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1 Einleitung

Da das Pferd in unserer heutigen Gesellschaft mehtr als Nutztier im urspringlichen Sinne
gesehen wird, sondern mehr Sportpartner und Fréitmbbytier ist, hat auch die Bedeutung
von Atemwegserkrankungen beim Pferd erheblich zogpenen. Innerhalb der
respiratorischen Erkrankungen nimmt die chronisdstroktive Bronchitis (COB) eine
herausragende Position ein

COB ist eine bei Pferden weit verbreitete, schlgbletapierbare Lungenerkrankung, deren
Entstehung auf immunologischer Ebene erst ungenligaforscht ist. Der progressive
Verlauf dieser Erkrankung fuhrt bei den betroffefféeren zu Leistungseinbuf3en bis hin zur
Unnutzbarkeit.

COB ist eine spezifische Reaktion auf bestimmergéiae, geht im Freien und bei geringer
Allergenbelastung in Remission und ist daher ehér dam allergischen Asthma beim
Menschen vergleichbar als mit der gleichnamigenrdtikung (Fabbri et al., 1998). Als
weitere Ursachen spielen genetische DispositionrtfMsa al., 1991), physikalisch reizende
Staube und Gase (Collins and Algers, 1986) undkimfieskrankheiten (Gerber, 1973) eine
Rolle.

Beim Menschen konnen respiratorische Viren daggidlehe Asthma vor allem utber die
Induktion von Zytokinen auslésen und verstarkenlk@ms et al., 1998). Beim Pferd wird
diesbeziiglich ein Zusammenhang vermutet (Robindoal.e 1996), ist aber noch wenig
untersucht.

In Anlehnung an die Gemeinsamkeiten von COB beisrdPtind dem allergischen Asthma
des Menschen soll der Schwerpunkt in der vorliegand\rbeit auf dem mdglichen
Zusammenhang zwischen viralen Infektionen und aestBhung der COB liegen. Zusatzlich
sollen pathoimmunologische Vorgange bei respirstben Erkrankungen des Pferdes
untersucht werden. Zentraler Untersuchungsgegeahssamlabei Lungengewebe von Pferden
mit respiratorischen Erkrankungen und gesunden ridbitieren. Klinische und histologische
Untersuchungen dienen der Einteilung der Pferde.bPwben in Schweregrad und
Erkrankungsstufen. Molekularbiologische TechnikbNA/RNA-Isolierung, RT-PCR) sollen
zum Nachweis einer Virusinfektion und der damit heirgehenden Zytokinexpression

herangezogen werden.



2 Literaturtibersicht

2.1 COB beim Pferd

Zu den am haufigsten beim erwachsenem Pferd aartten Erkrankungen des
Respirationstraktes gehort das Krankheitsbild deorsch obstruktiven Bronchitis (COB).
Die Inzidenz der Erkrankung reicht je nach Stude v.B. 54% (Bracher et al., 1991) bzw.
37% (Winder et al., 1991) der Schweizer Pferdehbiszu 12% im Norden der USA (Larson
und Busch, 1985). Es sind vor allem Pferde derlimbreh Hemisphare betroffen, da kalteres
Klima und feuchte Sommermonate eine langere Elnstlund schlechtere Heu- und
Strohqualitat bedingen.

Synonym werden viele weitere Bezeichnungen gebtauch. Dampfigkeit, heaves, chronic
obstructive pulmonary disease (COPD), chronic alidive lung disease (COLD), small
airway disease und recurrent airway obstruction (JAMit der Umbenennung in RAO
wurde versucht, eine begriffliche Abgrenzung desarikkheitsbildes von der COB des
Menschen zu erreichen (Robinson, 2001), da dieaBkkmg eher dem allergischen Asthma
als der COB ahnlich ist. Bei jungen Pferden gibinesh das Syndrom der unspezifischen
Erkrankung der tiefen Atemwege, bekannt unter deaméhinflammatory airway disease
(IAD). Die Beziehung zur COB ist noch unbekannt, aber ied wermutet, dass sich diese
spater beim erwachsenen Pferd aus der IAD entwickéhnte (Robinson, 2001). Eine
ahnliche Erkrankung ist im heil3en und feuchten Steioder USA bei Weidepferden als
summer pasture associated obstructive pulmonagadis (SPAOPD)ekannt (Seahorn und
Beadle, 1993). Diese Erkrankung wird auf eine Reakiauf Schimmelpilzsporen im
Weidegras zurtuckgefuhrt.

Die klinischen Symptome variieren mit dem Grad ded Dauer der Erkrankung. Sie reichen
von chronischem Husten bei fehlenden Auskultatiamsl Bronchoskopiebefunden (leichte /
subklinische COB) uber deutliche Atemgerauschehbiszu Rasseln und Giemen mit stark
vermehrten Tracheobronchialsekret in schweren iélee Tiere sind leistungsinsuffizient,
zeigen zeitweilig mukdsen bis purulenten Nasenassflhaben eine erhdhte Atemfrequenz
mit gesteigerter Atemtiefe bei vermehrt abdominalstemtyp. In hochgradigen Fallen sind
eine zweiphasige Exspiration, eine RuhedyspnoeNigternblahen und Afteratmung sowie
die Ausbildung einer Dampfrinne durch Hypertropdies &ufReren schiefen Bauchmuskels
und eine Hypertrophie der Interkostalmuskulatur zeobachten. Bei Perkussion des



Lungenfeldes kann eine Erweiterung desselben nacldak feststellbar sein (Cook und
Rosdale, 1963; Gerber, 1973; Derksen, 1993; Bd&39a).

2.2 Histopathologische Befunde

Im histologischen Bild zeigt sich, dass es sichiztrder hierzulande Ublichen Bezeichnung
chronisch obstruktive Bronchitis, um eine Bronchi®l und Peribronchiolitis mit
peribronchiolarer und perivaskularer Ansammlung vemononuklearen Zellen und
intraluminaler Ansammlung von hauptséachlich neutilgm Granulozyten handelt (Gerber,
1973; Winder et al., 1991). Priméar gehen die Veefmdgen von den Bronchiolen
insbesondere den CLARA-Zellen des Epithels aus. s®ieZellen scheinen der
Hauptangriffspunkt fur Antigen und verschiedeneziintungsmediatoren zu sein (Kaup et
al., 1990 b) und reagieren mit Granulaverlust. Bst zur reaktiven Ausbreitung der
Veranderungen in die angrenzenden Alveolen mit e@nen Kohnschen Poren, alveolarer
Fibrose, Nekrose der Typ | Pneumozyten und ErsatehdTyp Il Pneumozyten. Die spater
auftretenden Veranderungen in Trachea und BronahieBecherzellmetaplasie, Verlust des
Flimmerepithels und Ersatz durch undifferenziertelleh, Hypertrophie der glatten
Muskulatur, des Epithels und der Submukosa sindeandéare Veranderungen zu betrachten
(Kaup et al., 1990 a).

Folglich  kommt es zur Dyskrinie, Bronchospasmen isowlumeneinengenden
Bronchialwandveranderungen. Die Lunge verliert &stzitat und es kommt zur Ausbildung

von Emphysemen und Atelektasen.

2.3 Bedeutung ausgewahlter Zytokine

Interleukine (IL), Chemokine, Interferone (IF) u@towth factors werden im allgemeinen

unter dem Begriff Zytokine zusammengefasst. Zytelsmd sezernierte Proteine und spielen
eine wichtige Rolle in der Koordination und Kommkation zwischen Entzindungszellen.

Sie bestimmen unter anderen Dauer und Intensitatng®un- und Entziindungsreaktionen

(Barnes et al., 1998).



Die Zytokine des Menschen kénnen nach ihrer Wirlswegse unterteilt werden:

IL-1a, IL-1(3, IL-6, IL-11, Tumor Nekrosefaktor alpha (TNH- und Granulozyten-
Makrophagen-Koloniestimulierender Faktor (GM-CSFperéen als proinflammatorische
Zytokine bezeichnet (Chung und Barnes, 1999).3Lbgispielsweise verursacht Fieber, die
Freisetzung von neutrophilen Granulozyten aus denocKenmark und stimuliert die
Produktion anderer Zytokine durch eine Vielzahl viogllen. TNFea zeigt synergistische
Effekte zu IL-P3 und erhoht zusatzlich die Freisetzung von antjgésentierenden Zellen.
GM-CSF induziert die Synthese und Freisetzung eMmizahl von Zytokinen durch
Makrophagen und verlangert die Uberlebenszeit vesir®philen in der Kultur (Park et al.,
1998). IL-11 wird in der Lunge von vielen struktlea Zellen und eosinophilen
Granulozyten produziert, stimuliert unter anderermmhadurch den Einfluss von Viren (Zheng,
2001). Folge sind die Bildung von interstitiellermolkagen, Fibrosen, Hyperplasien von
Myozyten und Myofibroblasten (Zhu et al., 2001) wait scheint IL-11 in die chronischen
strukturellen Veranderungen der Lunge bei Asthmvalinert zu sein (Minshall et al., 2000).
Gleichzeitig vermindert IL-11 die Synthese von ILdhd TNFe in Monozyten und
Makrophagen (Trepicchio et al,, 1996).

Als antiinflammatorische Zytokine werden IL-10, IRNIL-12 und IL-18 bezeichnet (Chung
und Barnes, 1999). IL-10 beispielsweise wird ur@ederem auch von Lungenepithelzellen
sezerniert und verringert die Synthese von IL-161und eosinophilen Granulozyten (Busse
und Gern, 2005). Zusatzlich wirkt es immunsuppkedsich Hemmung der Monozyten- und
Makrophagenfunktion. IFN-ist ein relativ spezifischer Inhibitor der IL-4dunzierten Ig-E
und 1g-G Synthese durch B-Zellen.

Eine weitere Gruppe bilden die Lymphokine, dazudgeh unter anderem IL-2, IL-3, IL-4,
IL-5, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17 (Chung und Barne%999). Lymphokine sind von aktivierten
T-Zellen sezernierte Zytokine. Es werden zwischeytotoxischen T-Lymphozyten und
T-Helferzellen (Th) anhand ihrer spezifischen Réaem unterschieden. Th-Zellen lassen
sich weiterhin anhand eines vorliegenden Zytokifigrainterscheiden. Thl-Zellen kénnen
durch das Vorliegen von IL-2 und IFNpachgewiesen werden. IL-4, IL-5 und IL-13 werden
von Th2-Zellen produziert. IL-4 veranlasst, gesteigdurch IL-13, die Umstellung der
Antikdrperproduktion in B-Zellen au Ig-E (Shirakawé al., 2000). IL-5 flhrt hingegen zur
Aktivierung und Einwanderung von eosinophilen Giamyten (Janeway und Travers,
1997). Von IL-17 wird vermutet, dass es indirele &eifung, Chemotaxis und Aktivierung

von neutrophilen Granulozyten fordert (Debrue gt2005).



Als weitere Gruppe der Zytokine seien in diesem afusmenhang noch die Chemokine
genannt, zu denen unter anderem das IL-8 gehd®. Mlird von aktivierten Makrophagen
sezerniert und ist verantwortlich fir die Aktiviegi und Anlockung von neutrophilen
Granulozyten (Franchini et al., 1998).

Viele equine Zytokine sind bereits kloniert undseagiert worden (Steinbach et al., 2002).

2.4 COB beim Pferd im Vergleich mit dem allergiscifesthma beim Menschen

Man unterscheidet zwischen dem allergisch und d&sht-allergisch bedingtem Asthma
(Romanent-Manent et al., 2002).

Allergisches Asthma beinMenschenwird zur Hypersensibilitatsreaktion vom Typ | oder
auch Uberempfindlichkeit vom Soforttyp gerechneadDrch kommt es zur Degranulation
von Mastzellen und Basophilen, die durch deren ®&umg durch Ig-E vermittelt wird. So
wird bei Asthmatikern im Vergleich zu Gesunden é&idherer Ig-E Spiegel im Serum
gemessen (Hizawa et al., 2001).

Die genauen pathogenetischen Zusammenhéange derrebktévitat der Atemwege sind nach
wie vor unklar, dabei scheint das Ig-E keine unw#gde Rolle zu spielen (Martin, 2001).
Das charakteristische Zytokinprofil bei einer ajischen Reaktion ist gepragt durch IL-4,
IL-5, IL-10, IL-13, GM-CSF und TNF. Insbesondere konnte fir die Zytokine IL-4 und
IL-13 ein Zusammenhang mit der exzessiven Allergedingten Mukosproduktion in den
Bronchien dargestellt werden. Beide Zytokine kondber einen spezifischen Rezeptor die
Mukosbildung durch CLARA-Zellen induzieren (Kupenmat al., 2005). Des weiteren lasst
das Vorliegen von IL-4, IL-5 und IL-13 den Rickactd zu, dass es sich um eine
dominierende Th2-Zellen vermittelte Immunantworhdbalt, da die wichtigen Vertreter der
Thl-Antwort wie IL-2 und IFNy fehlen (Jeffery, 1999). Weiterhin konnte die Badeg der
Zytokine IL-5, IL-11 TNFea und GM-CSF fur die Entstehung der Hyperreakitivitat
nachgewiesen werden (Chung und Barnes, 1999).

Von mehreren respiratorischen Viren ist bekanntssdaie allergisches Asthma sowohl
auslosen als auch verstarken kdnnen (Gern, 2008)wizhtigsten Erreger sind dabei das
Respiratorische Synzytialvirus (RSV) und Parainizevirus (PIV) bei Kindern sowie das
Humane Rhinovirus (HRV) bei Erwachsenen (Nicholsbml., 1993; Johnston et al., 1995).

