanden, ahnlich wie in der vorliegenden Studie, sowohl im Blut als auch in der BALF
gesunder bzw. exazerbierter Pferde eine erhohte Aktivitat des Transkriptionsfaktors RORyT,
welcher die IL-17-Synthese reguliert. Erhdhte Mengen des Interleukins wurden allerdings nur
im Blut gesunder Patienten nachgewiesen. Andere Autoren berichten von einer Steigerung
der IL-17-Transkriptionsrate in der BALF exazerbierter Probanden (DEBRUE et al., 2005;
AINSWORTH et al., 2006; PADOAN et al., 2013). Dies trat allerdings erst nach langerer
Staubexposition auf (ca. 15-35 Tage), wahrend bei friherer Beprobung der Patienten keine
signifikante Steigerung der IL-17 Transkription detektiert werden konnte (RIIHIMAKI et al.,
2008a; REYNER et al., 2009). Bei den Patienten der vorliegenden Arbeit war eine Aussage
bezuglich der Dauer des exazerbierten Zustands nicht immer mdglich bzw. wurden die
Pferde aufgrund der akuten Symptomatik oftmals schnellstmdglich in die Klinik gebracht. Der
eventuell zu frihe Zeitpunkt der Probenahme konnte also eine Erklarung fur die bei
Patienten mit RAO bzw. COB in Exazerbation relativ niedrigen gemessenen IL-17-Werten
darstellen. Bei Pferden mit IAD oder COB in Remission scheinen laut der vorliegenden
Ergebnisse im Schnitt auch nur niedrige IL-17-Mengen vorzukommen. Wahrend die
Arbeitsgruppe von HUGHES (2011) auch keine erhdhte Expression fur IL-17 in der BALF
von IAD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachweisen konnte, beschreiben
BEEKMAN und Kollegen (2012) eine Erhéhung der Interleukin-mRNA bei Probanden mit
neutrophiler 1AD.

Eine Korrelation zur Anzahl an neutrophilen Granulozyten in der BALF konnte in dieser
Studie nicht bestatigt werden, was wiederum mit den Angaben von DEBRUE et al. (2005) im
Einklang steht. Allerdings ist an dieser Stelle zu erwdhnen, dass eine leichte inverse
Korrelation (r = - 0,26) zwischen IL-17-Menge und prozentualem Anteil an Mastzellen in der
BALF gefunden wurde. Da dieser Zelltyp vornehmlich bei IAD-Patienten in hohen Mengen (>
2 %) vorgefunden wurde und diese Krankheit anhand bestimmter Zellmuster in verschiedene
Phanotypen klassifiziert werden kann (PIRIE, 2014a), ist es wahrscheinlich, dass IL-17 eher
im Zusammenhang mit anderen Zellarten steht (z. B. neutrophile oder eosinophile
Granulozyten), wie von BEEKMAN et al. (2012) bereits postuliert.

Innerhalb der Gruppe mit chronischer interstitieller Pneumopathie wurden bei einigen
Pferden ebenfalls relativ hohe OD-Werte fir IL-17 gemessen. Der Median dieser Gruppe
Uberragte die bei Probanden mit COB bzw. IAD durchschnittlich gemessenen Werte. Dies
lasst darauf schlielRen, dass das Interleukin wohimdglich auch in dieser Lungenpathologie
eine Rolle spielt. Im Einklang dazu wurden beispielsweise sowohl im murinen als auch im
humanen Modell erhéhte IL-17-Mengen bei Individuen mit pulmonaler Fibrose vorgefunden.
Beim Menschen war dabei das Interleukin vornehmlich in regenerierenden
Lungenepithelzellen zu finden (NUOVO et al., 2012). Die Autoren vermuten, dass IL-17 auch
im Rahmen weiterer interstitieller Geschehen agiert, allerdings sind die genauen
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Mechanismen dieser Wirkungen noch nicht vollstandig geklart und weitere Untersuchungen
auf diesem Gebiet sind sowohl beim Menschen als auch beim Pferd erforderlich.

Die bei Patienten mit (sub)-akuter Lungenentzindung zum Teil erhohten Extinktionswerte
lassen vermuten, dass IL-17 auch an schiutzenden Mechanismen im Rahmen der
bakteriellen Abwehr aktiv beteiligt ist. Einige Studien zeigten diesbeziiglich eine erhdhte IL-
17-Transkriptionsrate in  Verbindung mit Rhodococcus-Infektionen des Fohlens
(MENSIKOVA et al., 2013).

AbschlieBend wurde in unserer Studie keine Korrelation zwischen IL-17 und den anderen
proinflammatorischen Mediatoren (z. B. IL-6) vorgefunden, obwohl bekannt ist, dass diese
die Differenzierung des Th17-Zelltyps férdern bzw. eine gegenseitige Stimulierung dieser
Mediatoren im Rahmen verschiedener Prozesse (z. B. gesteigerte Mukussekretion) erfolgt
(LINDEN et al., 2005; COSMI et al., 2011).

5.5.2.5 Einfluss verschiedener Faktoren auf das Zytokinmuster

Die Tatsache, dass unsere Ergebnisse und die Resultate aus den zahlreichen Studien, die
zur Bestimmung des Zytokingehalts bei chronischen Atemwegserkrankungen des Pferdes
bereits durchgefihrt wurden, sehr schwer zu interpretieren sind bzw. teils divergierende
Ergebnisse zeigen, ist neben der bereits erwdhnten geringen Vergleichbarkeit der
Nachweismethoden wahrscheinlich auf die &auRerst komplexen Mechanismen der
Interleukinbalance zuriickzufihren. Somit sollen verschiedene Faktoren, welche die
Zytokinfreisetzung beeinflussen kdnnen, im Folgenden kurz dargestellt werden.

Zum einen spielt das Studiendesign eine wichtige Rolle: Der Zeitpunkt der Probenahme
korreliert zum Beispiel, wie fur IL-17 bereits besprochen, nicht immer mit der maximalen
Auspragung des untersuchten Parameters, sodass schnell falsch negative Ergebnisse
entstehen koénnen. Dies koénnte eine Erklarung fir die selbst innerhalb derselben
Diagnosegruppen oftmals festgestellten hohen Spannweiten der Werte sein. Im Vergleich zu
der vorliegenden Studie wurde in den meisten bereits publizierten Arbeiten ein homogener
Probandenpool verwendet, welcher Uber langere Zeit unter identischen Bedingungen
gehalten wurde. Im Falle von Untersuchungen an Pferden mit COB wurde auf’erdem ein
Exazerbationszustand meist durch kontrollierte Exposition zu bestimmten Antigenen
induziert. Zum Zeitpunkt der Probenahme hatten also alle Patienten den gleichen
Ausgangszustand (siehe Paragraph 2.2.1.3.2). Im Gegensatz dazu wurden in der
vorliegenden Studie die Pferde in randomisierter Form gewahlt und zeigten somit bezuglich
Krankheitszustand, -lange, Vorbericht etc. individuelle Ausgangssituationen. In diesem Sinne
war hier auf der einen Seite ein genaues ,timing“ der Probenahme, wie oben beschrieben,
nicht moglich und dies kdnnte die gemessenen IL-Konzentrationen durchaus beeinflusst
haben. Auf der anderen Seite ist jedoch zu betonen, dass die Stichproben dieser Studie vor
allem aus klinischer Sicht sicherlich reprasentativer sind, da sie die Variabilitat der
vorkommenden Krankheitsauspragungen erfassen und somit die reelle Kondition der
Gesamtpopulation besser widerspiegeln (WILLIAMSON und DAVIS, 2007).

Spezielle Umweltfaktoren wie die Art der eingeatmeten Antigene kdnnen ebenfalls eine
Auswirkung auf das Zytokinmuster haben. So zeigten einige Untersuchungen beispielsweise,
dass die Inhalation von Aspergillus fumigatus zu einer Th2-polarisierten Immunantwort fihrt,
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wahrend bakterielles Endotoxin eher den Th1-Zelltyp stimuliert (KLEIBER et al., 2005). Es ist
also anzunehmen, dass auch in dieser Studie Patienten aus derselben Diagnosegruppe,
welche jedoch aus unterschiedlichen Haltungsformen stammten, ebenfalls variable
Zytokinmuster prasentierten.

Ein weiterer Faktor, der die Interleukinbalance verandern kann, ist der Trainingszustand der
Pferde. So zeigten DAVIS und Kollegen (2007), dass gesunde Pferde bis zu 24 Stunden
nach dem Training in einem kalten Milieu (5°C) eine erhohte Menge an
proinflammatorischen Zytokinen (u.a. IL-1B, IL-6) in der BALF aufweisen. Da in dieser Studie
ein Teil der Untersuchungen im Winter stattfand und die Pferde fur verschiedene
Nutzungszwecke (u.a. Sport) eingesetzt wurden, kann ein Einfluss dieser Faktoren
grundsatzlich nicht ausgeschlossen werden.