In aktuellen Studien gelang in Uber 80% der Falgg 8lachweis von Rhinoviren in
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Lungenepithelzellen (Friedlander et al., 2005). &aoll die Infektion der Epithelzellen in
Addition / synergistisch mit dem Allergen (Tan, 300und die dadurch ausgeltste
Zytokinproduktion und Sekretion zur Hyperreaktivitier Atemwege, Eosinophilie und Ig-E
Synthese fuhren (Folkerts et al., 1998; Chung uradn®s, 1999). Hierbei sind zweli
verschiedene Muster in der Immunantwort zu sehen. d2usammenhang mit einer
Rhinovirusinfektion tritt immer eine NeutrophiliemiSputum und eine vermehrte Expression
von IL-10 mRNA auf (Busse und Gern, 2005). Bei akutasthmatischen Schilben ohne
Beteiligung von Viren zeigt sich nur das klassisBlild einer allergischen Reaktion mit einer
ausgepragten Eosinophilie. Dies bezuglich wird weet) dass IL-10 die Produktion von
eosinophilen Granuloyzyten reduziert, aber einedtygnsibilitat verstarkt und eventuell als
Indikator fur die Beteiligung von Viren bei asthisahen Schiiben genutzt werden kann
(Busse und Gern, 2005).

Vergleicht man nun die COB beifferd mit dem Asthma beim Menschen, so findet man
ebenfalls eine Hyperreaktivitat der Atemwege, die Bronchospasmen, Hypertrophie der
glatten Muskulatur und zur Hyperplasie des Epitlighsen (Couetil et al., 2006). Allerdings
tritt die fur das allergische Asthma beim Mensclignische Eosinophilie beim Pferd nur
selten auf. Dagegen wird in der bronchoalveolaravapeflissigkeit (BALF) und im
Trachealsekret (TBS) ein erhéhter Anteil an neutilep Granulozyten gefunden, der auf
eine vermehrte Produktion chemotaktischer Substamde IL-8 (Ainsworth et al., 2006),
IL-17 (Debrue et al.,, 2005) und Makrophagen-inflamonisches Protein-2 (MIP-2)
zuruickzufuihren ist (Franchini et al., 1998). Abecla beim Menschen ist eine Neutrophilie
im Sputum zu finden, gerade wenn virale Infektiorsds Ausléser nachgewiesen werden
konnten (Fahey et al., 1995; Busse und Gern, 2005).

Die Zugehorigkeit von COB zu einem bestimmten Ajietyp ist umstritten. Einige
Untersucher konnten im Serum bzw. in der BALF COBankter Pferde erhdhte Spiegel
von Ig-E nachweisen (Halliwell et al., 1993; Edéraké, 2000). Die Bestimmung des Ig-E
Spiegels beim Pferd wird allerdings dadurch erschwdas gegenwartig noch keine
monoklonalen Antikorper flir equines Ig-E zur Verdiag stehen.

Hauptallergene bei COB scheinen bestimmte Proteile Aspergillus fumigatus und
Alternaria alternata zu sein (Robinson et al., 399%ie auch beim Menschen mit
Stauballergien eine Rolle spielen (Crameri, 1998¢. nattrliche Exposition ruft beim Pferd
eine starkere Reaktion hervor als die Belastungemiém einzelnen Allergen (McGorum et

al., 1993 a) und geht im Freien oder geringerezrginbelastung in Remission.
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Hinsichtlich der dominierenden Lymphozyten-Subpagoh gibt es verschiedene
Ergebnisse. Einerseits wird in der BALF an COB ankter Pferde nach einer
Allergenexposition ein erhdohter Anstieg von CD4+l&e dargestellt (McGorum et al., 1993
a), dies konnte aber von anderen Untersuchern begtttigt werden (Berendonk, 2000). Mit
Hilfe der in situ-Hybridisierung gelang der Nachs/einer erhéhten Expression von IL-4 und
IL-5 mRNA und einer erniedrigten Expression IFMARNA in der BALF kranker Pferde im
Vergleich zu gesunden Pferden (Lavoie et al., 2@rdeau et al., 2004). Diese Ergebnisse
lassen auf eine Th2-Zellen vermittelte Immunantvemttlie3en, die auch bei Asthma beim
Menschen zu finden ist. Mittels RT-PCR konnte in BALF an SPAOPD erkrankter Pferde
wahrend der Zeit klinischer Symptome eine erhdhtpréssion von IL-4 und IL-13 mRNA,
nicht aber fur IL-5 mRNA gemessen werden (Bowlealgt2002). Einige Autoren sprechen
auch von einer gemischten Immunantwort, abhéngig ¥eitpunkt und Stadium der
Erkrankung, da es im weiteren Verlauf auch zu eidgrstieg von IFNy kommt (Horohov et
al., 2006; Ainsworth et al., 2003).

25 Virale Infektionen und COB

Der Zusammenhang einer Infektion mit respiratosckiren und COB ist beim Pferd bisher
nur ungentgend untersucht. Fur die equinen HenmaasViyp 2 und Typ 4 (EHV-2, EHV-4)
wird ein Zusammenhang vermutet (Robinson et aB619

Im Gegensatz zu EHV-1 und EHV-4 ist die Bedeutuog Infektionen der Pferde mit EHV-2
noch unklar. EHV-2 wird bei Pferden mit respirasohien Erkrankungen auffallig haufig
gefunden (Palfi et al., 1978; Muray et al., 1996¢liiviger, 1998). Das Virus konnte auch
bereits in den Lungenmakrophagen von Pferden mB @&chgewiesen werden (Schlocker et
al., 1995).

Equine Rhinoviren (ERV) werden mit milden Erkrangen des oberen Respirationstraktes in
Verbindung gebracht (Plummer, 1962; Steck et é@78). Allerdings wird ihnen wenig
Bedeutung zugemessen, da sie mittel konventionklethoden schwierig zu isolieren sind.
Neuere Untersuchungen zeigen jedoch ihre weiterégdmng und lange Persistenzzeit (Li et
al., 1997).

In vitro- Untersuchungen zu viralen Infektionen de&sachealepithels des Pferdes unter
anderem mit EHV-2 und ERV zeigen eine deutlicheoKitexpression fir IL-11 und
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untermauern die bislang unterschéatzte Bedeutung diér Pathogenese respiratorischer
Erkrankungen (Gustat, 2003).
Uber die Zytokininduktion in den tiefen Atemwegench viraler Infektion wurden beim

Pferd bislang keine Untersuchungen durchgefihrt.

2.6 Zielsetzung

Es soll die Rolle von Viren, hier insbesondere ERIMind equinen Rhinoviren im
Zusammenhang mit der COB des Pferdes untersuchtdigstheziiglich eine PCR fir den
Nachweis von ERV etabliert werden. Zentrales Unigtsangsmaterial werden
Lungengewebeproben von Pferden sein, die sicht@rschiedlichen Stadien respiratorischer
Erkrankungen befinden oder gesund sind. Von Inserést weiterhin die Frage, welcher Art
das vorliegende Zytokinmuster ist, um einen bess€ergleich mit dem allergischen Asthma

beim Menschen zu ermdglichen.
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3 Eigene Untersuchungen
3.1 Material und Methoden
3.11 Materialnachweis

AGOWA GmbH, Berlin: Sequenzier-Service, Sequenzierung von PGigrRenten

Roche Diagnostics GmbHMannheim: Expand Reverse Transcriptase Kit

Qiagen GmbH, Hilden: DNeasy Tissue Kit, Hot Star Taq DNA Polyas Kit, RNeasy
Mini Kit,

Promega GmbH, Mannheim: Agarose LE Analytical Grade, NucleaseieeWasser,
Random Hexam Primer, RNasin Ribonuclease Inhibitor,

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot:Gene Ruler 50bp DNA Ladder, dNTP Beltoading
Dye Solution

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim: 3-Mercaptoethanol, Ethidiumbromid
Roth, Karlsruhe: Ethanol absolut

Metabion GmbH, Martinsried: Primer Stocklésungen (IRN4L-4, IL-5, IL-10, IL-11,

GM-CSF, EHV-2, ERV-1, ERV-2)

Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf: Safe Seal Tips 10ul, 200ul, 1000ul
Reaktionsgefal3e — silikonisi€rie ml

Wenn nicht anders vermerkt, wurden Chemikalien werck (Darmstadt) sowie steriles

Einwegmaterial von Eppendorf (Hamburg) und Braidetheim) verwendet.

3.1.2 Gerate

Agargel Standard G 45/1
Cycler: Tpersonal Kombi Block

Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen

UNO-Thermoblock
Mastercycler personal
Bio Photometer
UV-Transilluminator Tl 3
Zentrifugen: EBA 8
S 4173
Labofuge 400 R
Minifuge T
Schwingmuihle mit Zubehdor, Typ MM 200
Mikroskop mit Kamera, Typ MC 80
Polaroid-Kamera, Typ CU 5
Laborwaage, Typ 2024 MP
Magnetrihrwerk, Typ MR 3001

Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hargbur
Eppendorf, Hamburg
Biometra, Gottingen
Hettich, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Berlin
Heraeus, Berlin
Retsch, Haan
Zeiss
Polaroid, Offenbach
Sartorius
Heidolph, Kelheim

Wasserbad, Typ 3044
Vortex Genié"
Heizblocke, Typ BT130-1

Kottermann, Uetze-Hanigsen
Bender & Hobein AG, Ziirich
HLC, Bovenden
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3.2 Tiere

In die Untersuchung wurden Proben von insgesaniti8éh getdteten Pferden unabhéngig
von Alter und Haltungsbedingungen aufgenommenzdiechen Mai 2002 und August 2003
in einem Schlachthof in Brandenburg zur Schlachtkergen oder zur Sektion in das Institut

fur Veterinar-Pathologie der FU Berlin eingeliefentrden.

3.2.1 Gewinnung und Vorbereitung des Probenmaserial

Die Entnahme der Proben erfolgte an vier untersiicleen Lokalisationen:
- Meatus nasi ventralis
- Trachea, Nahe der Bifurkation
- Lobi pulmonales craniales dextri et sinistri

- Lobi pulmonales caudales dextri et sinistri

Die Lokalisation der Lungenproben befand sich jésvamUbergang von den Bronchien in
die Bronchiolen.

Pro Lokalisation wurden 2 Exzidate in der Gro3e ¢&rl cm entnommen. Davon wurde ein
Exzidat zur sofortigen Fixierung in ein mit 4% Failin gefilltes Sammelréhrchen Gberfihrt,
zur spateren Anfertigung der histologischen ScéniRas zweite Exzidat wurde in einem
sterilen Sammelréhrchen fur den Transport auf Ekgert und im Institut bei — 80 °C

eingefroren, zur spateren RNA- und DNA-Praparation.

3.3 Untersuchungstechniken

3.3.1 Anfertigung und Farbung der HE-Schnitte

Aus den flr mindestens 24 h in 4% Formalin gelageBExzidaten wurden 2 Gewebeschnitte
in Bioptatkapseln verbracht und von Mitarbeiterrs digstitutes fur Veterinar-Pathologie der
FU Berlin in Paraffin eingebettet, 4 um dicke Sttenangefertigt und mit Hamatoxylin-Eosin
(HE) gefarbt. Hamatoxylin farbt Zellkerne, Bakterieund Kalk blau an; durch die
Gegenfarbung mit Eosin kommt es zur Rotfarbung vdytoplasma, Eiweil und

Bindegewebsfasern.
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3.3.2 DNA-Praparation aus Gewebeproben

Die DNA-Praparation erfolgte bei Raumtemperatur mitfe des Dneasy Tissue Kits
(Qiagen, Hilden).

Material, LOsungen, Reagenzien:
DNeasy Tissue Kit: 2 Lysis-Puffer (ATL- und ARuffer)
Proteinase K

2 Waschpuffer (AW1- und AW2- Puffer)

AE-Puffer (Eluierung)

Absorptionsséaule ,Dneasy mini columns*

2,0 ml Sammelgefald
Ethanol absolut
1,5 ml Sammelgefald
Vor Benutzung eines neuen Kits wurden zum AW1- dWI2-Puffer adaquate Volumina
Ethanol absolut zur Herstellung einer gebrauchg&ihLdsung hinzugegeben.
Zu Beginn der Praparation wurde ein Wasserbad 8Dyl Kottermann, Uetze-Hanigsen) auf
55°C erwarmt.
Aus den bei —80°C gelagerten Exzidaten wurden taitlen Instrumenten 25 mg Gewebe pro
Praparationsansatz entnommen, wobei von der Traobeadie Schleimhaut verwendet
wurde. Die digital abgewogenen Gewebeproben wumiezkt in mit 180ul ATL-Puffer
gefullte 1,5 ml Eppendorf-Gefal3e verbracht und talish mit 20 ul Proteinase K versetzt
und zur vollstandigen Lyse bei 55° C im Wasserlddibiert. Nach Hinzugabe von 200 pl
des zweiten Lysis-Puffers (AL-Puffer) erfolgte eimeveite Inkubation im Wasserbad bei
70°C fur 10 min. Nach diesen beiden Inkubationsen erfolgte die Zugabe von 200 ul
Ethanol absolut pro Probe. Zwischen diesen einneBuhritten wurden die Proben mit Hilfe
eines Vortexers (Puls von 5- 10 s) grindlich gehtisien n&chsten Schritt wurden 600ul des
so gewonnenen Lysats auf die DNA-bindende Saulelgggund bei 8000 U/min fir 1 min
zentrifugiert. Der so gewonnene Durchfluss wurdeveefen und es folgte ein Waschvorgang
der Saule in zwei Schritten. Zu erst wurden 500W1APuffer auf die Saule gegeben und bei
8000 U/min fur 1 min. zentrifugiert. Vor dem zweit&chritt wurde die Sé&ule in ein neues
2ml Rohrchen gesetzt, 500ul AW2-Puffer aufgegebeah lbei max. Geschwindigkeit fur 3
min zentrifugiert. Zur Eluierung der DNA wurde d&ule erneut in ein 2 ml R6hrchen
gesetzt, 200ul AE-Puffer aufgetragen und fir 1 mbei Raumtemperatur inkubiert,
anschlieBend bei 8000 U/min bei 1 min zentrifugier vollstandigen Eluierung wurde
dieser Schritt wiederholt. Zum Schluss erfolgte df@®nzentrationsbestimmung im

Photometer (Eppendorf Bio Photometer) bei einerl®diinge von 260 nm. Dafir wurde ein
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Teil der eluierten DNA in 100ul Nuklease freiem Wais1:20 verdinnt. Zusatzlich wurde zur
Qualitatsbestimmung der DNA der 260/280 nm Wert miifasst, der regelmaflig im
gewinschten Bereich von 1,7 bis 1,9 lag (Anhang, T4)

Die so gewonnene DNA wurde bis zur weiteren Be&ubgiim Kuhlschrank gelagert.

Pro PCR-Ansatz kamen 1pug DNA zum Einsatz.

3.3.3 RNA-Praparation aus Gewebeproben

Die RNA-Praparation erfolgte bei Raumtemperatur ldiite des RNeasy Mini Kits (Qiagen,
Hilden).

Material, LOsungen, Reagenzien:
RNeasy Mini Kit: Lysis-Puffer (RLT-Puffer)

Waschpuffer RW 1

Waschpuffer RPE

Nuklease freies B&s

Absorptionssaulengsy mini spin columns”

1,5ml Sammelgefal

2,0ml Sammelgefald
Ethanol absolut
14,3 M 3-Mercaptoethanol (3-ME)
70% Ethanol, verdinnt mit Nuklease freiem Wasser
Vor Benutzung eines neuen Kits wurden zum RPE-Pwfé Volumen Ethanol absolut zur
Herstellung einer gebrauchsfahigen Losung hinzugmge
Zu Beginn der Praparation wurde die erforderlichenye RLT-Puffer in ein RNase freies
Eppendorf-Rohrchen pipettiert und mit 10pl R3-ME Bml RLT-Puffer vermischt.
Aus den bei — 80°C gelagerten Exzidaten wurdenstettilen Instrumenten 30 mg Gewebe
pro Praparationsansatz enthommen, wobei von deth@sanur die Schleimhaut verwendet
wurde. Die digital abgewogenen Gewebeproben wumiezkt in mit 600ul Lysis-Puffer
(RLT-Puffer mit B-ME) und 2 sterilen Metallkiigelchayefullte 2 ml Eppendorf-Gefalde
verbracht und mittels Schwingmuihle bei einer Frequeon 20000 Hz fur 4 min.
homogenisiert. RLT-Puffer enthalt Guanidinisothiaest zur sofortigen Inaktivierung von
RNasen. Anschlieend erfolgte eine Zentrifugatidn 3 min. bei max. Geschwindigkeit
(Eppendorf Centrifuge).
600uI des gewonnenen Lysats wurden in ein neuesEppendorf-Gefal? tberpippetiert und
mit der gleichen Menge Ethanol (70%) homogenisiertnachsten Schritt wurden 700ul des

Lysat-Ethanol-Gemisches auf die im Kit enthalteRiA-bindende Saule (mit Silicon-Gel-
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Membran) dbertragen und fir 20 s bei 11000 U/mientrzfugiert. Der entstandene
Durchfluss wurde verworfen und 700ul RW 1 Waschgufiuf die Séule gegeben. Nach
Zentrifugation flr 20 s bei 11000 U/min. wurde @éaule in ein neues 2 ml Sammelgefald
umgesetzt und zweimal mit 500pul RPE Waschpuffer 146100 U/min. zentrifugiert: Beim
ersten Schritt fir 20 s und beim zweiten Schritt Zimin. Danach wurde die Saule in ein
neues 1,5 ml Sammelgefal? gesetzt und die RNA npit Bliklease freiem Wasser mittels
Zentrifugation far 1 min. bei 11000 U/min. eluiertDie Konzentrations- und
Qualitatsbestimmung der so gewonnenen RNA erfolggebei der DNA-Préparation, wobei
die 260/280nm —Werte im gewinschten Bereich v@nr-12,1 lagen (Anhang, Tab. 15).

Die gewonnene RNA wurde bis zur weiteren Verwendogig-80 °C gelagert.

3.34 Reverse Transkriptase (RT)

Material, Losungen, Reagenzien:

Expand Reverse Transcriptase Kit: Expand RT: MMiMMoloney MauselLeukamie-Virus
mit Punktmutationen der RNase H-)
5x Expand RT Puffer
Dithiothreitlosung (DTT)

Random Hexam Primer 50 uM

RNasin Ribonuclease Inhibitor

dNTP Set, bestehend aus dATP, dCTP, dGTP, dTTEs jd.00 mM

Nuklease freies Wasser

Zur Herstellung einer gebrauchsfertigen dNTP-Loswugden 4ul jeden Anteils des Sets in
100 pl Nuklease freiem Wasser aufgenommen.

Pro Ansatz wurden 1 pg RNA und 1 pl Random Hexamétrin 0,6 ml siliconisierte
Rohrchen gegeben und ggf. das Volumen mit Nukléasem Wasser auf 10,5 pl aufgefullt.
Das Gemisch wurde bei 75° C fur 5 min. inkubiert Wann bis zur weiteren Verarbeitung
auf Eis gestellt.

Im weiteren Arbeitsschritt erfolgte die Zusammelhstg) des RT-Gemisches.

RT-Gemisch pro Ansatz: 4 ul 5x RT-Puffer
2 Ul DTIO mM)
0,5 ul RNase Inhibitor (40 U/ul)
2 Ul dNTPs (400 puM each)
1 pyl Expand RT (50 U/ul)
9,5ul insgesamt

9,5ul des RT-Gemisches wurden pro Ansatz zu dem-RNier-Gemisch dazupipettiert und

10 min. bei Raumtemperatur inkubiert mit anschlrelge Inkubation fir 45-60min.bei 42° C.
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Zum Stoppen der Reaktion wurde die Temperatur zahuSs fir 5 min. auf 95° C erhght.
Die entstandene komplementdre DNA (cDNA) wurde bis Weiterbearbeitung in der
Polymerase Kettenreaktion (PCR) bei —20° C gelagert

Pro PCR-Ansatz wurden 2ul cDNA eingesetzt.

3.35 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Stichprobenartig wurde eine R-Actin-PCR zur Ubeiymg der cDNA-Qualitat durchgefiihrt.
Das Zellstruktur-Protein 3-Aktin kommt in allen eukoten Zellen vor und sollte deshalb in
jeder DNA-Praparation aus Geweben oder Zellen neistar sein. Die Primersequenzen und

~2Annealing“-Temperaturen dieser PCR sind in Tab&lengegeben.

Tab. 1: R-Actin-PCR: Verwendete Primersequenzen, “Annealing” —Temperatur, Grof3e des
entstehenden Produktes in Basenpaaren.

Primer Sequenz5 — 3 Temperatur |Produkt
B-Actin s GTGTGGTGCCAAATCTTCTCC | g¢ 248bp
-Actin as GCGCTCGTCGTCGACAACGG

s:strang (sense) as:antistrang (antisense) bp:Basenpaare

Die Interleukine (IL) wurden mit Hilfe der Compuseftware MacVector (Oxford Molecular
Group Sequences Analysis Software) ausgewahlt. iDheerte die GenBank als Quelle fur
die Sequenzen (aufRer IL-11, personl. Mitteilungjritach).

Angaben hierzu finden sich in Tabelle 2.

Tab. 2: Zytokin-PCR: Verwendete Primersequenzen, “Annealing” -Temperaturen, Gro3e der
entstehenden Produkte in Basenpaaren, Position der Primer im codierenden Bereich
der Zytokinsequenz.

Primer Sequenz5 — 3 Temperatur | Produkt | Position
IFN-y s CAGAGCCAAATCGTCTCCTTCTAC 58 C 256 bp 205
as TCTTCCGCTTCCTCAGGTTAGC 439

IL-4 s GCATGTACCAGCAACTTCATCCAG | o7 o 157 bp 46
as | TTCCATCTGTGTTCTTCGGGC 182
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Primer Sequenz5 — 3 Temperatur |[Produkt Position
IL-5 s CGATGGGAACCTGATGATTCCTAC 53,7 C 268 bp 138
as | TCAGCCTTCTATTGTCCACTCAGTG 381
IL-10 s GCATCCTAGGGAACGAAGC 52,8 C 146 bp 539
as | TAAATATTCAGGAGAGAGGTACCAC 660
IL-11 s GACAAATTCCCAGCCGACG 63 C 375 bp 184
as | GTCGAGCGTCAGGTGCAGTC 539
GM-CSF
S CTTCTTCTGGGCACTGTGGTTTAC 19
as | TCCAGCAGTTAAACGGGATCTC 58 T 400 bp 397

s:strang (sense) as:antistrang (antisense) bp:Basenpaare

Als Positivkontrolle fur den Nachweis der Zytokimaittels RT-PCR wurden equine

mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PMB@shrstimulierung mit Concanavalin A

(ConA) eingesetzt, die mir freundlicherweise voalFMauel aus dem Institut fur Virologie,

FU Berlin, FB Veterindrmedizin zur Verfigung gektelurden.

Die PCR flir den Nachweis von EHV-2 wurde im Rahrearer Arbeit von Frau Wolfinger
(1998) am Institut fur Virologie, FU Berlin, FB \aindrmedizin etabliert und hier

ubernommen.
Die PCR fur den Nachweis von ERV-1 und ERV-2 wundie Rahmen der vorliegenden
Arbeit etabliert und die gewonnenen PCR-FragmeunteBestatigung und Sequenzanalyse an
die AGOWA GmbH in Berlin geschickt.
Die verwendeten Viren (Tab. 3), sowie die fur digllierung und die Positivkontrollen

bendtigten infizierten Zelllinien wurden mir frediwtherweise vom Institut fur Virologie, FU

Berlin, FB Veterinarmedizin zur Verfigung gestetlgbei handelt es sich bei den Zelllinien

um equine Trachealzellen.

Tab. 3: Verwendete Virusstamme

Virus Stamm Referenz
EHV- 2 LK4 Plummer & Waterson, 1963
ERV- 1 Perv (ERAV) P. Thein
350/72 (ERAV)
ERV- 2 P 1436/73 (ERBV) P. Thein
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Die virusspezifischen Primer (Tab. 4 u. 5) fur ddachweis von EHV-2, ERV-1 und ERV-2
wurden mit Hilfe der Computersoftware ,Oligo” Veosi 4.0 fir Macintosh ausgesucht und
die Reaktionsbedingungen optimiert.

Tab. 4: EHV-2-PCR: Verwendete Primersequenzen, “Annealing” — Temperatur, Grol3e der
entstehenden Produkte in Basenpaaren, Position der Primer im kodierenden Bereich
der Virussequenz.

Primer Sequenz5 — 3 Temperatur  Produkt Position
EHV-2 1.Runde
1s GGCCTCGGGCATCCTGCCCTGTCT 2070
1as GGTTGAGCCTTAGTTTCCTGTAGCTG | 64T 593 bp 2662
EHV-2 2. Runde
2s AGATAGCCGAGACGGTCACCTTCC 2070
2as CTTGGTGGTCTCCTGCACGAACCT 64 C 407 bp 2502

Tab. 5: ERV-PCR: Verwendete Primersequenzen, “Annealing” — Temperatur, GroRe der
entstehenden Produkte in Basenpaaren, Position der Primer im kodierenden Bereich
der Virussequenz.

Primer Sequenz5 — 3 Temperatur  Produkt Position
ERV-1 1. Runde
1s ACAAGATGGAACAGGACACCGC 6555
1as TTCGCCCACTTGAAAAGGTG 57T 579 bp 7112
ERV-1 2. Runde
2s TTCGCCCACTTGAAAAGGTG 6732
2as ACCGAGTCCAATCCACATCTGG 56 T 177 bp 6887
ERV-2 1. Runde
1s GACACTTACTACGAATGTGAAGGGG 8113
1as TACTCCAGCGGTCCAAGATGAACC 57 C 458 bp 8547
ERV-2 2. Runde
25 TGTGCTAATCAGCCACTGCCTC 8281
2as CCATCACTGGTTTGAACAGGAATG 54C 184 bp 8441




21

Um die Sensitivitdt und Spezifitdit der Nachweisrodth fur die Virus-DNA zu erhdhen,
wurden fur jeden Virusnachweis nacheinander zweR¥Ronden mit zwei verschiedenen
Primerpaaren durchgefihrt, die sogenannte nest&l(RECR). Dabei wurde nach der ersten
Runde ein Aliquot (1 pl) aus dem Reaktionsansatadien zweite Runde uberfihrt. Die
Primerpaare wurden so gewahlt, dass das erste fpaare(&uflere Primerpaar) die vom
zweiten Primerpaar (innere Primerpaar) amplifieig8iequenz einschloss. Somit konnte das
Reaktionsprodukt der ersten PCR-Runde spezifizied die Sensitivitdit der PCR um ein

Vielfaches erhdht werden.