Abschliel3end soll an dieser Stelle noch erwahnt werden, dass einige Autoren bei Pferden
mit chronischer Atemwegsobstruktion eine Korrelation zwischen Alter und Zytokinsekretion
festgestellt haben. Wahrend eine erhdhte Produktion proinflammatorischer Mediatoren im
Blut alternder Menschen und Pferde bereits beschrieben wurde (,inflamm-aging“), zeigten
neuerlich HANSEN et al. (2014), dass in der BALF von an COB erkrankten Probanden das
voranschreitende Alter mit einer signifikanten Senkung an proinflammatorischen
Interleukinen (u. a. IL-1B) einhergeht. Dieses Ereignis entsteht wohimdglich dadurch, dass
die Lunge sich an die kontinuierliche Antigenbelastung anpasst und mit einer
Downregulierung bestimmter Zytokine reagiert. Des Weiteren konnten die Autoren keine
Korrelation zwischen IL-Mengen in Blut und BALF nachweisen, was also auch dafur spricht,
dass die Lunge, wie bereits erwahnt, ein einzigartiges Milieu darstellt, welches kaum durch
systemische Veranderungen reprasentiert werden kann. Wenn nun all diese Beobachtungen
auf die vorliegende Studie Ubertragen werden, ist in diesem Fall eine altersbedingte
Verminderung der IL-1B3-Konzentrationen ebenfalls denkbar. Dadurch ware beispielsweise
auch der unterschiedliche Interleukingehalt zwischen den im Schnitt alteren Pferden mit RAO
bzw. COB in Exazerbation (16,6 + 4,5 Jahre) und den jungeren Tieren mit chronisch
interstitieller Pneumopathie (11,5 + 3,9 Jahre) erklarbar.

5.5.2.6 Zusammenhang zwischen PCT und den gemessenen Interleukinen

Da die Interleukine 1B und 6 erwiesenermalen die Procalcitonin-Synthese anregen kdnnen
(OBERHOFFER et al., 1999; NIJSTEN et al., 2000), wurde dieser Zusammenhang in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls bertcksichtigt. In der BALF der untersuchten Pferde konnten
allerdings keinerlei Korrelationen zwischen diesen Markern aufgedeckt werden, was also
gegen eine PCT-Induktion durch die besagten Zytokine spricht.

Obwohl die Konzentrationen an IL-1B, IL-6 und PCT in der BALF in ahnlicher Weise mit
klinischen Parametern korrelierten (u. a. Endoskopiebefunde, Intrapleuraldruck), handelte es
sich dabei vorwiegend um schwache Wechselwirkungen und keins der genannten Proteine
ermdglichte eine klare Differenzierung zwischen den verschiedenen Krankheitsbildern.
Auferdem zeigte nur das Interleukin-6 eine schwache Relation (rs = 0,28) zum Prozentsatz
an neutrophilen Granulozyten in der BALF, welcher momentan als wichtigster Indikator
bestimmter equiner Lungenerkrankungen gilt (ROBINSON, 2001; COUETIL et al., 2007).
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Im Gegensatz dazu wies PCT im Blutplasma, trotz der sehr kleinen Stichprobe, relativ hohe
Korrelationskoeffizienten zu einigen klinischen Parametern (z. B. Atemfrequenz, PaO,,
Rontgenbefunde, klinischer Gesamtscore) auf. Wie bereits erwahnt sollte dieser Ansatz
weiterhin verfolgt werden, da die Bestimmung von PCT aus Blutproben ein einfaches Mittel
darstellt, welches die Diagnostik auf diesem Gebiet erheblich erleichtern kénnte.

5.6 Diskussion der Ergebnisse der inhalativen Therapie

Insgesamt wurden zwolf Patienten (acht Pferde mit RAO bzw. COB in Exazerbation und vier
Pferde mit IAD oder COB in Remission) zusatzlich zu den oben genannten Untersuchungen
einer zehntagigen inhalativen Behandlung mit dem Glukokortikoid ,Budesonid® unterzogen.
Die Hauptprobleme bezlglich des Studiendesigns (geringe Stichproben, keine Placebo-
Gruppe und Verabreichung des Glukokortikoids bei gleichzeitiger Haltungsoptimierung)
wurden in Paragraph 5.1 bereits diskutiert. Die positiven Effekte des Budesonids auf
Patienten mit chronischer Atemwegsobstruktion wurden von KAMPMANN und Kollegen
(2001) beschrieben. Hauptziel dieses Studienabschnitts war es also, die Auswirkungen
dieses Medikamentes auf die hier bestimmten Biomarker der Entziindung zu ermitteln.

5.6.1 Auswirkungen der Therapie auf den klinischen Status

Nach Therapie wurde im Einklang mit den Untersuchungen von KAMPMANN et al. (2001)
insgesamt eine Besserung der Lungenfunktion beobachtet. Eine verbesserte
Gasaustauschfahigkeit nach Behandlung kam vornehmlich bei Patienten mit akutem
Krankheitsschub, durch die deutlich erhéhten PaO,-Werte (p = 0,017) und den erniedrigten
AaDO,-Werte (p = 0,028) zum Ausdruck. Eine Senkung des gemessenen Intrapleuraldrucks
wurde, wenn auch nicht in statistisch signifikantem Ausmal® (p = 0,066), ebenfalls
beobachtet. Dies ist sicherlich auf die geringe Fallzahl zurickzufihren, da eine
Wiederholung dieser Untersuchung im Anschluss an eine Glukokortikoidverabreichung nur
bei vier Patienten moglich war.

Eine hochsignifikante Besserung des endoskopischen Bildes der Atemwege (p = 0,007) und
eine starke Reduzierung von Menge (p = 0,023) und Viskositdt (p = 0,007) des
tracheobronchialen Sekrets wurden bei den therapierten Patienten ebenfalls beobachtet.
Letztere Ergebnisse kdnnen mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Wirkungen des
Budesonids zurtckgeflhrt werden, da Glukokortikoide die Becherzellenhyperplasie und die
exzessive Mukusproduktion in den Atemwegen unterdricken (BOARDMAN et al., 2014).

Bei der zytologischen Untersuchung der BALF-Ausstriche zeigte sich nach inhalativer
Behandlung eine allgemeine Senkung der Anzahl an neutrophilen Granulozyten, allerdings
lag diese nicht im statistisch signifikanten Bereich (p = 0,135). Dies ist zum einen sicherlich
auf die kleine Stichprobe zurtickzufiihren und zum anderen von der Tatsache abhangig, dass
drei Pferde nach Therapie deutlich erhéhte prozentuale Zahlen an Neutrophilen aufwiesen.
In anderen Studien wurde bereits bemerkt, dass weder eine inhalative Glukokortikoidtherapie
noch eine mehrwochige Weidehaltung zwangslaufig mit einer Abnahme der Neutrophilie in
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der BALF einhergehen (JACKSON et al., 2000; FEY, 2005; COUETIL et al., 2006). Dies ist
wahrscheinlich zum einen damit zu erkaren, dass Glukokortikoide als unerwiinschten Effekt
die Apoptose dieser Zellen verzdogern kénnen (FRANCHIMONT, 2004). So waren in der
BALF der drei Patienten vornehmlich Uberalterte neutrophile Granulozyten mit
hypersegmentierten oder pyknotischen Kernen zu finden. Eine zweite bzw. spatere
Nachkontrolle des zytologischen Bildes ware also in diesen Fallen angebracht gewesen, um
den Erfolg der Therapie sicher bestatigen zu kénnen. Beispielsweise berichten GIGUERE et
al. (2002) von einem Rickgang der BALF-Neutrophile nach dreiwtchiger inhalativer
Fluticasontherapie. AuRerdem vermutet FEY (2005), dass individuelle Reaktionen der Pferde
auf die in der Klinik angewandten Optimierungsmaflinahmen (Einstreu, Fltterung) einen
weiteren Grund fur die persistierende Erhéhung der besagten Zellzahlen darstellen kénnen.
AbschlieRend wurde bei den behandelten Patienten eine signifikante Abnahme der
Mastzellzahlen in der BALF festgestellt (p = 0,016). Dies konnte ein weiterer Effekt des
inhalierten Medikaments darstellen, da Glukokortikoide erwiesenermaf’en die Aktion von
Mastzellen unterdriicken (FRANCHIMONT, 2004).

Durch die Veranderungen all dieser Parameter zeigten die Patienten nach Behandlung
hochsignifikant niedrigere Punktzahlen im klinischen Gesamtscore (p = 0,005), was die
deutliche Verbesserung der Kklinischen Symptomatik infolge der inhalativen
Glukokortikoidverabreichung unter optimierten Haltungsbedingungen reflektiert.