Primerverdinnung:
Die Primer fir die Interleukine und Viren lagenStocklésungen mit einer Konzentration von
20 pmol vor. Zur Herstellung der gewinschten Endkotration wurde die jeweilige

Stocklosung mit Nuklease-freiem Wasser verdinnt.

Fur die PCR-Reaktionen wurde das Hot Star Taq DNKRerase Kit (Quiagen) verwendet.

Material, LOsungen, Reagenzien:

Hot Star Taq Polymerase Kit: Hot Star Taq DNA Padyase 5 units/ul
XIBCR Puffer
&xSolution
dNTPs, bestehend aus dATP, dCTP, dGTP, dTTP, dé8 mM
Nuklease freies Wasser

Zur Herstellung einer gebrauchsfertigen Losung waorge 10 pl dNTP in 100 pl Nuklease
freiem Wasser aufgenommen.

Die Amplifikation wurde in einem Volumen von 50 guirchgefihrt.
Als Matritze dienten 2 ul (Expand RT) bzw. 1 ug (®Rréap.) der cDNA

Pro PCR-Ansatz: 10 pl Q-Solution (Endkonzentrafis)
5 pl PCR Puffer (1x)
1 ul dNTPs (& 200 pM)
1 pl Primer sense 20 uM (0,4 uM)
1 pl Primer antisense 20 uM (0,4 uM)
0,5 pl Hot Star TRNA Polymerase (1,5 Einheiten)
ad 48 ul (Expand RT) bzw. nach Bedarf in pl (DN@H mit
Nuklease freiem Wasser

Der Ansatz wurde in 0,2 ml Réhrchen geflllt und dieNA dazu pipettiert. Fir jede

Reaktion wurde zusétzlich eine Positiv- und eingatie-(Substanzen-)Kontrolle angesetzt.
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Fir die Reaktion wurden Heizblockcycler mit behargm Deckel (Biometra T personal
Kombi Block, Biometra UNO-Thermoblock, Eppendorf $fiercycler personal) und

folgendem Programmablauf verwendet:

Schritt 1: 95° C, 15 min. Initiale Denaturierung @NA und
Aktivierung der DNA-Polymerase
Schritt 2: 95° C, 30 sec. Denaturierung
Schritt 3: ... C,30sec. Annealing bei primemspeemperatur
Schritt 4: 72° C, 1 min.  Synthese
Schritt 5: primerspez. Zyklenanzahl beginnendSw#iritt 2
Schritt 6: 72° C, 10 min.  Finale Extension

Nach Beendigung des Programms wurden die ProberulbnisAuftragen auf Agarose-Gel bei
4° C aufbewahrt.

3.3.6 Gelelektrophorese

Material, LOsungen, Reagenzien:

Agarose

TAE-Puffer, 50-fach: Tris(hydroxymethyl)aminomath  121,25g
Na-Acetat 10,33 g
EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat 9,85
Mit HCI auf pH 8 einstellen
Aqua dest 5D ml

TAE-Puffer, 1-fach:
Zur Herstellung wurden in einem 500 ml Messzylinti@rml| TAE-Puffer,
50-fach auf 500 ml mit Apua-bidest aufgefullt unchth. mittels Magnetriihrer vermischt.

Ethidiumbromid-Ldsung 1%

Laufpuffer: TAE 1-fach

Ladepuffer: 6x Loading Dye Solution
Marker: 50 bp DNA-LeiterA\-DNA-Hind llI

Die horizontale Gelelektrophorese dient der Auftiamy der DNA-Fragmente.

Je kleiner die aufzutrennenden Fragmente sindpdesiter und schneller bewegen sie sich
im elektrischen Feld

Dafur wurde Agarose in einer Konzentration von %,5n 1x Ladepuffer gelost und in einer

Mikrowelle erhitzt. Nach dem Abkihlen auf ca. 60@rden 100ml der Agaroselésung mit
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Ethidiumbromid (Endkonzentration 2ng/ml) versetziduin eine horizontale Gelkammer
gegossen. Nach dem Festwerden wurde das Gel nfjiuféer Gberschichtet.

Die Proben (a 10 ul) wurden vor dem Auftragen aad Gel mit je 2ul Ladepuffer versetzt.
Zusatzlich wurde ein DNA-Marker aufgetragen, ergsphend der zu erwartenden DNA-
Grolie.

Die Elektrophorese wurde mit einem Biometra Agar§andard Gerat bei ca. 70 V
durchgefuhrt. Nach Beendigung der Laufzeit von&a.min wurden die Banden mit Hilfe

eines UV-Transilluminators (Biometra, Tl 3) bei 3aéh Wellenldnge sichtbar gemacht und

mit einer Polaroid-Sofortbildkamera fotografiert.
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4 Ergebnisse

Fur die Untersuchungen stand Material von insges&®t Pferden zur Verfligung.
Die Materialvielseitigkeit variiert allerdings autmd der Beschaffungsmaoglichkeiten und der
Herkunft von den getdteten Tieren. So konnten niebh allen Tieren aus den vier
unterschiedlichen Lokalisationen Proben entnommesrden. Bei 10 Tieren von den
insgesamt 24 Schlachttieren erfolgte zusatzlichTeig vor der Schlachtung mit Hilfe eines
Befundbogens (Anhang, Tab. 12) eine klinische Atigauntersuchung mit Schwerpunkt des
Atmungsapparates, wobei die Lungenauskultationrantyder ortlichen Gegebenheiten nur
in Ruhe durchgefiihrt werden konnte. Ebenso wurddaueinem der 12 Sektionspferde eine
klinische Untersuchung vorgenommen, ansonsten standdiesen Tieren ein Vorbericht
anhand eines Auftragsberichtes fur die pathologéstwtomische bzw. -histologische
Untersuchung zur Verfligung.

Die Bewertung und Erstellung einer Gesamtdiagnds.(7) fur die untersuchten Tiere
erfolgte unter Berlcksichtigung der histologiscligiagnose (Tab. 6) und wenn vorhanden

des Vorberichts, sowie der Ergebnisse der klinisdhetersuchung.

4.1 Histologische Untersuchungen der HE-Schnitte

Die Auswertung der Praparate erfolgte unter demhthiikroskop bei 100-400 facher
VergrolRerung. Die histologische Untersuchung eriobtg eine Einteilung des Materials in
verschiedene Erkrankungsstadien. Die Beurteilund &estlegung einer histologischen
Diagnose erfolgte anhand der pathologischen Veranden (Tab. 6) des pro Tier
vorhandenen Probenmaterials (Anhang, Tab. 13) wtdwesentlicher Bestandteil der

Gesamtdiagnose (Tab. 7).
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Tab. 6: Histologische Untersuchungen — Beurteilungskriterien und Einteilung

Gewebe | Histologische Befunde listologische
Diagnose
Lunge keine Veranderungen oder gesund
nur einzelne Entziindungszellen
Hyperamie, diffuse / fokale monozytare Infiltrate* akute Bronchitis/
zwischen den Bronchialepithelzellen UND / ODER Bronchiolitis/
peribronchiar/-bronchiolar, tberwiegend neutrophile Peribronchitis/ -
Granulozyten bronchiolitis
diffuse / fokal lymphoplasmazytare /-histiozytére chronische Bronchitis/
Infiltrate* im Bronchialepithel UND/ODER Bronchiolitis/
peribronchiér / -bronchiolar, zusatzlich Fibrosen, Peribronchitis/ -
Mukos mit Entziindungszellen im Lumen, bronchiolitis
Becherzellhyperplasie, Bronchiektasien, teilweise
Atelektasen und Emphyseme
chronische Peribronchitis UND Bronchiolitis, coB
alveolares Emphysem, Bronchialepithelhyperplasie
(Becherzellhyperplasie und -metaplasie), Hyperplasie
der Bronchialmuskulatur, Mukos in Bronchien,
Bronchiolen und Alveolen angereichert mit
neutrophilen Granulozyten, Atelektasen, teilweise
auch eosinophile Granulozyten
Hyperamie, interstitielles Odem, interstitielle / interstitielle
alveolare diffuse lymphohistiozytéare Infiltrate*, ODER
teils Alveolarwandfibrosen und alveolare Pneumonie
Desquamation von Alveolarepithel, Exsudat in
Alveolen
interstitielle / alveolare fokale -diffuse Bronchopneumonie
lymphohistiozytéare Infiltrate*; Exsudat in Alveolen,
Bronchiolen u. Bronchien, Dilatation der
Lymphgefalie,
Odematisierung / Fibrosierung der Alveolarsepten
Trachea | fokale - diffuse lymphohistiozytéare Infiltrate*, Tracheitis
Desquamation des Flimmerepithels
Mukos im Lumen mit mononuklearen Zellen Begleiterscheinung
Lungenerkrankung
Nase Hyperamie, Odematisierung, akute Rhinitis

fokale - difftuse monozytére Infiltrate*,

fokale - diffuse lymphoplasmazytare /- histiozytare
Infiltrate*, subepitheliale Fibrosierung

chronische Rhinitis

*mononukleére Entziindungszellen — akute Phase: Monozyten, Granulozyten
- subakute Phase: Lymphozyten, Plasmazellen
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Bei 15 (42 %) der insgesamt 36 Pferde konnte eine COB (Abb. la/b) festgestellt werden,
davon lag bei 8 Tieren auch ein Vorbericht vor, wovon 2 klinisch unaufféallig waren. 1 Tier

wies eine COB mit einem akutem Schub einer Bronchopneumonie auf (Abb. 2 a/b).

Abb. 1: COB; Pferd Nr. 12, Lobus pulmonalis caudalis, Farbung HE

—

a) Vergr. 100 fach: Bronchiolus spastisch verengt, Muskelhypertrophie, Mukos im Lumen,
Alveolarsepten verdickt, Hyperamie, peribronchioléare Zellinfiltrate

b) Vergr. 200 fach: peribronchiolare lymphozytére Infiltration, teils Fibrosierung



30

Abb. 2: COB und Bronchopneumonie; Pferd Nr. 19, Lobus pulmonalis caudalis, Farbung HE

Ausschnitt-
wergrifierung
siehe Abb. 2 b

a) Vergr. 40 fach: massive Ansammlung von Entziindungszellen im Lumen des Bronchiolus
sowie teilweise peribronichiolér und interstitiell, Bronchiektasie, interstitielles Odem,
Alveolarsepten verdickt, Gefal3mediahypertrophie

b) Ausschnitt von Abb. 2 a, Vergr. 100 fach: massive Ansammlung von neutrophilen Granulozyten
im Lumen des Bronchiolus, Becherzellhyper und - metaplasie

4 Tiere (11%) wiesen bereits eine chronische Peribronchiolitis bzw. —bronchitis (Abb. 3) auf
ohne dabei klinisch aufféllig zu sein. Bei 4 Tieren (11%) konnte eine akute bzw. subakute

Peribronchiolitis und Bronchiolitis (Abb. 4) festgestellt werden.
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Abb. 3: Chronische Peribronchiolitis; Pferd Nr. 11, Lobus pulmonalis caudalis, Farbung HE

f L

Vergr. 100 fach: Alveolarsepten tw. verdickt, peribronchiolare lymphozytére Infiltrate und ggrd.
Fibrosierung

Abb. 4: akute Peribronchiolitis; Pferd Nr. 13, Lobus pulmonalis cranialis, Farbung HE

Vergr. 100 fach: Hyperamie, Lungenédem, peribronchiolére Infiltration mit Gberwiegend
neutrophilen Granulozyten, Mukos
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2 Tiere (6%) zeigten das histologische Bild einer interstitiellen Pneumonie (Abb. 5) und bei

einem Tier (3%) konnte nur eine subakute Tracheitis (Abb. 6) festgestellt werden.

Abb. 5: Interstitielle Pneumonie; Pferd Nr. 27, Lobus pulmonalis caudalis, Farbung HE

-

Vergr. 100 fach: Hyperamie, interstitielle mononukleére Infiltration

Abb. 6: Subakute Tracheitis; Pferd Nr. 36, Trachea, Farbung HE

Vergr. 100 fach: ggrd. subepitheliale Infiltration mit Lymphozyten und Plasmazellen
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10 Tiere (28%) waren komplett ohne besonderen Befund (Abb. 7).

Abb. 7: ohne besonderen Befund; Pferd Nr. 20, Lobus pulmonalis caudalis, Farbung HE

A i

Vergr. 100 fach: Bronchiolus, Lungenalveolen



34

4.2 Ergebnisse aus der Reverse-Transkriptase- algthBrase-Ketten-Reaktion

Mit Hilfe der RT-PCR wurde die Produktion von mesger-RNA (mMRNA) der equinen

Rhinoviren und der Zytokine IL-4, IL-5, IL-10, IL11 IFN+y und GM-CSF untersucht

(Anhang, Tab. 16), um Hinweise Uber die Immunpatinege der COB im Vergleich zu

anderen akuten und chronischen Respirationstrakigtkngen des Pferdes und auch
gesunden Tieren zu erhalten. Der Nachweis von EHrf@lgte direkt mit der PCR nach

vorangegangener DNA-Praparation. Bewertet wurdegeielektrophoretische Auftrennung
der Amplifikate unter dem UV-Licht. Die Starke deBande blieb weitgehenst

unberticksichtigt, da es sich hier lediglich um rigealitativen Nachweis handelt.

4.2.1 3-Aktin-PCR zur DNA-Qualitatsbestimmung unakéisuchung auf

DNA-Kontamination

Das Strukturprotein 3-Aktin konnte bei allen Stigdlpen aus der DNA-Praparation
nachgewiesen werden. Die stichprobenartige Untatsyg der RNA-Préparation fiel negativ
aus, somit kann eine DNA-Kontamination ausgeschlosgerden.

4272 Nachweis von ERV- 1, ERV- 2 und EHV-2

Fur Rhinoviren konnte in keinem Fall eine mRNA-Eegsion nachgewiesen werden.

EHV- 2 konnte dagegen bei 20 Pferden (56%) nagiegen werden (Abb. 8; Anhang,
Tab. 16 u. 17). Davon wiesen 18 Pferde (90%) patisthe Verdnderungen im
histologischen Bild auf, die von einer interstigel Pneumonie bis zur COB reichen und sich
nicht auf eine Veranderung festlegen lassen. AuehLdkalisation ergibt kein einheitliches
Bild, so konnte bei 7 Pferden (35%) das Virus sdwiom kranialen _undim kaudalen
Lungenlappen nachgewiesen werden. Bei jeweils E&dEife(25%) gelang der Nachweis nur
im kranialen_odeim kaudalen Lungenlappen. Bei 5 Pferden konnte\Mass zusatzlich in
der Trachea und bei 3 Pferden zusatzlich im vesrirflasengang nachgewiesen werden.
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Abb. 8: Nachweis von DNA fur EHV- 2 mittels nPCR

< 407 hp

T2 3 4 & M B 7 8 H 10

elektrophoretische Auftrennung der Amplifikate im Ethidiumbromidgel

Reihe 1: Pferd 23 L.p.c.; Reihe 2: Pferd 23 L.p.cr.; Reihe 3: Pferd 24 L.p.c.; Reihe 4: Pferd 24 L.p.cr.;
Reihe 5: Pferd 25 L.p.c.; Reihe 6: Pferd 25 L.p.cr.; Reihe 7: Pferd 26 L.p.c.; Reihe 8: Pferd 26 L.p.cr.;
Reihe 9: Negativkontrolle; Reihe 10: Positivkontrolle; Reihe M: Marker, Gene Ruler 50bp DNA Ladder

Tiere (16 Pferde) mit negativem EHV-2 Nachweis sind histologischen Bild ebenso

unterschiedlich wie die Tiere mit positivem Befuhir der Anteil der gesunden Tiere ist mit
6 Tieren (37,5%) deutlich hoher. Dabei muss audcthiet werden, dass nicht fur alle Tiere
das komplette Untersuchungsmaterial vorlag und woB.4 Tieren mit negativem Nachweis
jeweils nur Proben aus den Lobi pulmonales caudalédsgen, somit diese Tiere trotzdem

positiv sein kbnnen.

4.2.3 Nachweis von IL-4 und IL-5, Zytokine der THh&Hen

IL-4 konnte bei allen 36 Pferden in der Lunge nastigsen werden (Abb. 9, S. 36 u. Abb.12,
S.41). Bei 2 dieser untersuchten Tiere konnte m®ai nur in den Lobi pulmonales craniales
bzw. caudales nachgewiesen werden. Das histolagiBdt variiert von 0.b.B. bis zu einer
ausgepragten COB (Anhang, Tab. 16).

IL-5 konnte nur bei insgesamt 5 Tieren (14 %) v@nUhtersuchten nachgewiesen werden
(Abb. 9). 2 Tiere litten an einer COPD, 1 Tier zeidas Bild einer katarrhalischen Bronchitis

u. Peribronchitis, 2 Tiere waren ohne besonderduarigig(Tab. 8).
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Abb. 9: Nachweis von mRNA fir IL- 4 und IL- 5 mittels RT-PCR

IL-4 —L-5

&« 7BBhp
157 bp

T2 3 4 5 6B ¢ M 8 4 10 N

elektrophoretische Auftrennung der Amplifikate im Ethidiumbromidgel

Reihe 1: Pferd 21 L.p.c.; Reihe 2: Pferd 21 L.p.cr.; Reihe 3: Pferd 21 Trachea; Reihe 4 Pferd 22 L.p.c.;
Reihe 5: Pferd 22 L.p.cr.; Reihe 6: Negativkontrolle; Reihe 7: Positivkontrolle IL-4;

Reihe 8: Pferd 22 L.p.c.; Reihe 9: Pferd 21 L.p.cr.; Reihe 10: Negativkontrolle;

Reihe 11: Positivkontrolle IL-5; Reihe M: Marker, A-DNA HindlII

sehr schwache Bande fir den positiven Nachweis in Reihe 9 und 11

Tab. 8: Nachweis von IL- 5 im Gewebe

Pfd-Nr., Gesamtdiagnose IL-5 |IL-4 |L-10 L-11 IFN-y | EHV-2
Probe
5, L.p.cr. coB + + O g
L.p.c. 0 + 0 + +
16, L.p.cr. Bronchitis u. + + 0 + +
L.p.c. Peribronchitis = + 0 + + +
19, M.n.v. Rhinotracheitis, + + + 0 O +
Trachea | Bronchopneumonie + + + O O O
L.p.cr. COB 0 + + 0 0 +
L.p.c. O + + O 0 0
20, M.n.v. gesund O O + + O +
Trachea O + + O O O
L.p.cr. O + + O O +
L.p.c. + + + 0 0 O
21, Trachea | gesund + O + O [ +
L.p.cr. + + + + O +
L.p.c. O + + + O g

M.n.v. = Meatus nasi ventralis; L.p.cr. = Lobi pulmonales craniales; L.p.c. = Lobi pulmonales
caudales ; + = positiv, MRNA / DNA nachweisbar; O = negativ, keine mRNA / DNA nachweisbar
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4.2.4 Nachweis von IL-10 und IFi§-antiinflammatorische Zytokine, Th2- Zellen

IL-10 konnte bei 34 Tieren (94%) in allen Lokalisaten nachgewiesen werden (Abb. 10).
Bei den 2 Tieren mit negativem Resultat lagen mobén aus den Lobi pulmonales craniales
vor, dass diese zwei Tiere in der Endbewertungezonachlassigen sind (Anhang, Tab. 16).

Abb. 10: Nachweis von mRNA fir IL- 10 mittels RT-PCR

« 146 bp

T2 3 4 &5 B M 7 o8 4 10 11 12

elektrophoretische Auftrennung der Amplifikate im Ethidiumbromidgel

Reihe 1: Pferd 22 Trachea; Reihe 2: Pferd 33 L.p.cr.; Reihe 3: Pferd 24 Trachea; Reihe 4: Pferd 25
Trachea; Reihe 5: Pferd 25 M.n.v.; Reihe 6; Pferd 34 L.p.cr.; Reihe 7: Pferd 35 L.p.cr.; Reihe 8:

Pferd 27 Trachea; Reihe 9: Pferd 27 L.p.cr.; Reihe 10: Pferd 27 L.p.c.; Reihe 11: Negativkontrolle;
Reihe 12: Positivkontrolle IL-10; Reihe M: Marker, A-DNA Hindlll

IFN-y konnte in den Lobi pulmonales von 22 Tieren (63t&3hgewiesen werden (Abb. 11).
13 der positiven Tiere (59%) litten an einer COB(28%) zeigten das histologische Bild
einer Peribronchiolitis bzw. —bronchitis, ein Pfevies eine interstitielle Pneumonie auf, ein
Tier wies histologisch nur eine akute Stauung auf ein Tier war 0.b.B. Bei einem an COB

erkranktem Pferd konnte das Zytokin nur in der iemcnachgewiesen werden (Tab. 9).



Abb. 11: Nachweis von mRNA fir IFN- y mittels RT-PCR

1 2
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4

I

€ 256 hp

elektrophoretische Auftrennung der Amplifikate im Ethidiumbromidgel
Reihe 1: Pferd 2 L.p.c.,; Reihe 2: Pferd 4 L.p.c., Reihe 3: Negativkontrolle;

Reihe 4: Positivkontrolle IFN-y;, Reihe M: Marker, A-DNA Hindlll

Tab. 9: Nachweis von IFN- yim Gewebe

Pfd-Nr., Probe Gesamtdiagnose IFN-y IL-4 IL- 10 IL-11 EHV- 2
1, L.p.c. COB + + + 0 O
3, L.p.c. COB + + + 0 O
4, L.p.c. gesund + + + 0 O
5, L.p.cr. COB O O

L.p.c. O +
6, L.p.cr. COB O O
L.p.c. O +
8, L.p.cr. COB +
L.p.c. +
9, L.p.c. chronische + + + + O
Peribronchiolitis
10, L.p.cr. COB + O
L.p.c. O O
12, L.p.cr. COB + O
L.p.c. + +
13, L.p.c. akute + + + +
Peribronchiolitis
14, L.p.cr. COB O
L.p.c. g
15, L.p.cr. COB + + + +




39

Pfd-Nr., Probe Gesamtdiagnose IFN-y IL-4 IL-10 IL-11 EHV-2
16, L.p.cr. katarrhalische + O
L.p.c. Bronchitis u. O +
Peribronchitis
23, L.p.cr. COB + + O
LpC + O +
24, Trachea COB + 0 + + O
27, M.n.v. interstitielle + + +
L.p.cr. Pneumonie + 0 0
L.p.c. + H +
28, Trachea chronische + + +
L.p.cr. Peribronchiolitis O +
L.p.c. g +
29, L.p.cr. gesund + O
L.p.c. + O
30, L.p.cr. coB + +
L.p.c. + O
31, L.p.c. COB + + + O O
32, L.p.c. gesund + + + + O
34, Trachea subakute + O
L.p.cr. Bronchiolitis u. O

Peribronchiolitis

M.n.v. = Meatus nasi ventralis; L.p.cr. = Lobi pulmonales craniales;

L.p.c. = Lobi pulmonales caudales ;
+ = positiv, mMRNA / DNA nachweisbar; O = negativ, keine mRNA / DNA nachweisbar

4.2.5

IL-11 konnte bei 21 Tieren (58%) nachgewiesen wer(ibb. 12). 7 dieser Tieren (33%)
gehorten zu der COB-Gruppe, 6 Tiere (29%) zeigtem eine Veranderung an den

Bronchiolen und Bronchien. Bei beiden an inteedtégr Pneumonie erkrankten Pferden

Nachweis von IL-11 und GM-CSF, proinflammecine Zytokine

konnte IL-11 nachgewiesen werden. 5 Tiere (24%gwarb.B. (Tab. 10).
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Tab. 10: Nachweis von IL- 11 im Gewebe

Pfd-Nr., Probe Gesamtdiagnose IIL— 11 IL— 4 - 10 IFN-vy EHV- 2
7, L.p.cr. akute + + + 0 +
Peribronchiolitis
8, L.p.cr. COB + + +
L.p.c. + + +
9, L.p.cr. chronische 0 O O
L.p.cr. Peribronchiolitis + + 0
10, L.p.cr. COB + + + + O
12, L.p.cr. COB g
L.p.c. +
16, L.p.c. Bronchitis u. + + O + [
Peribronchitis
17, L.p.cr. gesund O O
L.p.c. + [ O
18, L.p.cr. gesund + + + O O
20, M.n.v. gesund + 0 + 0 +
21, L.p.cr. gesund + O +
L.p.c. + O U
22, L.p.cr. COB + g O
L.p.c. + O U
23, L.p.cr. coB + + + + O
24, Trachea COB O + O
L.p.cr. + O +
L.p.c. + + + O g
25, M.n.v. interstitielle + + + O a
Trachea Pneumonie + + + 0 0
L.p.cr. + + + O O
L.p.c. + + + O O
26, Trachea chronische + + + O +
Peribronchitis
27, M.n.v. interstitielle +
28, Trachea chronische + + + + +
Peribronchiolitis
29, Trachea gesund O O
L.p.cr. + O
L.p.c.
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Pfd-Nr., Probe Gesamtdiagnose IL—11 IL—4 IL- 10 IFN-y EHV- 2
30, L.p.cr. coB +
L.p.c. O
32, L.p.c. gesund + + + + O
34, Trachea subakute O
L.p.cr. Bronchiolitis u. O
Peribronchiolitis

M.n.v. = Meatus nasi ventralis; L.p.cr. = Lobi pulmonales craniales;
L.p.c. = Lobi pulmonales caudales ;
+ = positiv, MRNA / DNA nachweisbar; 0O = negativ, keine mRNA / DNA nachweisbar

Der Nachweis von GM-CSF erfolgte nur stichprobdgarei 4 Tieren (Tab. 11). Kriterium
hierflr war der Vergleich zwischen COB, interstige Pneumonie und Lungen ohne Befund.
Bei einem COB-Pferd und dem 0.b.B.-Pferd erfolgtepasitiver Nachweis (Abb. 12).