5.6.2 Auswirkungen der Therapie auf die bestimmten Entziindungsmarker

5.6.2.1 Auswirkungen von Budesonid auf Procalcitonin in der BALF

Die PCT-Messungen nach inhalativer Therapie ergaben schwer zu interpretierende
Ergebnisse: Wahrend bei einer Halfte der Patienten eine Reduzierung der
Procalcitoninkonzentrationen beobachtet wurde, zeigten die restlichen Pferde zum Teil
deutlich hdhere Proteinmengen in der BALF, sodass insgesamt keine signifikanten
Unterschiede zwischen den zwei Messzeitpunkten dargestellt werden konnten (p = 0,158).
Wenn man, wie bereits beschrieben, davon ausgeht, dass Procalcitonin im Rahmen von
starker Atemwegsentzindung aus dem Kreislauf in den Alveolarraum diffundiert, kdnnte die
partielle Senkung der PCT-Konzentrationen in der BALF nach Therapie auf den potenten
antiinflammatorischen Effekt des Budesonids zurlickgefliihrt werden, da Glukokortikoide
erwiesenermallen der erhdhten vaskularen Permeabilitdt entgegenwirken (KALINER, 1985).
Allerdings bleibt dadurch die PCT-Steigerung bei den restlichen Pferden unerklart.

Da TAVERES und Kollegen (2014) durch Neutralisierung von N-PCT im murinen Modell eine
Verminderung der Lungenentzindung bzw. der Neutrophilenakkumulation erzielten, lag hier
die Vermutung nahe, dass auch bei den untersuchten Probanden ein eventueller
Zusammenhang zwischen den zwei Parametern nach Behandlung bestand. Dies konnte
allerdings nicht bestatigt werden und spricht somit daftrr, dass das Protein weder von diesen
Zellen direkt produziert wird, noch eine chemotaktische Wirkung auf diese austibt. Ahnlich
konnte in der vorliegenden Studie auch keine Verbindung zwischen der Verbesserung des
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klinischen Status (Score-Punktzahl) und den PCT-Konzentrationen in der BALF erkannt
werden (siehe dazu Tabelle 36, Abschnitt 4.4.3).

In der Humanmedizin geht aus verschiedenen Untersuchungen hervor, dass Procalcitonin
durch Glukokortikoide kaum beeinflusst wird (RINALDI et al., 2006; DE KRUIF et al., 2008;
PERREN et al.,, 2008; SEAM et al.,, 2012). Eine solche Aussage, kann anhand der
vorliegenden Ergebnisse fur das Pferd nicht sicher getroffen werden. Weitere Studien unter
Einschluss einer Placebo-Gruppe und gréf3eren Fallzahlen sind an dieser Stelle erfragt, um
die festgestellten Trends zu verdeutlichen.

5.6.2.2 Auswirkungen von Budesonid auf Interleukin-1f in der BALF

Fur das Interleukin-1B zeigte sich nach Therapie eine hochsignifikante Steigerung der in der
BALF gemessenen Konzentrationen (p = 0,016).

Auch in diesem Falle ist eine Interpretation der vorliegenden Ergebnisse schwer, da sowohl
in der Humanmedizin als auch in der Pferdemedizin unterschiedliche Meinungen herrschen.
BEWIG und BARTH (1993) demonstrierten erstmals in einer ex vivo Studie, dass bei
Menschen mit Atemwegsobstruktion unter inhalativer Flunisolidbehandlung die IL-1-
Produktion durch BALF-Makrophagen deutlich reduziert wird. Allerdings konnte der
angewandte Bioassay nicht zwischen IL-13 und IL-1a differenzieren und die Therapiedauer
betrug mindestens einen Monat, was zu einer geringen Vergleichbarkeit mit den
vorliegenden Resultaten flihrt. Des Weiteren zeigte eine rezentere Untersuchung von
LANGEREIS und Kollegen (2011) an neutrophilen Granulozyten in vitro, dass
Dexamethason den kompetitiven Antagonisten IL-1Ra deutlich effektiver inhibiert als das
Zytokin selbst (IL-1B), sodass die Balance zu Gunsten des proinflammatorischen Mediators
verschoben wird. Ein ahnlicher Mechanismus koénnte also auch bei den untersuchten
Pferden eine Rolle gespielt haben, zumal in der vorliegenden Arbeit keine Informationen
bezuglich des IL-1B-Antagonisten vorliegen.

Beim Pferd liefern die bis heute durchgefiihrten Untersuchungen zur Auswirkung einer
inhalativen Glukokortikoidbehandlung auf das Zytokinmuster der BALF ebenfalls recht
variable Ergebnisse. Nach 21-tagiger Fluticasongabe konnten GIGUERE et al. (2002) eine
Abnahme der IL-1B-Transkription nachweisen. Allerdings konnte dies nicht auf den Effekt
des Medikaments zurlickgefuhrt werden, da ein gleicher Trend auch bei unbehandelten
Patienten festgestellt wurde. Dies spricht also fir einen spontanen Rickgang der IL-1(3-
Konzentration nach einem langeren Zeitraum als zehn Tage, was die fehlende Senkung bei
den Pferden der vorliegenden Studie erklaren kénnte. Im Einklang dazu stehen auch die
Ergebnisse weiterer Arbeitsgruppen, welche ebenfalls nach zehn- bzw. 15-tagiger inhalativer
Glukokortikoidtherapie keine Veranderungen flr die Aktivitdt proinflammatorischer
Transkriptionsfaktoren bzw. fir die Menge an IL-18-mRNA darstellen konnten (COUETIL et
al., 2006; BEEKMAN et al., 2011). Anders entdeckten weitere Autoren eine Reduzierung der
IL-1B-Transkription in BALF-Proben von Pferden mit exazerbierter COB, allerdings handelte
es sich dabei ausschlief3lich um Untersuchungen an Makrophagen (LAAN et al., 2006b) bzw.
wurden die angewandten Medikamente in systemischer Form verabreicht (PIETRA et al.,
2007; DELUCA et al., 2008).
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Obwohl in den oben genannten Studien zum Teil auch keine signifikante Abnahme der IL-13-
Mengen nach inhalativer Therapie dargestellt werden konnte, bleibt diese die einzige Arbeit,
in der eine signifikante Erhéhung der Interleukinkonzentration detektiert wurde. Da IL-13
erwiesenermalien die PCT-Synthese steigern kann (OBERHOFFER et al., 1999), ware ein
Zusammenhang dieser zwei Parameter, welche beide in erhéhten Konzentrationen nach
Behandlung vorlagen, denkbar. Allerdings wiederspricht sich dies mit der bereits erwahnten
fehlenden Korrelation der zwei Biomarker innerhalb der nicht therapierten Kollektive. Das
Fehlen von Daten bezlglich des Verhaltens dieser Proteine in einer Placebo-Gruppe
erschwert aullerdem die Interpretation, sodass weitere Untersuchungen in diesem Bereich
sicherlich erforderlich sind.

5.6.2.3 Auswirkungen von Budesonid auf Interleukin-6 in der BALF

Das Interleukin-6 war der einzige Entziindungsmarker der vorliegenden Studie, bei dem
infolge von inhalativer Behandlung bzw. Haltungsoptimierung eine Erniedrigung der
gemessenen Konzentrationen festgestellt wurde. Vor allem bei Pferden mit schwerwiegender
Atemwegsobstruktion, bei denen auch vor Therapie die héchsten IL-6-Werte nachgewiesen
wurden, flhrten die therapeutischen Malinahmen zu einer signifikanten Senkung des
Proteins in der BALF (p = 0,036). Anders war innerhalb der Gruppe ,IAD oder COB in
Remission“ insgesamt ein steigender, jedoch statistisch nicht signifikanter Trend zu
beobachten (p = 0,285). Diese Ergebnisse, die mit einer bei nahezu allen Probanden
beobachteten klinischen Besserung einhergingen, sprechen also deutlich fir eine Beteiligung
dieses Zytokins an der chronisch obstruktiven Bronchitis des Pferdes.

Das Ausmal der Wirkung des angewandten Glukokortikoids ist in der vorliegenden Arbeit,
wie bereits erwahnt, durch die gleichzeitig durchgesetzte Haltungsoptimierung nur schwer zu
beurteilen. Allerdings zeigten EK und Kollegen (1999), dass Budesonid in der Lage ist, die
IL-6-Freisetzung aus Alveolarmakrophagen und Lungenepithelzellen in vitro zu hemmen,
was wiederum auf eine aktive Beteiligung des Medikaments an den beschriebenen
Ereignissen schliel3en lasst.

Im Konsensus mit den vorliegenden Resultaten zeigten PIETRA und Kollegen (2007)
ebenfalls eine signifikante Senkung der IL-6-Transkriptionsrate in der BALF exazerbierter
Pferde. Allerdings fand hier keine inhalative Behandlung statt, sondern es wurde
Dexamethason an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mittels intramuskulérer Injektion
verabreicht.