Abb. 12: Nachweis von mRNA fir IL- 4, IL-11 und GM-CSF mittels RT-PCR

IL-4 IL-11 GM-CSF—

400 bp
375 hp
157 hp

1T 2 2 MW 4 5 B 7T 8 9 10 11

elektrophoretische Auftrennung der Amplifikate in Ethidiumbromidgel

Reihe 1: Pferd 11 L.p.cr.; Reihe 2: Negativkontrolle; Reihe 3: Positivkontrolle IL-4;
Reihe 4: Pferd 1 L.p.c.; Reihe 5: Pferd 17 L.p.c.; Reihe 6 Negativkontrolle;

Reihe 7: Positivkontrolle IL-11; Reihe 8: Pferd 1 L.p.c.; Reihe 9: Pferd 17 L.p.c.;
Reihe 10: Positivkontrolle GM-CSF; Reihe 11: Negativkontrolle

sehr schwache Bande fur den positiven Nachweis Reihe 5
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Tab. 11: Nachweis von GM-CSF im Gewebe

Pfd-Nr., Gesamt- GM-CSF | IL-4 |IL-10 |IL-11 IFN-y EHV- 2
Probe Diagnose
1, L.p.c. COB + + + O +
17, L.p.c. gesund + + + +
25, M.n.v. Interstitielle + O + +
Pneumonie
30,Trachea | COPD O O + O O O

M.n.v. = Meatus nasi ventralis; L.p.cr. = Lobi pulmonales craniales;
L.p.c. = Lobi pulmonales caudales ;

+ = positiv, mMRNA / DNA nachweisbar; O = negativ, keine mRNA / DNA nachweisbar
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist es, einen Einblick in digpathoimmunologischen Vorgénge bei
respiratorischen Erkrankungen des Pferdes zu beleomr@Grundgedanke ist dabei der
mogliche Zusammenhang zwischen viralen Infektionsd COB beim Pferd und die
Gemeinsamkeiten mit dem allergischen Asthma dessbtem.

Hierzu wurden Gewebeproben von insgesamt 36 Pfemgimommen. Diese wurden
histologisch beurteilt und in die verschiedenenr&mnkungsstadien eingeteilt. AnschlieRend
erfolgte mit Hilfe der DNA-/ RNA-Isolierung und RPCR der Versuch des Virusnachweises
von ERV-1 u. -2 sowie EHV-2. Zur Beurteilung pathmunologischer Vorgange wurde die
Zytokinexpression von IL-4, IL-5, IL-10, IL-11, IFM und teilweise GM-CSF bestimmt.

51 Auswahl der Pferde und Gewebeproben

Um ein moglichst umfangreiches und im  Krankheitsbil unterschiedliches
Untersuchungsmaterial zusammenzubekommen, wurdehe® von 24 Schlachtpferden und
12 Sektionspferden gesammelt. Besondere Auswadtient wurden flr diese Arbeit nicht
berticksichtigt, da es sonst nicht méglich geweséareveine gewisse Anzahl von Tieren in
einem abgegrenzten Zeitraum zusammenzubekomment B&gh auch nicht fur jedes Tier
die gleiche Anzahl an Probenmaterial vor. TrotzsdieEinschrankungen konnte bei dem
Uberwiegenden Teil der untersuchten Pferde eine QRnostiziert werden, was die
Bedeutung und Verbreitung dieser Erkrankung beisrdPtinterstreicht. Einige dieser Tiere
befanden sich bereits im Finalstadium. ¥ der isage 36 untersuchten Tiere wiesen bereits
erste Anzeichen in Form einer Peribronchiolitisémchiolitis, Peribronchitis / Bronchitis auf
und sind als Vorstufe der COB zu betrachten (Kaugd.e1990 b). Nur bei 3 Pferden mit der
Diagnose COB / Peribronchitis konnten im histologen Bild eosinophile Granulozyten
nachgewiesen werden, meist handelte es sich um panbronchiolare und intraluminale
Ansammlung von neutrophilen Granulozyten, wie eseibe vielfach in der Literatur
beschrieben wurde (Gerber, 1973; Winder et al.1199
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5.2 Virennachweis

In der Humanmedizin ist der Zusammenhang zwiscbieer Virusinfektion und dem
allergischen Asthma bereits bekannt (Nicholsonl.et1l893). Insbesondere die Infektion mit
dem respiratorischen Synzytialvirus und dem Pdrtgnkzavirus bei Kindern (Gern, 2003),
sowie dem humanen Rhinovirus bei Erwachsenen kasthrda auslésen oder verstarken
(Friedlander et al., 2005; Tan, 2005; Malmstromakt 2006). Busse und Gern (2005)
konnten in ihrer Arbeit den Zusammenhang einer afiMigktion und Asthma mit dem
Auftreten einer ausgepragten Neutrophilie im Sputrbringen. Vergleichend dazu wurden
in der vorliegenden Arbeit die Proben auf eine nobg Infektion mit equinen Rhino und
EHV-2 Viren untersucht. Rhinoviren konnten bei lem Pferd mittels PCR nachgewiesen
werden. Dies schlie3t einen Zusammenhang aber oid#ichlich aus. Bisher konnte der
Nachweis mittels PCR aus nasopharyngealen Tupfeepr nur in der akuten Phase der
Infektion erfolgen (Feng LI et al., 1997), auch kten in einer aktuellen Arbeit equine
Trachealzellen in vitro mit equinen Rhinoviren mdirt und eine Zytokinexpression
nachgewiesen werden (Gustat, 2003).

Dies konnte eine Bestatigung dafir sein, dass dv@sen nur in Verbindung mit milden
Infektionen der oberen Atemwege zu sehen sind (Plem1962; Steck et al., 1978; Li et al.,
1997, Carman et a., 1997) und die Bedeutung im rAossnhang mit COB zu
vernachlassigen ist, moglicherweise ist aber awshcbronischen Verdnderung kein Virus
mehr nachweisbar, trotz vorangegangener Infektiomd udie Virus-induzierte
Zytokinexpression, insbesondere IL-10 (Busse unchG2005) bt einen negativen Einfluss
auf die Lungenphysiologie insbesondere das Epéthsg) wie bereits in der Humanmedizin im
Zusammenhang mit Asthma bewiesen wurde (Kupermaal.,e2005; Papadopoulos et al.,
2000; Gern and Busse, 1999). Genauere Untersuchumgd&iermodel und Langzeitstudien
kénnten hier hilfreich sein und die Thesen unterenalozw. Gberprifen.

Im Gegensatz dazu fiel der Nachweis fur EHV-2 lUbegend positiv aus. Interessanterweise
konnte bei 73% der an COB erkrankten Pferden EH\&&hgewiesen werden und bestatigt
den in der Literatur bereits vermuteten Zusammegh&obinson et al., 1996). 50 % der
Tiere mit nachgewiesenen Veranderungen an den Bi@era und Bronchien waren ebenfalls
positiv. Die lange Persistenz der Viren im Tier magfolgter Infektion und Reaktivierung

wurde in der Literatur bereits beschrieben (Drumetexl., 1995).
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Dies lasst schlussfolgern, das die Bedeutung undeFeiner EHV-2 Infektion bislang
unterschatzt wurde und kdnnte wie beim MenschenNgietrophilie in der BALF und im

histologischen Bild erklaren. Dies bezuglich sallteeitere Untersuchungen folgen.

5.3 Zytokinexpression

IL-4 und IL-10 sind die Zytokine, die bei allen erduchten Pferden in den Gewebeproben
nachgewiesen werden konnten. 2 Tiere fielen inldeersuchung auf IL-10 negativ aus, sind
aber in diesem Zusammenhang zu vernachlassigdmeiddiesen Tieren nur Gewebeproben
aus den Lobi pulmonales craniales vorlagen. Ilnd uL-10 z&ahlen wie auch IL-5, IL-9,
IL-13 und GM-CSF zu den durch Th2-Zellen sezerareittymphokinen (Barnes et a., 1998).
IL-4 veranlasst B-Zellen zur Ig-E Produktion und ilssbesondere im Zusammenhang mit
allergischen Reaktionen zu sehen (Shirahawa.,e2@00; Anderson and Morison, 1998).
Des weiteren ist es beim Menschen zusammen mit3ilafh der Allergen-induzierten
Mukosproduktion beteiligt (Kuperman et al., 200B)e Tatsache, dass in der vorliegenden
Arbeit eine Expression von m-RNA fiur IL-4 und IL-Xiei gesunden, COB-kranken und
sonstig erkrankten Pferden festgestellt wurde, maaie Quantifizierung zur Beurteilung
einer erhdhten Expression im Lungengewebe im Zusarhang mit COB notwendig und
konnte hier nicht durchgefuhrt werden. Dennocheisie erhdhte Expression zu erwarten,
konnte diese doch bereits in der BALF und im SemmVergleich zum gesunden Pferd fur
IL-4 festgestellt werden (Lavoie et al., 2001; Bswt al., 2002; Horohov et al., 2005).

IL-10 gehért mit zu den antiinflammatorischen  Zgten (Chung und Barnes, 1999),
verringert z.B. die Synthese der Zytokine der Tlelleh wie IL-1 und IL-6 und zeigt eine
immunsuppressive Wirkung durch Funktionshemmung Menozyten und Makrophagen,
wodurch gleichzeitig die Immunantwort in Richtunb2ZFZellen gelenkt und verstarkt wird
und soll im Zusammenhang mit einer Virusinfektiori BAsthma die Produktion von
eosinophilen Granulozyten unterdriicken (Busse uretnG 2005). Durch die lokale
Unterdrickung der Immunabwehr kdnnte sogar einehieVirusinfektion mit milder bis
subklinischer Verlaufsform unterstitzt werden ménddaraus resultierenden Folgen der
Hyperreaktivitat, Zytokinproduktion und —sekretidnrch die Epithelzellen, wie es bereits
beim Menschen im Zusammenhang mit Asthma beschriehede (Folkerts et al., 1998;
Chung und Barnes, 1999).
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IL-11 ist ein weiteres Zytokin der proinflammatafien Reihe und wird in der Lunge von
vielen strukturellen Zellen (Fibroblasten, Muskde®) und eosinophilen Granulozyten
produziert (Barnes et al., 1998). Eosinophile Glanyen konnten in der vorliegenden Arbeit
nur bei 3 Pferden nachgewiesen werden, somit bieiber nur Stromazellen, glatte
Muskelzellen und Epithelzellen als Hauptproduktamh$ir IL-11. In der vorliegenden Arbeit
konnte bei 57 % der untersuchten Pferde IL-11 nexwefesen werden. Davon wiesen 65 %
strukturelle Veranderungen im histologischen Bild im Form einer ausgepragten COB oder
bronchiaren und bronchiolaren Entziindungsreaktioleiiere erschienen gesund, davon
konnte bei 2 Tieren EHV-2 nachgewiesen werden. Bdiemschen konnte IL-11 bereits im
nasopharyngealen Sekret von Kindern nach einersWifektion mit dem respiratorischen
Synzytialvirus und Influenza A-Virus nachgewiesearden (Oh et al., 2002). Zwar konnte
bei keinem Pferd eine Infektion mit den equinenr®kiren nachgewiesen werden, trotzdem
ist ein Zusammenhang der IL-11 Expression und einengegangenen Virusinfektion nicht
auszuschlieBen und im Hinblick darauf sollten weitérbeiten evtl. auch bezuglich
Influenza-Viren folgen .

Als weiteres in der vorliegenden Arbeit auffalligégtokin ist das IFNy zu nennen. IFN-
gehort wie das IL-10 zu den antiinflammatorischeytoKinen und ist in der Regel ein
Nachweis fur Thl-Zellen (Chung und Barnes, 199BIN-y bt einen inhibitorischen Effekt
auf Th2-Zellen aus (Romagniani et al., 1990), imrib die IL-10 Produktion durch
Monozyten sowie allergisch bedingte Entzindungsuaoge und die Ig-E Synthese
(Chomorat et al., 1993). Ungeklart ist der proimftaatorische Effekt durch Aktivierung der
Lungenepithelzellen zur Zytokinfreisetzung unapiession von Adhasionsmolekilen
(Look et al., 1992). Ebenfalls stellten Leonardaket(1997) fest, dass IFiNdie Produktion
von T-Zellen bei Asthmatikern reduziert. Im TiernebdMaus) konnten sogar durch exogen
zugefugtes IFN¢ eine Eosinophilie und Hyperreaktion der Atemwegachn erfolgter
Allergenexposition verhindert werden (lwamoto ef, d993; Lock et al., 1996). In der
vorliegenden Arbeit konnte bei 63 % der untersuttRéerde IFNy nachgewiesen werden,
davon waren 59 % an COB erkrankt, 27 % wiesen tsehastologische Veranderungen an
den Bronchien und Bronchiolen auf. Nur ein Pferdrke histologisch als gesund eingestuft
werden. Aufgrund dieses Nachweises und der gleitihpze Expression von m-RNA fir IL-4
und IL-10, teilweise auch IL-11, deutet sich bei%®0der an COB erkrankten Pferde, sowie
bei 66% der an Bronchitis / Bronchiolitis erkrankt®ferde eine gemischte Thl-/ Th2-
Immunantwort an, wie sie auch in der BALF COB-krankferde zu finden ist (Berendonk,
2000) und auch die Arbeit von Horohov et al. (200fstatigen wirde, die mittels
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guantitativer PCR einen Anstieg von IL-4, IL-13dulrN-y im Serum und in der BALF von
COB- kranken Pferden nach Allergen-Exposition medsannten. Damit unterscheidet sich
das Bild der COB beim Pferd recht deutlich von derch eine Th2-Zytokin dominierende
Immunantwort beim Asthma des Menschen (Robinsah £1992).