Im Gegensatz dazu fanden andere Arbeitsgruppen heraus, dass das Interleukin-6 nach
Antigenstimulierung vor allem bei gesunden, nicht COB-anfélligen Patienten in erhdhtem
Mafe exprimiert und auch nicht von einer medikamentdsen Therapie beeinflusst wird. Diese
Autoren beflirworten also die Hypothese, dass IL-6 eher als antientziindlicher Mediator
fungiert und der Entzindungsreaktion entgegenwirkt (LAAN et al., 2006a; LAAN et al.,
2006b). Hinweise diesbezlglich konnten in dieser Studie nicht gefunden werden, allerdings
sollte diese Tatsache im Falle weiterfUhrender Untersuchungen auf diesem Gebiet
berlcksichtigt werden.
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5.6.2.4 Auswirkungen von Budesonid auf Interleukin-17 in der BALF

Im Gegensatz zu BEEKMAN et al. (2011), welche nach 15-tagiger inhalativer Fluticason-
Behandlung eine signifikante Reduzierung der IL-17-Transkription in der BALF von Pferden
mit IAD nachweisen konnten, wurde bei den therapierten Probanden der vorliegenden Studie
eine deutliche Steigerung der IL-17-OD-Werte beobachtet (p = 0,002).

Allerdings geht aus humanmedizinischen Untersuchungen hervor, dass Patienten mit
schweren Asthmaformen oder COPD, welche Ublicherweise schlecht auf eine
Korikosteroidtherapie ansprechen, ebenfalls eine erhéhte Anzahl an Th17-Zellen aufweisen
(BARNES, 2013). Dieses Zytokin scheint also durch Glukokortikoide nicht beeinflusst zu
werden (MCKINLEY et al., 2008; VAZQUEZ-TELLO et al., 2013) und in Sputumproben von
Asthmatikern wurden sogar ebenfalls erhéhte IL-17-Konzentrationen infolge von oraler
Dexamethasongabe beobachtet. Dabei war IL-17 insbesondere bei rauchenden Patienten
nach Therapie stark erhdht. Die genauen Mechanismen dieser Zigarettenrauch- und IL-17-
abhangigen Glukokortikoidresistenz bleiben noch zu klaren (SPEARS et al., 2013). Schwere
Verlaufe von Asthma sind aufRerdem durch eine ausgepragte Neutrophilie statt der typischen
Eosinophilie in der BALF charakterisiert und dhneln somit dem klinischen Bild der COB des
Pferdes (BULLONE und LAVOIE, 2015). Es ist also denkbar, dass aufgrund von ahnlichen
pathogenetischen Prozessen auch bei dieser Tierart die besagten Medikamente eine
ahnliche Auswirkung auf die IL-17-Konzentrationen haben.

Weitere Forschung ist allerdings erfragt, insbesondere weil infolge der nicht auswertbaren
Ergebnisse des ELISA-Tests in dieser Studie nur qualitative Aussagen Uber den IL-17-
Gehalt getroffen werden konnten.

5.7 Schlussfolgerungen und Ausblick

In dem ersten Abschnitt der vorliegenden Studie wurde erstmals gezeigt, dass Procalcitonin
mittels speziellen ELISA-Tests in Blut und bronchoalveolarer Lavageflissigkeit
lungenkranker Pferde bestimmt werden kann. Zusatzlich wurden in der BALF der Patienten
die Konzentrationen dreier proinflammatorischer Zytokine (Interleukine 1B, 6 und 17),
ebenfalls mittels equiner ELISAs ermittelt.

Die Patienten wurden an der Pferdeklinik der Freien Universitat Berlin vorgestellt und
konnten durch umfangreiche klinische Untersuchungen mit hoher Sicherheit folgenden
Diagnosegruppen zugeordnet werden: Lungengesund, RAO bzw. COB in Exazerbation, IAD
oder COB in Remission und (sub)-akute Pneumonie.

Procalcitonin, welches in der Humanmedizin vornehmlich als Marker bakterieller Infektionen
eingesetzt wird, ermdglichte in dieser Studie eine gute Differenzierung zwischen gesunden
und erkrankten Patienten. Allerdings war eine genaue Unterscheidung verschiedener
chronischer Atemwegserkrankungen anhand der gemessenen Werte nicht moglich.

Die gute Korrelation zwischen Procalcitonin und einigen klinischen Parametern der Pferde
und der positive Zusammenhang zwischen PCT-Mengen in BALF und Blutplasma lassen
allerdings Spielraum flr weitere Untersuchungen. Beispielsweise ware unter Optimierung der
bei dem equinen ELISA zum Teil aufgetretenen Verdinnungsproblematik eine Bestimmung
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der PCT-Plasma-Konzentrationen an einem groferen Patientenpool durchaus interessant.
Durch die geringe Fallzahl konnten in der vorliegenden Arbeit nur schwache Tendenzen bei
der Analyse der Blutproben festgestellt werden, sodass eine Uberpriifung dieser in jedem
Fall sinnvoll ware. Zusatzlich sollte eine gréRere Gruppe an Patienten mit bakteriell bedingter
Pneumonie untersucht werden, zumal dies eines der Haupteinsatzgebiete fir die PCT-
Diagnostik darstellt. In der vorliegenden Studie war ein Einschluss dieser Patienten zunachst
nicht geplant und ergab sich nur zufallig aufgrund der vorgefundenen Befunde. Dadurch ist
auch die A&uRerst geringe Fallzahl zu erklaren. Die korrekte Diagnose von
Lungenerkrankungen stellt beim Pferd wie auch beim Menschen vor allem in der ambulanten
Praxis oftmals eine Herausforderung fur den behandelnden (Tier)-Arzt dar. Wenn sich die
Procalcitoninbestimmung im Blut von Pferden also als nitzlich erweisen wiurde,
beispielsweise zur Bestatigung des Vorliegens einer bakteriellen Infektion, ware dies
sicherlich ein hilfreiches und einfaches diagnostisches Mittel, wodurch man die Durchflihrung
aufwendigerer Untersuchungen (z. B. Endoskopie, BAL) und den Uberflissigen Einsatz von
Antibiotika bzw. die Dauer ihrer Anwendung reduzieren kdénnte. Wie aus der Humanmedizin
bereits bekannt, kann dieses Protein auRerdem in zahlreichen Bereichen fir diagnostische
Zwecke eingesetzt werden (z. B. Sepsis, Trauma, Pankreatitis), sodass mit dem hier
angewandten equinen ELISA eine PCT-Bestimmung auch bei Pferden mit anderen
Krankheitsbildern erfolgen konnte.

Aus der erstmaligen direkten Bestimmung proinflammatorischer Zytokine in der BALF der
untersuchten Patienten resultierte eine tendenzielle bzw. deutliche Erhdéhung von IL-13 und
IL-6 bei chronisch erkrankten Pferden. In beiden Fallen wurde auRerdem eine Korrelation zu
bestimmten klinischen Parametern festgestellt (z. B. Intrapleuraldruck, endoskopische
Befunde, Menge und Zusammensetzung des tracheobronchialen Sekrets), was die
Beteiligung dieser Interleukine an pathogenetischen Entziindungsmechanismen bestatigt.
Insbesondere war fur IL-6 eine signifikante Erhéhung bei Patienten mit akutem RAO bzw.
COB-Schub zu beobachten. Durch die schlechte Funktionalitat des eingesetzten ELISA-Kits
war eine Quantifizierung der IL-17-Mengen im Gegensatz nicht moéglich. Aus den fur die
jeweiligen Proben gemessenen Extinktionswerte ist zu schlieBen, dass das Interleukin-17
kein geeigneter Entzindungsmarker in der BALF darstellt.

Ein Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit denjenigen anderer Verdffentlichungen
gestaltete sich aufgrund des Studiendesigns als auch der angewandten Analysemethoden
als schwierig. Obwohl im Vergleich zu anderen Arbeiten aus der Pferdemedizin die hier
untersuchte Stichprobe als umfangreich erscheint, kann dies aus statistischer Sicht nicht
bestatigt werden. Also waren weitere Untersuchungen an gréReren Patientenkollektiven
auch in diesem Falle hilfreich, um die hier aufgedeckten Tendenzen zu Uberprifen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die Effekte einer zehntagigen inhalativen
Budesonidbehandlung auf die Auspragung der besagten Entziindungsmarker in der BALF
untersucht. Die extrem kleinen Stichproben, das Fehlen einer Placebo-Gruppe und die
gleichzeitig durchgesetzte Haltungsoptimierung wurden als Schwachpunkte dieser
Untersuchungen bereits diskutiert und fihren zu einer herabgesetzten Interpretierbarkeit der
Resultate. Da keine Placebo-Kontrollgruppe eingeschlossen wurde, kann nicht sicher gesagt
werden, ob die beobachteten Tendenzen auf die Therapie oder auf den normalen Verlauf
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des Entzindungsmarkers zurickzufuhren sind. AuRerdem ist in der vorliegenden Studie nur
eine Aussage Uber die Konzentration des Markers unmittelbar nach Beendigung der
Therapie moglich. Durch das Fehlen wiederholter Messungen bestehen keine Informationen
zur klinischen Halbwertszeit und eventuell spater stattgefundene
Konzentrationsveranderungen bleiben unbekannt.

Nichtsdestotrotz wurden zusatzlich zur allgemeinen klinischen Besserung der Probanden
einige Trends beobachtet, welche zum Teil im Einklang mit aktuellen Literaturangaben
stehen. Wahrend PCT und IL-1B kaum verandert wurden bzw. eine Erhéhung nach Therapie
zeigten, war bei Pferden im Exazerbationsstadium eine signifikante IL-6-Senkung nach
Glukokortikoidverabreichung detektierbar, was die wichtige Rolle dieses Interleukins an der
Pathogenese der equinen COB weiterhin bestatigt. Fir IL-17 besteht im Gegensatz dazu die
Vermutung, dass es wie aus der Humanmedizin bekannt, auch beim Pferd durch
Glukokortikoide nicht zu beeinflussen ist. Diese Ansatze sollten also unter Vorbehalt obiger
Anmerkungen weiter verfolgt werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Anna Cristina Pelli (2016)

Procalcitonin und proinflammatorische Zytokine in der bronchoalveoldren Lavage
beim lungenkranken Pferd unter inhalativer Glukokortikoidtherapie

Procalcitonin (PCT) ist das Vorlauferhormon des Hormons Calcitonin und wird in der
Humanmedizin als  Entzindungsmarker erfolgreich  eingesetzt. Neben dem
Hauptanwendungsgebiet der Sepsisdiagnostik dient PCT in der Humanmedizin auch der
Diagnose bzw. Verlaufskontrolle verschiedener Atemwegserkrankungen wie Asthma und
COPD.

Proinflammatorische Interleukine sind an der Entstehung verschieder
Atemwegserkrankungen von Mensch und Pferd beteiligt und scheinen auflerdem zu einer
vermehrten Bildung von Procalcitonin im Rahmen infektidser Geschehen beizutragen.

Ziel der vorliegenden Studie war es, Procalcitonin erstmals mittels spezieller ELISA-Tests
(RIEGER et al., 2014) in Blutplasma (n = 18) und bronchoalveolarer Lavage-Flussigkeit
(BALF) (n = 68) von Pferden mit verschiedenen Lungenerkrankungen zu bestimmen. Diese
Ergebnisse sollten zum einen in Bezug auf dbliche klinische Parameter der
Lungendiagnostik betrachtet und zum anderen mit den Konzentrationen einiger
proinflammatorischer Interleukine (IL-1B, IL-6, IL-17) in der BALF (n = 68) verglichen werden.
Letztere wurden anhand kommerzieller ELISA-Kits der Marke USCN bestimmt.

Einige chronisch lungenkranke Patienten (n = 12) wurden zusatzlich einer zehntagigen
inhalativen Therapie mit dem Glukokortikoid Budesonid (1.500 ug BID) unter staubarmen
Haltungsbedingungen unterzogen. Im Anschluss an die Behandlung wurde der klinische
Status der Patienten sowie die Auspragung der verschiedenen Biomarker in der BALF erneut
evaluiert.

Insgesamt wurden 68 Probanden in die vorliegende Studie aufgenommen. Davon wurden 53
Patienten zur Abklarung tiefer Atemwegserkrankungen an der Klinik fir Pferde der Freien
Universitat Berlin vorgestellt. Die restlichen 15 Pferde waren vorberichtlich und klinisch
lungengesund und dienten somit als Kontrollgruppe. Nach standardisierter Untersuchung
(Vorberichterhebung, klinische Untersuchung der Atemwege, arterielle Blutgasanalyse,
Lungenfunktionsuntersuchung, = Thorax-Rdntgen, Tracheobrochoskopie, zytologische
Untersuchung der BALF) wurden die Probanden folgenden Diagnosegruppen zugeordnet:
Lungengesund (n = 15), recurrent airway obstruction (RAO) oder chronisch obstruktive
Bronchitis (COB) in Exazerbation (n = 21), chronisch obstruktive Bronchitis (COB) in
Remission oder inflammatory airway disease (IAD) (n = 16), chronisch interstitielle
Pneumopathie (CIP) (n = 12) und (sub)-akute Pneumonie (n = 4). Anhand eines
modifizierten Score-Systems nach OHNESORGE et al. (1998) konnten die Patienten
auflerdem hinsichtlich des Schweregrads der vorliegenden Erkrankung beurteilt werden.
Lungenkranke Pferde zeigten sowohl in der BALF (p = 0,006) als auch in Blutplasma (p =
0,05) signifikant héhere PCT-Konzetrationen als die gesunden Kontrolltiere. Obwohl Pferde
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mit RAO bzw. COB in Exazerbation und solche mit COB in Remission oder IAD die héchsten
durchschnittichen PCT-Mengen in BALF (Kontrollgruppe: 5,5 ng/ml; RAO/COB in
Exazerbation: 13,4 ng/ml; COB in Remission/IAD: 16,9 ng/ml) und Blutplasma
(Kontrollgruppe: 13,9 ng/ml; RAO/COB in Exazerbation: 482,2 ng/ml; COB in Remission/IAD:
98,6 ng/ml) aufwiesen, war eine genaue Differenzierung einzelner Gruppen mittels dieses
Markers nicht moglich. Nichtdestotrotz wurde eine gute Korrelation zwischen PCT-Mengen in
BALF und Blutplasma gezeigt. AulRerdem wurden insbesondere fur PCT in Blutplasma
positive Zusammenhange mit klinischen Parametern (kinischer Score, Kalziumkonzentration
im Blut, Atemfrequenz, PaO, und bronchiale Roéntgenbefunde) vorgefunden. Fir die
Interleukine wurden einige Tendenzen beobachtet, allerdings lagen diese nicht im statistisch
signifikanten Bereich. Gute Korrelationen zeigten sich zwischen IL-18 und -6 sowie zwischen
den Zytokinen und einigen klinischen Befunden. Das Interleukin-6, das bei Pferden mit RAO
bzw. COB in Exazerbation den hoéchsten Medianwert aufwies (Kontrollgruppe: 2,5 pg/ml;
RAO/COB in Exazerbation: 11 pg/ml), zeigte als einziger Marker schwache Korrelationen zur
BALF-Neutrophilie und als einziges Interleukin einen Zusammenhang zum klinischen Score.
Durch die bei der Durchfihrung des ELISA-Tests aufgetretenen Probleme erfolgte fur IL-17
ausschlieBllich eine qualitative Beurteilung der Zytokinmengen. Des Weiteren konnten in der
vorliegenden Studie keine Wechselwirkungen zwischen den proinflammatorischen
Interleukinen und Procalcitonin nachgewiesen werden.

Nach inhalativer Behandlung wurde allgemein eine deutliche Verbesserung des klinischen
Status beobachtet, welche in einer erheblichen Senkung des klinischen Scores Ausdruck
fand (p = 0,005). Nach Inhalation wurden insgesamt leicht hdhere PCT-Werte (Median: 16,5
ng/ml) als zuvor (Median: 13,8 ng/ml) gemessen, allerdings war dieser Unterschied aus
statistischer Sicht nicht relevant. Bei Betrachtung der einzelnen Patienten zeigten aulRerdem
die eine Halfte erniedrigte Procalcitoninkonzentrationen, wahrend bei der anderen Halfte
diese deutlich erhéht waren. Fur die Interleukine 18 (p = 0,016) und 17 (p = 0,002) wurde
nach Therapie ein signifikanter Anstieg der gemessenen Werte in der BALF festgestellt.
Anders zeigten Pferde mit akutem RAO bzw. COB-Schub eine deutliche Senkung der IL-6-
Konzentrationen in der BALF nach Therapie (p = 0,036).