Ein weiteres wichtiges Merkmal im Zusammenhang Agthma beim Menschen sind das
dominante Auftreten von IL-5, GM-CSF und eine apsggte Eosinophilie (Chung und
Barnes, 1999). Hauptaufgabe des sezernierten Zyokbei Allergen induzierter
Luftwegsentziindung und bronchialer Hyperreaktiandie Stimulierung, Proliferation und
Differenzierung von eosinophilen Granulozyten ude€ren Einwanderung ins Gewebe
(Baumann et al., 1992; Coffmann et al., 1989; Jayawnd Travers, 1997). Die eosinophilen
Granulozyten stellen eine Schlisselfunktion dar weden durch Freisetzung von Proteinen
und Peroxiden eine toxische Wirkung auf die Lungéhelien auf (Anderson und Morison,
1998). In der vorliegenden Arbeit konnte IL-5 nuei bl4% der untersuchten Pferde
nachgewiesen werden und davon auch nur einmal sardmenhang mit einer Eosinophilie
bei einer COB, dies entspricht weites gehend detertdachungen von Bowles et al. (2002)
und Horohov et al. (2005), bei denen in der BALF bei einer klinischen Symptomatik die
Expression von mRNA fur IL-4 erhdht war, nicht albiér IL-5. Generell konnte bisher keine
ausgepragte Eosinophilie beim Pferd im ZusammenmaihdCOB festgestellt werden, was
mit einen entscheidenden Unterschied zum Asthmad/@eschen darstellt.

GM-CSF ist in der vorliegenden Arbeit nur stichpeohrtig untersucht worden. Dieses
Zytokin ist ebenso wie IL-5 verantwortlich fur diéktivierung von eosinophilen
Granulozyten (Park et al., 1998). Bei den hiem#etsuchten Pferden, konnte das Zytokin
3mal nachgewiesen werden. Dabei war ein Pferd C@BK 1 Pferd gesund und ein Pferd
litt an einer interstitiellen Pneumonie. Bei dem E&ranken Pferd konnten gleichzeitig auch
eosinophile Granulozyten im histologischen Bild hg®wviesen werden, was einen
Zusammenhang vermuten lasst. Dieses Ergebnisdi@s$erlich keine Rickschlisse auf die
Bedeutung des Zytokins im Zusammenhang mit respisghen Erkrankungen zu, sollte aber
in weiteren Arbeiten bezlglich einer quantitativaBestimmung der Th2-Zytokine

Berlicksichtigung finden.
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6 Zusammenfassung

Im Hinblick darauf, dass die Bedeutung von Atemveegiankungen, insbesondere die
chronisch obstruktiven Bronchitis (COB) beim Pfemtheblich zugenommen hat, wurden in
der vorliegenden Arbeit die Zusammenhange viraléektionen, insbesondere den equinen
Herpesviren Typ 2 (EHV-2) und erstmalig den equiRémoviren (ERV) mit der Entstehung
von COB untersucht. Zusatzlich erfolgte eine Testzllung pathoimmunologischer
Vorgdnge bei respiratorischen Erkrankungen beim rdPfebeziglich bestehender
Gemeinsamkeiten mit dem allergischen Asthma dessbfem.

Zu diesem Zweck wurden Lungengewebeproben von B&&8u- und Sektionspferden ohne
Berlcksichtigung von Alter, Haltungs- oder Nutzuog® und Gesundheitszustand
histologisch untersucht und diagnostisch eingeté2€6 der Tiere waren COB krank, 22%
der 36 Pferde zeigten bereits chronische Veranderuan den Bronchien und Bronchioli,
weiterhin litten 6 % an einer interstitiellen Pnenie und 28 % konnten als lungengesund
eingestuft werden.

In weiteren Arbeitsschritten erfolgte die Aufarloeigy der Proben fir den Virus- und
Zytokinnachweis mittels RNA- und DNA-Préaparation dumnschlielender RT-PCR. Es
wurden die spezifischen Primer fir das equine Hafipes Typ 2 (EHV-2), die equinen
Rhinoviren Perv, 350/72 (equines Rhinitis 1 VireRV-1) und 1436/73 (equines Rhinitis 2
Virus, ERV-2) eingesetzt und die PCR fur ERV etatli Als zytokinspezifische Primer
kamen zum Einsatz: IL-4, IL-5, IL-10, IL-11, IFilund GM-CSF.

Es konnten bei keinem der Pferde Rhinoviren nachegam werden, dafir waren 73 % der
COB-kranken Pferde EHV-2 positiv, ebenso konnte@&b der Tiere mit (Peri-)Bronchitis /
(Peri-) Bronchiolitis das Virus nachgewiesen wetrdeawie bei einem Pferd mit einer
interstitiellen Pneumonie und bei 22 % der Tieraebesondere klinische und histologische
Befunde.

Der Nachweis fur IL-4 und IL-10 gelang bei allen @&ersuchten Pferden. IL-11 konnte bei
47% der COB-kranken Pferde, bei 75% mit (Peri-)Btots / (Peri-)Bronchiolitis, 100% mit
Pneumonie (2 Pferde) und bei 60% der gesundendfestjestellt werden.

Bei IFN-y lag der meiste Anteil bei den Pferden mit bronlema/eranderungen (63%) bis hin
zu COB (87%). Nur bei einem Pferd ohne Befund kereih positiver Nachweis auf IFN-

erfolgen.
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IL-5 konnte nur bei insgesamt 5 von 36 untersuctR&rden nachgewiesen werden, dies
Ergebnis verteilt sich auf 2 COB-kranke (13%), 3wale (22%) und 1 Pferd (11%) mit
katarrhalischer Bronchitis.

Das Zytokin GM-CSF wurde nur stichprobenartig mideiwiegend positivem Ergebnis
untersucht und sollte in weiteren Arbeiten stabenicksichtigt werden.

Anhand der Ergebnisse wird die Verbreitung respirsther Verranderungen / Erkrankungen
beim Pferd deutlich. Der Zusammenhang viraler liéglen mit COB konnte bestatigt
werden, wie es bereits von Robinson et al. (19@8nutet wurde. Insbesondere die bislang
unterschatzte Bedeutung von EHV-2 Infektionen wirdder vorliegenden Arbeit eindeutig
untermauert und bestatigt die Ergebnisse von Waefi(1998). Der negative Nachweis flr
die equinen Rhinoviren schliel3t den Zusammenhangr dnfektion mit der COB, wie es
beim Menschen im Zusammenhang mit Asthma erkenmia(Nicholson et al., 1993;
Johnston et al., 1995), nicht grundsatzlich axug sollte in weiteren Forschungsarbeiten mit
bertcksichtigt werden.

Die Ergebnisse der Zytokinexpression mit dem Bildee gemischten Thl- und Th2 —
Immunantwort bestéatigen die Untersuchungen von rigkmek (2000) und Horohov et al.
(2005) und stimmen somit nicht mit dem Bild einemdnanten Th2 — Immunantwort beim
allergischen Asthma des Menschen (Chung und Barri&99) Uberein. Weitere
Gemeinsamkeiten mit der Erkrankungen beim Mensetieneine ausgepragte Eosinophilie
und eine m-RNA Expression fur IL-5 konnten in derliegenden Arbeit beim Pferd nicht
bestatigt werden.

Inwieweit Virusinfektionen des Atmungsapparates die Entstehung der COB auslésend
sein konnen, konnte mit der vorliegenden Arbeit hhiogeklart werden. Um die
Zusammenhange viraler Infektionen mit der COB weiteu hinterfragen, sollten
diesbezuglich weitere Untersuchungen folgen. Koi@ustat (2003) in ihrer Arbeit erstmals
zeigen, dass virale Infektionen des equinen Trdepithels zu einer veranderten
Zytokinexpression fuhren, ist dies bezuglich desdanepithels noch unklar. Dabei sollten
auch andere Viren (z.B. Influenza) in die Untersugfen mit einbezogen werden und
zusatzlich eine Lokalisation in der Gewebestruleidolgen. Das Zytokinspektrum sollte im
Zusammenhang mit der Neutrophilie um z. B. IL-8 Ubel7 erweitert werden oder auch
bezlglich der Unterscheidung der Th-Antwort um B&.-linteressant ware auch eine
Quantifizierung der Zytokinexpression im Lungengbwam Vergleich der verschiedenen

Erkrankungsstadien.
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Mit der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeass durchaus ein Zusammenhang viraler
Infektionen mit der COB besteht, ahnlich der Pa#mage beim Asthma des Menschen. Des
weiteren kann EHV-2 groRe Bedeutung fir die Pathege respiratorischer Erkrankungen
beim Pferd zugeschrieben werden und im Hinblicladbsollten weiterer Forschungsarbeiten

folgen.
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COPD in horses
in context to virus infections
and in comparison with allergic asthma in humans

7 Summary

With regard to the increasing importance of airwhgeases, mainly chronic obstructive
pulmonary disease (COPD) in horses, the presedy stdamined the correlation between
virus infections, especially equine herpesvirusetgp(EHV-2) and equine rhinovirus (ERV)
and the origin of COPD. Additionally, there follod/a representation of pathoimmunological
processes during respiratory diseases in horsds megard to existing similarities with
allergic asthma in humans.

For this purpose lung samples were taken from 36dsofrom the slaughterhouse and from
the pathology institute without consideration oéagtate of health, way of keeping or using.
These samples were examined on the histologicghdses. 42 % have shown the signs of
COPD, 22 % of these 36 examined horses have alrslaolyn chronical changes of the
bronchi and bronchioli, also 6 % suffered from atetistitial pneumonia and 28 % had no
lung diseases.

In further steps followed the preparation of thengkes for the proof of the viruses and
cytokines with RNA- and DNA- preparation and fiyaRT-PCR. For this came to use the
specific primer of EHV-2, the equine rhinoviruseBR¥/, 350/72 (equine rhinitis 1 virus:
ERV-1) and 1436/73 (equine rhinitis 2 virus: ERV&)d further more the PCR for ERV
have been established. As cytokine specific pricagne to use the interleukines: IL-4, IL-5,
IL-10, IL-11, IFN+y and GM-CSF.

Rhinoviruses could not be found in the samplesllairstead 73 % of the COPD infected
horses were EHV-2 positive, further more in oneskowith an interstitial pneumonia and
22 % of the horses without any clinical and hisfidal signs.

The detection for IL-4 and IL-19 was possible ih 36 examined horses. IL-11 could be
found in 47 % of horses with COPD, 75 % of horsash wWperi-)bronchitis / (peri-)
bronchiolitis, 100 % with pneumonia (2 horses) 80 of the healthy horses.

The main part of IFNrwas found in the horses with bronchial discha(§&s%) up to horses
with COPD (87 %). Only one healthy horse couldibeteted positiv for IFN:

IL-5 could only be found in 5 of the 36 examineddes, these distributes on 2 horses with
COPD (13%), 2 healthy horses (22%) and one hok&d)lwith a catarrhalic bronchitis.
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The cytokine GM-CSF was only examined in a spotckheith a mainly positiv result and
should be considered in further studies.

By means of the results a context can be confirfaethe virus infections and COPD, like it
has been already supposed by Robinson et al. (1B8fgcially the underestimated meaning
of EHV-2 infections can be underlined with this dstuand confirms the results from
Wolfinger (1998). The negative result of equinendviruses does not mainly exclude a
relation between an infection and COPD like ithewn by asthma in humans (Nicholson et
al., 1993; Johnston et al., 1995) and should bsidered in further studies.

The results of the cytokine-expression with theyse of a mixed Thl- and Th2- response
correlate with the studies by Berendonk (2000) &latohov et al. (2005) and do not
correspond with the dominant Th2-response of aleagthma in humans (Chung and Barnes,
1999). The further similarities with the diseaséshomans, a marked eosinophilia and a
MRNA-expression of IL-5, could not be detectedanses in the present study.

The present study could not clear up completelywhat extend the induce of COPD is
caused by virus infections of the respiratory tracorder to get a better knowledge about the
correlation between virus infections and COPD, hertstudies should follow. As Gustat
(2003) was able to show, that a virus infectior@diine tracheal epithelium causes a changed
cytokine expression, is this for lung epitheliunil sinclear. Therefore other viruses (for
example Influenza) should get involved, also with attempt to localize the infection in the
tissue structure.

The variety of cytokines should be extended to &r8 IL-17 in relation with neutrophilia or
also IL-13 concerning the difference of the Th-mesge. The quantification of the cytokine-

expression in the lung tissue could also be inteig@$o the different stages of the diseases.

The present study shows, that there is absolutatprdext between virus infections and
COPD similar to the pathogenises of asthma in hsmBarther, the infection with EHV-2
plays a significant role in the pathogenises opirasory diseases in horses, especially COPD.

The correlation between virus infections and CORBu&d be an object to further studies.
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Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

Grad Celcius
Abbildung

destilliertes Wasser (aqua destillata)
Antistrang (antisense)
bronchoalveolére Lavagefliissigkeit
Basenpaare

beziehungsweise

circa
cluster of differentiation 4+
Komplementare DNA
Zentimeter
chronisch obstruktive Bronchitis
chronic obstructive lung disease
chronic obstructive pulmonary disease
Desoxy Adenosin-5"-Triphosphat
Desoxy Cytidin-5"-Triphosphat
Desoxy Guanosin-5"-Triphosphat
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dithiothreitlésung

Desoxy Thymidin-5"-Triphosphat
Ethylendiamintetraessigsaure
Equines Herpesvirus
Equines Rhinovirus
eventuell
Freie Universitat
Gramm
gegebenenfalls

geringgradig
Granulozyten-Makrophagen-KoloniestimulierenBaktor
Stunde
Hamatoxylin-Eosin
Humane Rhinovirus

Hertz



L.p.cr.
M.n.v.
max.
mg
min.
MIP-2
mi

mm
mM
MRNA
nm
nPCR
0.b.B.
PCR
PIV
RAO
RNA
RNasin
RSV
RT
RT-PCR
S

S
SPAOPD
Tab.
TAE
TBS
Th
TNF-a

u.a.
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inflammatory airway disease
Intercostalraum

Interferon

Interferon gamma

Immunglobulin

Interleukin

Lobi pulmonales caudales

Lobi pulmonales craniales

Meatus nasi ventralis

maximal

Milligramm

Minuten
Makrophagen-inflammatorisches Protein 2
Milliliter

Mikrometer

millimolar

messenger Ribonukleinsaure
Nanometer

nested Polymerase-Kettenreaktion
ohne besonderen Befund
Polymerase-Kettenreaktion
Parainfluenzavirus

recurrent airway obstruction
Ribonukleinséure

Ribonuclease Inhibitor
Respiratorische Synzytialvirus
Reverse Transkriptase
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Ketteriozakt
Sekunde

Strang (sense)

summer pasture associated obstructive palmalisease
Tabelle

Tris, Acetat, EDTA-Puffer
Tracheobronchialsekret
T-Helferzellen

Tumor Nekrosefaktor alpha

unter anderem



U/min.

u/ul
uv

Vergr.

z.B.