Die vorliegende Studie ermdglichte erstmals eine direkte Quantifizierung der
Konzentrationen von Procalcitonin in Blut und BALF lungenkranker Pferde. Des Weiteren
wurden wichtige Informationen bezlglich der tatsdchlichen Mengen bestimmter
proinflammatorischer Interleukine in der BALF gewonnen, dessen Bestimmung bis heute fast
ausschliel8lich auf transkriptioneller Ebene durchgefihrt wurde. Bei Betrachtung dieser
Ergebnisse scheint PCT in der BALF bereits etablierten Markern nicht Uberlegen zu sein.
PCT in Blutplasma, welches die lokale Lungenentzindung gut wiederspiegelt, scheint
dagegen ein versprechendes Mittel zur Diagnose tiefer Atemwegserkrankungen des Pferdes
darzustellen und sollte durch weitere Untersuchungen an groferen Stichproben
weiterfuhrend evaluiert werden. Fur die Interleukine konnten weder relevante
Gruppenunterschiede noch eine Korrelation zu PCT aufgedeckt werden. PCT scheint auch
beim Pferd, wie beim Menschen bereits bekannt, durch Steroide kaum beeinflusst zu
werden. Wahrend fur IL-1B und 17 nach Glukokortikoidinhalation eine deutliche Steigerung in
der BALF festgestellt wurde, zeigte IL-6 als einziges Interleukin eine partielle dennoch
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deutliche Senkung nach Therapie. Um die vorliegenden Ergebnisse zu bestatigen, sind
allerdings weitere Untersuchungen an gréReren Fallzahlen und unter Einschluss einer
Placebo-Kontrollgruppe natig.
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7. SUMMARY

Anna Cristina Pelli (2016)

Evaluation of procalcitonin and proinflammatory cytokines in the brochoalveolar
lavage fluid of horses with different pneumopathies under the course of inhaled
glucocorticoid therapy

Procalcitonin (PCT), the precursor protein of the hormone calcitonin, is a sensitive
inflammatory marker in human medicine. Besides the investigation of human sepsis, which
remains the main field of application for PCT diagnostic, this protein is also used to diagnose
and monitor different respiratory diseases like asthma and COPD.

Proinflammatory cytokines are known to play an essential role in airway inflammation of both
horses and men. Furthermore they also seem to trigger hyperprocalcitonemia in case of
infection.

The first aim of the present study was to determine procalcitonin concentrations in blood
plasma (n = 18) and bronchoalveolare lavage fluid (BALF) (n = 68) of horses with different
pneumopathies. Therefore a specific ELISA test (RIEGER et al., 2014) was used.
Furthermore PCT concentrations were compared with conventional clinical findings and with
the amount of proinflammatory interleukins (IL-1B, IL-6, IL-17) in the BALF (n = 68). The
concentrations of these cytokines were also measured by ELISA, using commercially
available kits of the brand USCN.

Subsequently some horses with chronic pulmonary disease (h = 12) were submitted to
inhalation therapy with the glucocorticoid budesonide (1,500 pg BID) under low dust
environment. After ten days of inhalation the clinical status of the patients as well as the
concentration of the biomarkers in BALF was evaluated again.

A total of 68 patients were included into this study: 53 horses were presented at the equine
clinic of Freie Universitat Berlin due to respiratory problems. The remaining 15 horses, which
had no history of lung disease and resulted as sound according to clinical investigations,
were used as the healthy control group. After an extensive pre-participation examination
(anamnesis documentation, clinical examination, exercise test, blood gas analysis,
bronchoscopy, BALF cytology and thoracic radiography) the patients were assigned to one of
the following groups: healthy (n = 15), recurrent airway obstruction (RAO) in exacerbation (n
= 21), recurrent airway obstruction (RAO) in remission or inflammatory airway disease (IAD)
(n = 16), chronic interstitial pneumopathy (CIP) (n = 12) and (sub)acute pneumonia (n = 4).
Finally using a modified score system (OHNESORGE et al., 1998) horses were evaluated
according to the severity of the diagnosed disease.

Overall, horses affected by respiratory disease showed increased PCT concentrations in
both BALF (P = 0.006) and blood plasma (P = 0.05) compared to controls. Patients with RAO
in exacerbation and those with RAO in remission or IAD showed the highest median values
for PCT in BALF (controls: 5.5 ng/ml; RAO in exacerbation: 13.4 ng/ml; RAO in
remission/IAD: 16.9 ng/ml) and blood plasma (controls: 13.9 ng/ml; RAO in exacerbation:
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482.2 ng/ml; RAO in remission/IAD: 98.6 ng/ml), but this marker did not allow a differentiation
between the single disease groups. However, a moderate correlation between PCT in BALF
and blood plasma was detected and the concentration of PCT in plasma had stronger
coefficients of correlation to clinical findings (clinical score, calcium concentration in blood,
respiratory rate, PaO, and bronchial radiological findings). For interleukins no significant
differences could be found. Correlations were found between IL-13 und IL-6 as well as
between the cytokines and some clinical parameters. Interleukin-6 showed the highest
median value within the group of horses with RAO in exacerbation (controls: 2.5 pg/ml; RAO
in exacerbation: 11 pg/ml). Moreover it was the only biomarker which had a weak association
to BALF neutrophilia and the only interleukin correlating with the clinical score. Due to some
problems encountered during the performance of the IL-17 ELISA, only qualitative
assessment was possible in this case. No correlations were found between PCT and any of
the proinflammatory cytokines examined in this study.

After inhalative therapy horses showed a clear improvement in clinical status which was
pointed up by the general decrease in score points achieved by all patients (P = 0.005). After
inhalation a slight increase, albeit not significant, was found for median PCT concentrations
(before therapy: 13.8 ng/ml; after therapy: 16.5 ng/ml). However, a closer look to the single
patients showed that about one half of them had reduced PCT concentrations, while the
other half displayed clear increases. The interleukins 1B (P = 0.016) and 17 (P = 0.002)
presented significantly elevated concentrations in the alveolar space after therapy, whereas
a clear decrease of IL-6 values (P = 0.036) was detected in the BALF of horses with RAO in
exacerbation.

This study represents the first attempt to quantify the concentrations of procalcitonin both in
blood and in the alveolar space of horses afflicted by respiratory diseases. Moreover, new
insights concerning the effective concentrations of some proinflammatory interleukins in the
BALF of the same horses were given, since up to date these markers have mainly been
characterised on transcriptional level. Regarding the present results PCT in BALF seems not
to be a superior marker compared to established clinical markers in low-grade inflammation.
Nevertheless PCT in blood plasma represented local lung inflammation well and showed a
better correlation to the clinical condition of the examined horses. So PCT in blood seems to
be a more promising marker to characterize airway diseases and it should be evaluated in
further studies including larger patient groups. Interleukins in BALF showed neither
significant differences between disease groups nor a correlation to the measured
procalcitonin values. Equine PCT seems not to be influenced by steroids, as for human PCT
already proven. Interleukin 13 and 17 were higher after therapy, whereas interleukin-6 was
the only marker which showed a partial but significant decrease subsequently to
glucocorticoid inhalation. To confirm this results further studies are needed, where larger
numbers of patients are examined and a placebo group is included.
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Anhang

9. ANHANG

9.1 Patientenkollektiv

Tab. 39: Ubersicht zum Patientenkollektiv dieser Studie. Falle 1-15: Lungengesunde
Kontrollgruppe, Falle 16-36: COB in Exazerbation, Falle 37-52: COB in Remission oder IAD,
53-64: Chronisch interstitielle Pnrumopathie, 65-68 (Sub)-Akute Pneumonie. Patienten, die
einer inhalativen Budesonid-Behandlung ausgesetzt wurden, sind in grau markiert.

Alter GroRe Gewicht

Fallnr. Rasse Geschlecht Vorstellungsgrund

(Jahre) (cm) (kg)
1 Warmblut Wallach 9 170 560 Lungengesund
2 Warmblut Stute 4 172 600 Lungengesund
3 Pony Stute 4 140 320 Lungengesund
4 Traber Stute 8 154 420 Lungengesund
5 Warmblut Stute 3 165 500 Lungengesund
6 Warmblut Wallach 10 172 650 Lungengesund
7 Warmblut Stute 8 155 450 Lungengesund
8 Pony Stute 10 134 420 Lungengesund
9 Pony Wallach 16 137 340 Lungengesund
10 Pony Wallach 10 143 350 Lungengesund
11 Pony Wallach 8 136 350 Lungengesund
12 Pony Wallach 5 133 290 Lungengesund
13 Pony Wallach 5 144 360 Lungengesund
14 Pony Stute 12 140 300 Lungengesund
15 Warmblut Wallach 10 156 470 Lungengesund
16 Haflinger Wallach 15 138 455 Husten, Dyspnoe, NA
17 Pony Wallach 22 142 430 Husten
18 Pony Wallach 14 148 300 Husten
19 Warmblut Wallach 11 155 520 Husten, NA
20 Haflinger-Mix Wallach 20 151 500 Husten
21 Araber Stute 22 150 450 Husten
22 Araber-Mix Stute 19 149 400 COB bekannt
23 Warmblut Wallach 10 161 450 Husten
24 Warmblut Wallach 15 165 500 Dyspnoe, LI
25 AQH Stute 14 152 480 Husten, Dyspnoe
26 Traber Wallach 21 159 450 Dyspnoe
27 Araber Stute 23 150 450 Husten
28 Pony Wallach 19 139 400 Dyspnoe, NA
29 Pony Wallach 12 148 350 Husten, Dyspnoe, LI
30 Warmblut Stute 11 166 500 Husten
31 Warmblut Stute 22 162 550 COB bekannt
32 Warmblut Stute 18 163 500 COB bekannt
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33 Islandpferd Wallach 10 147 400 Husten, NA
34 Warmblut Stute 19 165 550 Husten

35 Pony Wallach 20 124 300 Husten, NA
36 Warmblut Wallach 12 170 550 Husten

37 Friese Stute 15 153 488 Husten, NA
38 Traber Wallach 10 162 535 Husten

39 Warmblut Wallach 12 167 600 COB bekannt
40 Warmblut Stute 13 158 500 Husten

41 Warmblut Wallach 17 162 590 Husten

42 Warmblut Stute 12 170 550 Husten

43 Warmblut Wallach 16 165 550 Husten, LI
44 Traber Wallach 10 162 535 Husten

45 Shagya Araber Stute 8 155 450 Husten

46 Haflinger Wallach 12 152 450 LI

47 Pony Wallach 7 149 450 Husten, NA, LI
48 Warmblut Wallach 14 166 600 Husten

49 Haflinger-Mix Wallach 21 149 450 Husten, LI
50 AQH Wallach 12 151 500 Husten, LI
51 Warmblut Stute 19 156 500 Husten, NA, LI
52 Warmblut Wallach 8 166 550 Husten, Dyspnoe
53 Warmblut Wallach 11 164 596 Husten, Dyspnoe
54 AQH Stute 14 155 594 LI

55 Warmblut Wallach 8 165 550 Dyspnoe, LI
56 Warmblut Wallach 12 168 500 Husten

57 Norweger Wallach 18 149 500 Husten

58 Pony Stute 8 134 250 Husten, LI
59 Warmblut Wallach 16 170 550 Husten

60 Traber Stute 16 160 550 LI

61 Warmblut Stute 12 170 650 Husten, LI
62 Warmblut Stute 6 175 600 Husten, LI
63 Pony Wallach 9 123 270 LI

64 Traber Wallach 8 161 500 LI

65 Araber Stute 18 150 450 Husten

66 Shagya Araber Stute 8 155 450 Husten, NA
67 Warmblut Stute 1 151 400 Husten

68 Warmblut Wallach 7 168 580 Husten, NA

AQH = American Quarter Horse, NA = Nasenausfluss, LI = Leistungsinsuffizienz
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9.2 Berechnung der LODs fiir die PCT-ELISAs

Tab. 40: Ubersicht zu den unter den Nachweisgrenzen (LODs, limits of detection) der
jeweiligen ELISAs (RIEGER et al., 2014) liegenden PCT-Konzentrationen. Letztere wurden
anhand der aufgeflhrten Werte berechnet (siehe dazu Paragraph 4.3.1.2).

Fallnr. MW StAb LOD pps A B Cc D LODyon; PCT
NW (¥) (x) [ng/ml]
PCT in BALF
3 0,026 0,003 0,035 0,0266 1,70 524 1,66 1,6 1,5
22 0,032 0,005 0,047 0,0327 2,08 542 1,61 2,4 23
29 0,037 0,002 0,043 0,0367 1,70 317 1,75 0,7 0,6
31 0,035 0,004 0,047 0,0357 1,85 398 1,75 1,4 1,3
35 0,035 0,004 0,047 0,0357 1,85 398 1,75 1,4 1,3
38 0,026 0,003 0,035 0,0266 1,70 524 1,66 1,6 1,5
44 0,032 0,005 0,047 0,0327 2,08 542 1,61 2,4 23
49 0,035 0,004 0,047 0,0357 1,85 398 1,75 1,4 1,3
68 0,035 0,004 0,047 0,0357 1,85 398 1,75 1,4 1,3
PCT in Plasma

3 0,092 0,003 0,101 0,0908 1,93 655 1,82 2 1
7 0,092 0,003 0,101 0,0908 1,93 655 1,82 2 1
8 0,092 0,003 0,101 0,0908 1,93 655 1,82 2 1
11 0,092 0,003 0,101 0,0908 1,93 655 1,82 2 1

Fallnr. = Fallnummer, MW NW = Mittelwert der Nullwerte, StAb = Standardabweichung, LOD aps =
Nachweisgrenze bezogen auf die Absorptionswerte, LODg,,, = Nachweisgrenze bezogen auf die
Konzentrationswerte, A-D: Vier Parameter der sigmoidalen Logistikfunktion des ELISAs (A: Untere
Asymptote, B: Steigung, C: Wendepunkt, D: Obere Asymptote), PCT [ng/ml] = definiert als ,x-0,1"
(PCT in BALF) bzw. ,x-1“ (PCT in Plasma)
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9.3 Angewandte Materialien, Gerate, Pulver und Losungen

Materialien, Gerate und Losungen fiir die klinischen Untersuchungen

Kandulen Sterican® (22G, 18 G)

Spritzen Injekt® (3, 20, 10 ml)

Spritzen Omnifix® (100 ml, steril)

Spritzen BD A-Line TM (3ml)

Kapillarréhrchen (200 pl)

Kapillarréhrchen (75 ul)

BAL-Katheter SurgiVet®

(Silikon, 11 mm x 3 m)

PBS BioWhittaker® (steril)

Plasma-Pipetten Pasteur (3 ml)

Eppendorf Pipetten (100, 1.000 pl)

Piepettenspitzen (200-1.000 ul)

Roéhrchen (15 ml)

Reaktionsgefafie neoLab® (1,5 ml)

Objekttrager Super Frost®

May-Grinwalds-Eosin-Methylenblaulésung

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Becton, Dickinson and Company, Plymouth,
United Kingdom

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

Smiths Medical Deutschland GmbH,
Grasbrunn, Deutschland

Lonza Group Ltd., Basel, Schweiz

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Ratiolab GmbH, Dreieich, Deutschland

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,
Deutschland

neoLab Migge Laborbedarf - Vertriebs
GmbH, Heidelberg, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

172



Anhang

Giemsa Azur-Eosin-Methylenblaulosung

Handrefraktometer HRM 18

Mikroskop Olympus BX41TF

Zell-Counter AC-8

Automated Haematology Analyzer

pocH -100iVDiff

Blutgassystem Cobas b 123

Zentrifuge Haemofuge (234497)

Zentrifuge Rotofix 32

Kaltezentrifuge Z326K

Rontgengerat GIERTH HF 400 ML

Plattenleser DX-G

Pneumotachograph ,Venti-Graph*

Flexibles Endoskop (2,7 m x 0,9 cm)

SaHoMa®-1I Inhalationsmaske
(set HM-210-1)

Lidocainhydrochlorid 2 %

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Eickemeyer — Medizintechnik fur Tierarzte
KG, Tuttlingen, Deutschland

Olympus Corporation, Tokyo, Japan

Karl-Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim,
Deutschland

Sysmex Europe GmbH, Bornbach,
Deutschland

Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim, Deutschland

Heraeus Instruments GmbH, Hanau,
Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen,
Deutschland

HERMLE Labortechnik GmbH, Wehlingen,
Deutschland

GIERTH X-Ray International GmbH, Riesa,
Deutschland

Agfa Health Care GmbH, Bonn,
Deutschland

Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
Ingelheim am Rhein, Deutschland

Videomed GmbH, Miinchen, Deutschland

NEBU-TEC International med. Produkte
Eike Kern GmbH, Elsenfeld, Deutschland

Bela-pharm GmbH & Co. KG, Vechta,
Deutschland
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Detomidinhydrochlorid (Cepesedan®RP)

Levomethadonhhydrochlorid +

Fenpipramidhydrochlorid (L-Polamivet®)

Budesonid (Pulmicort®)

CP-Pharma GmbH, Burgdorf, Deutschland

Intervet Deutschland GmbH,
Unterschleifheim, Deutschland

AstraZaneca GmbH, Wedel, Deutschland

Materialien, Gerate, Pulver und Losungen fiir die Laboruntersuchungen

Millipore-H,O /Milli-Q-Filtersystem

H,0, 30%Ig

Schwefelsdure (95-97 %)

Tween®-20

DMSO, ,Dimethylsulfoxid fir die

Molekularbiologie* (M=78,13 g/mol)

1-Step Ultra TMB-ELISA

Avidin-HRP (5 mg/ml)

Equines “0-Plasma”

BSA, Bovines-Serumalbumin (= 92 %)

TMB (3 3',5,5"-Tetramethylbenzidine)

Natriumacetat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat

Merck Millipore, Eschborn, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

MERCK Schuchardt OHG, Hohenbrunn,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Pierce/Perbio Thermo Fisher, Bonn,

Deutschland

Vector Lab, Burlingame, USA

Klinik fur Pferde, FU Berlin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Natriumhydrogencarbonat

Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Antikorper
CALCA 3C5, CALCA 4F6, CAD8-7H1

Equines rekombinantes PCT

F96 MaxiSorp Nunc Immunoplate

Reagiergefalle (1,5 ml, Low Binding)

Eppendorf Tubes (5 ml, Low Binding)

Polypropylene Conical Tubes (50ml,15 ml)

Autosampler-Vials Braun (1,2 ml)

Reagent Reservoir (50 ml, steril Polystyrene)

Polyethylene Sealing Tape zur
Plattenabdeckung

Pipetten
1-10 ml, 10-100 pl, 100-1.000 pl
2-20 ul, 20-200 pl, 200 pli

Multipipetten Research Pro (20-300 pl)
8 Kopfe, 12 Kdpfe

Multipette® XStream

Pipette 50-250 ul

Pipettenspitzen:

epTIPS Standard

(2-200 pl, 50-1.000 pl, 1-10 ml)
LoRetention Dualfilter (300 ul,1.000 pl)
Combitips Plus (2,5 ml, 5 ml)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Institut fir Molekulare Immunologie
Helmholtz-Zentrum Minchen, Deutschland

Dr. Arie Geerlof
Helmholtz-Zentrum Munchen, Deutschland

Nunc A/S, Roskilde, Danemark

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

FALCON®, Le Pont de Claix, Frankreich

neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs
GmbH, Heidelberg, Deutschland

Costar®, Corning, USA

neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs

GmbH, Heidelberg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

GILSON®, Villiers le Bel, Frankreich

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Magnetruhrer MR 1.000

pH-Meter

Waage Sartorius 3716 MP

Waage Sartorius Analytic

Waage SI-64

Vataxer MS1, MS2 Minishaker IKA®

ELx405 Auto Plate Washer

TITRAMAX 1.000 Incubator

SpectraMax M5° Microplate Reader

Software

SoftMax® Pro v5.2

IBM SPSS Statistics 22

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

InoLab/Wissenschaftlich-Technische-

Werkstatten GmbH, Weilheim, Deutschland

Sartorius-Werke GmbH, Gottingen,
Deutschland

Sartorius-Werke GmbH, Gottingen,
Deutschland

Denver Instruments Company, Bohemia,
USA

IKA Works Inc., Wilmington, USA

BIO-TEK Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Molecular Devices Analytical Technologies
GmbH, Ismaning, Deustchland

Molecular Devices, Sunnyvale, USA

IBM Deutschland GmbH, Ehningen,
Deutschland
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9.4 Untersuchungsprotokoll 1: Anamnese und Signalement

Arbeitsgruppe Lunge
Anamnese und Signalement

Besitzer

NaMe: o AV /6] 1 110 0 T

Uberweisender Tierarzt

NaMe: o AV /0] 1 1110 4 [ T

Behandelnder Tierarzt

Assistent: ... SUPEIVISOr: ...viii i,
Pferd

Name: ... RaSSe: ...
Geschlecht: ... AT
Gewicht: ... Stockmal: ...
Lebensnummer: ..., Farbe: ...
Abzeichen Kopf: ..o,

Abzeichen GliedmalRen: ................c.c...

Vorbericht
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9.5 Untersuchungsprotokoll 2: Klinische Untersuchungen - Tag 1

Datum: ...l
Tag: ......... 1
Fallnummer: .......................
Klinische Allgemeinuntersuchung
Kdrperhaltung physiologisch O
sonstiges:
Verhalten ruhig und aufmerksam O
sonstiges:
Ernahrungszustand gut O sehr gut O adipés O
maiig O schlecht O kachektisch O
Entwicklungszustand dem Alter entsprechend O
sonstiges:
Pflegezustand gut O mafig O schlecht O
Pulsfrequenz /min
Atemfrequenz /min
Korperinnentemperatur ...l °C

Korperoberflachentemperatur

zu den Akren hin abnehmend O

sonstiges:
Hautturgor erhalten O
vermindert O
Schleimhaute blass O blassrosa O gerdtet O
zyanotisch O ikterisch O sonstiges:
KFzZ <2Sek. O 2-3Sek. O >3 Sek. O
Episkleralgefalle fein gezeichnet O injiziert O
verwaschen O nicht sichtbar O
Lnn. Mandibulares Links: Rechts:
0.b.B. O o.b.B. O

vergrofRert O (GroRe ....)
derb O

schmerzhaft O

nicht verschieblich O

vergroRert O (GroRe ....)
derb O

schmerzhaft O

nicht verschieblich O
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Spezielle Untersuchung der Atemwege

Atemtyp costoabdominal O
verstarkt costal O verstarkt abdominal O
Afteratmung O Dampfrinne O
Nustern ob.B. O geblaht O
Luftstrom: gleichmagig O
rechts vermindert O
links vermindert O
Sekretrinne O
Nasenausfluss o0.b.B. O beidseits O
Links: Rechts:
ggr. O ggr. O
mgr. O mgr. O
hgr. O hgr. O
seros O seros O
seromikds O seromikds O
mukopurulent O mukopurulent O
hamorrhagisch O hamorrhagisch O
mit Futterpartikein O  mit Futterpartikeln O
Husten spontan O mehrfach spontan O
auslosbar O mehrfach auslésbar O
feucht O trocken O
Dyspnoe in Ruhe O
expiratorisch O  inspiratorisch O gemischt O
Stridor inspiratorisch O expiratorisch O
Auskultation Lunge Links:
Rechts:
Auskultation Trachea
Auskultation Larynx
Perkussion Lungenfeld 0.b.B. O gedampft O

> 1 Handbreit erweitert O

CO2-Rickatmung

Endoskopie

Thorax-Rdntgen

Diagnose

Therapie
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9.6 Untersuchungsprotokoll 3: Klinische Untersuchungen - Tage 2
und 3

Datum: ...l
Tag: ......... 2-3........
Fallnummer: .......................
Klinische Allgemeinuntersuchung
Kdrperhaltung physiologisch O
sonstiges:
Verhalten ruhig u.aufmerksam O
sonstiges:
Pulsfrequenz Ll /min
Atemfrequenz /min
Korperinnentemperatur ...l °C
Schleimhaute blass O blassrosa O gerdtet O
zyanotisch O ikterisch O sonstiges:
KFZ <2Sek. O 2-3 Sek. O >3 Sek. O
Episkleralgefalle fein gezeichnet O injiziert O
verwaschen O nicht sichtbar O
Spezielle Untersuchung der Atemwege
Atemtyp costoabdominal O
verstarkt costal O verstarkt abdominal O
Afteratmung O Dampfrinne O
Nustern 0.b.B. O geblaht O
Luftstrom: gleichmagig O

rechts vermindert O
links vermindert O
Sekretrinne O

180




Anhang

Nasenausfluss 0.b.B. O beidseits O
Links: Rechts:
gar. O gar. O
mgr. O mgr. O
hgr. O hgr. O
seros O seros O
seromiukds O seromukds O
mukopurulent O mukopurulent O
hamorrhagisch O hamorrhagisch O
mit Futterpartikeln O  mit Futterpartikeln O
Husten spontan O mehrfach spontan O
auslésbar O mehrfach auslésbar O
feucht O trocken O
Dyspnoe in Ruhe O
expiratorisch O inspiratorisch O gemischt O
Stridor inspiratorisch O expiratorisch O

Auskultation Lunge

Links:
Rechts:

Auskultation Trachea

Auskultation Larynx
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9.7 Untersuchungsprotokoll 4: Belastungstest

Datum: ...,
Tag: oo,
Fallnummer: ........ccccvviinn...
Belastungstest
Zeit Herzfrequenz Atemfrequenz
(Minuten) (Schlage/min) (Atemzige/min)
0
5
10
15
20
25
30
Laktat vor Belastung: .............c.oienine mmol/l
Laktat nach Belastung: ....................... mmol/|
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9.8 Untersuchungsprotokoll 5: TBS-Zytologie

Datum: ...,
Tag: oo,
Fallnummer: .......................
TBS
Makrophagen
Lymphozyten
Neutrophile Granulozyten
Eosinophile Granulozyten
Mastzellen
Sonstiges:
MP LY NG EG Mz
Ergebnisse
(%)
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9.9 Untersuchungsprotokoll 6: BALF-Zytologie

Datum: ...,
Tag: oo,
Fallnummer: .......................
Eingegebene Spiilflussigkeit: ..................... (ml)
Zuruckgewonnene Spulflussigkeit: ..................... (ml)
BALF
Makrophagen
Lymphozyten
Neutrophile Granulozyten
Eosinophile Granulozyten
Mastzellen
Sonstiges:
MP LY NG EG Mz
Ergebnisse
(%)
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