B-ME

Hg
pl
pm

uM

Umdrehung pro Minute
Units pro Mikroliter
Ultraviolett
Vergro3erung

zum Beispiel

alpha

beta

14,3 M beta-Mercaptoethanol
mikro

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromolar
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9.2.3 Tab. 14: Ergebnisse aus der DNA-Praparation, pro Ansatz wurden
25 mg Gewebe eingesetzt

Proband- |Lokali- 260/280 Proband- |Lokali- 260/280
Nr. sation Nr. sation

L.p.c. 1,77 22 Trachea 1,63
L.p.c. 1,58 22 L.p.cr. 1,34
L.p.c. 1,47 22 L.p.c. 1,35
L.p.c. 1,53 23 Trachea 1,48
L.p.cr. 1,58 23 L.p.cr. 1,34
L.p.c. 1,52 23 L.p.c. 1,62
L.p.cr. 1,36 24 Trachea 1,49
L.p.c. 1,39 24 L.p.cr. 1,58
L.p.cr. 1,47 24 L.p.c. 1,59
L.p.c. 151 25 M.n.v. 1,46
L.p.cr. 1,69 25 Trachea 1,46
L.p.c. 1,92 25 L.p.cr. 1,57
L.p.cr. 1,40 25 L.p.c. 1,70
L.p.c. 1,55 26 Trachea 1,48
L.p.cr. 1,51 26 L.p.cr. 1,62
L.p.c. 1,46 26 L.p.c. 1,60
L.p.cr. 1,42 27 M.n.v. 1,59
L.p.c. 1,37 27 Trachea 1,41
L.p.cr. 1,67 27 L.p.cr. 1,51
L.p.c. 1,83 27 L.p.c. 1,69
L.p.cr. 1,46 28 Trachea 1,36
L.p.c. 1,42 28 L.p.cr. 1,53
L.p.cr. 1,64 28 L.p.c. 1,44
L.p.c. 1,67 29 Trachea 1,17
L.p.cr. 1,36 29 L.p.cr. 1,45
L.p.c. 1,70 29 L.p.c. 1,73
L.p.cr. 1,28 30 Trachea 1,60
L.p.c. 1,32 30 L.p.cr. 1,64
L.p.cr. 1,47 30 L.p.c. 1,78
L.p.c. 1,52 31 L.p.cr. 1,62
L.p.cr. 1,36 31 L.p.c. 1,38
L.p.c. 1,36 32 Trachea 1,80
M.n.v. 1,76 32 L.p.c. 1,37
Trachea 1,47 33 L.p.cr. 1,40
L.p.cr. 1,41 34 Trachea 1,48
L.p.c. 1,41 34 L.p.cr. 1,61
M.n.v. 1,74 34 L.p.c. 1,29
Trachea 1,59 35 L.p.cr. 1,38
L.p.cr. 1,70 36 Trachea 1,41
L.p.c. 1,52 36 L.p.cr. 1,39
Trachea 1,67 36 L.p.c. 1,39
L.p.cr. 1,44
L.p.c. 1,44
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9.24 Tab. 15: Ergebnisse aus der RNA-Praparation, pro Ansatz wurden
30 mg Gewebe eingesetzt.

Proband- | Lokali- 260/280 Proband- |Lokali- 260/280
Nr. sation Nr. sation

L.p.c. 1,98 22 Trachea 1,75
L.p.c. 2,03 22 L.p.cr. 2,05
L.p.c. 1,96 22 L.p.c. 2,06
L.p.c. 1,97 23 Trachea 1,86
L.p.cr. 2,00 23 L.p.cr. 2,04
L.p.c. 1,90 23 L.p.c. 1,97
L.p.cr. 1,97 24 Trachea 1,88
L.p.c. 1,97 24 L.p.cr. 1,86
L.p.cr. 1,97 24 L.p.c. 1,98
L.p.c. 1,98 25 M.n.v. 1,83
L.p.cr. 1,94 25 Trachea 1,70
L.p.c. 1,95 25 L.p.cr. 1,92
L.p.cr. 1,53 25 L.p.c. 1,96
L.p.c. 1,95 26 Trachea 1,63
L.p.cr. 1,86 26 L.p.cr. 1,59
L.p.c. 1,86 26 L.p.c. 1,60
L.p.cr. 1,79 27 M.n.v. 1,94
L.p.c. 2,04 27 Trachea 1,93
L.p.cr. 2,00 27 L.p.cr. 1,99
L.p.c. 1,98 27 L.p.c. 1,89
L.p.cr. 1,73 28 Trachea 1,71
L.p.c. 1,89 28 L.p.cr. 1,80
L.p.cr. 1,86 28 L.p.c. 1,80
L.p.c. 1,80 29 Trachea 1,25
L.p.cr. 1,80 29 L.p.cr. 1,60
L.p.c. 1,76 29 L.p.c. 1,58
L.p.cr. 1,91 30 Trachea 1,88
L.p.c. 1,73 30 L.p.cr. 1,86
L.p.cr. 1,59 30 L.p.c. 1,90
L.p.c. 1,80 31 L.p.cr. 1,56
L.p.cr. 1,50 31 L.p.c. 1,97
L.p.c. 1,72 32 Trachea 1,56
M.n.v. 1,93 32 L.p.c. 2,01
Trachea 1,87 33 L.p.cr. 2,03
L.p.cr. 2,02 34 Trachea 1,63
L.p.c. 1,96 34 L.p.cr. 1,70
M.n.v. 1,87 34 L.p.c. 1,85
Trachea 1,81 35 L.p.cr. 1,99
L.p.cr. 1,46 36 Trachea 1,97
L.p.c. 1,92 36 L.p.cr. 1,75
Trachea 2,17 36 L.p.c. 1,78
L.p.cr. 2,06
L.p.c. 2,07
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9.25 Tab. 16: PCR-Ergebnisse — ein Uberblick
Pferd | Gesamtdiagnose Proben- EHV-2 |IL-4 IL-10 |IL-=11 |IFN-y
Ifd.-NI. lokalisation
1 CcOB L.p.c. O + + O +
2 gesund L.p.c. O + + O O
3 COB L.p.c. O + + O +
4 gesund L.p.c. O + + O +
5 COB L.p.cr. + O
L.p.c. + 0 +
6 COB L.p.cr. O O +
L.p.c. + 0 +
7 akute L.p.cr. + + O
Peribronchiolitis L.p.c. = 0 0
8 COB L.p.cr. + + + +
L.p.c. + + + +
9 chronische L.p.cr. O O O
Peribronchitis L.p.c. = + + +
10 CcOB L.p.cr. O + + +
L.p.c. O + O +
11 chronische L.p.cr. + O O
Peribronchiolitis L.p.c. + 0 0
12 CcOB L.p.cr. O + +
L.p.c. + + +
13 akute L.p.cr. + O O
Peribronchiolitis L.p.c. + 0 +
14 akute L.p.cr. O +
Bronchopneumonie || pc. 0
u. COB
15 CcOB L.p.cr. O +
L.p.c. O g
16 katarrhalische L.p.cr. + + O +
Bronchitis u. L.p.c. + 0 +
Peribronchitis
17 gesund L.p.cr. O + O
L.p.c. O O
18 gesund L.p.cr. O + + O
L.p.c. O O O g
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Pferd | Gesamtdiagnose Proben- EHV-2 |IL-4 IL-10 IL-11 IFN-y
Ifd-NI. lokalisation

19 chron. purulente M.n.v. + + + O O

RhinotraChEitiS, Trachea 0 + + 0 0

mukopurulente L.p.cr. + + + 0 0
Bronchopneumonie, Loc

COB -p-C. H + + H U

20 gesund M.n.v. + O + + O

Trachea O + + O [

L.p.cr. + + + O O

L.p.c. H + + 0 0

21 gesund Trachea + O + O O

L.p.cr. + + + H

L.p.c. 0 + + O

22 CcOB Trachea + + O [

L.p.cr. 0 + + 0

L.p.c. + + + N

23 CcOB Trachea O + O [

L.p.cr. O + + +

L.p.c. + + 0 +

24 COB Trachea O O + +

L.p.cr. + + + 0

L.p.c. O + + + a

25 interstitielle M.n.v. O + + + O

Pneumonie Trachea 0 + + + O

L.p.cr. 0 + + + O

LpC D + + + D

26 chronische Trachea + + + + O

Peribronchitis L.p.cr. 5 + + 0 0

L.p.c. + + + O O

27 interstitielle M.n.v. + + + + +

Pneumonie Trachea + + + + O

L.p.cr. O + + g +

L.p.c. + + + O +

28 chronische Trachea + + + + +

Peribronchiolitis L.p.cr. 5 0 +

L.p.c. + 0 +

29 gesund Trachea O + O

L.p.cr. 0 + +

L.p.c. 0 + +
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Pferd Gesamtdiagnose  Proben- EHV-2 |IL-4 IL-10 IL-11 IFN-y
Ifd.-NI. lokalisation
30 COB Trachea 0 + 0 O
L.p.cr. + + + +
L.p.c. 0 4 + +
31 COB L.p.cr. O O g g
L.p.c. 0 4 0 +
32 gesund Trachea O O [
L.p.c. N + +
33 gesund L.p.cr. O + O O O
34 subakute Trachea 0 + + +
Bronchiolitis u. L.p.cr. = + + +
Peribronhiolitis
L.p.c. 0 0 0 0
35 gesund L.p.cr. 0 + 0 O O
36 subakute Tracheitis | Trachea 0 + 0 O O
L.p.cr. 0 + + O O
L.p.c. 0 + + O O

M.n.v. = Meatus nasi ventralis; L.p.cr. = Lobi pulmonales craniales;

L.p.c. = Lobi pulmonales caudales;
O = negativ, keine mRNA nachweisbar; + = positiv, mMRNA nachweisbar;
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9.2.6 Tab. 17: Ergebnistabellen — nach histologischen Diagnosen sortiert
15 x COPD
Proband Lokalisation |EHV-2 IL-4 IL-10 IL-11 IFN —vy
Ifd. Nr.
1 LpC O + + O +
3 L.p.c. O + + 0 +
5 L.p.cr. O U
L.p.c. + O
6 L.p.cr. O U
L.p.c. + O
8 L.p.cr. + +
L.p.c. + +
10 L.p.cr. O +
L.p.c. 0 O
12 L.p.cr. O +
LpC + +
14 L.p.cr. + ad +
LpC + O +
15 L.p.cr. + O +
L.p.c. + + + O U
19 M.n.v. + + + O O
Trachea O + + O O
L.p.cr. + + + O O
L.p.c. 0 + + 0 0
22 Trachea + + + O g
L.p.cr. 0 + + 0
L.p.C. + +, + 0
23 Trachea O + O O
L.p.cr. 0 + + +
L.p.C. + + O +
24 Trachea O O + +
L.p.cr. + + + N
L.p.c. O + + O
30 Trachea O + O O
L.p.cr. + + + +
L.p.c. 0 4 + +
31 L.p.cr. O O g g
LpC Il + O +
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8 x Peribronchiolitis / Bronchiolitis / Peribronchitis / Bronchitis

Proband Lokalisation [EHV -2 IL-4 IL - 10 L - 11 IFN —vy
Ifd. Nr.
7, akut L.p.cr. 0 + + O
L.p.c. O + O U
9, chron. L.p.cr. 0 O + O
L.p.c. 0 + + 4
11, chron. |L.p.cr. + + O O
L.p.c. + + O g
13, akut L.p.cr. + O O
L.p.c. + 0 +
16, akut L.p.cr. + O +
L.p.c. 0 + +
26, chron. |Trachea + + + O
L.p.cr. 0 + O U
L.p.c. + + O O
28, chron. |Trachea + + + +
L.p.cr. + g
L.p.c. + O
34, subakut | Trachea O +
L.p.cr. 0 +
L.p.c. 0 0 O O
3 x sonstiges ; Pneumonie, subakute Tracheitis
Proband Lokalisation |EHV —2 IL-4 IL-10 IL-11 IFN -y
Ifd. Nr.,
Diagnose
25, interst. | M.n.v. 0 + + + O
Pneu- Trachea 0 + + + O
monie
L.p.cr. 0 + + + O
L.p.c. 0 + + + U
27, interst. | M.n.v. + + + + +
Pnel:I— Trachea + + + + O
monie
L.p.CI’. 0 + + 0 +
L.p.c. + + + 0 +
36, sub- Trachea O + g ad O
akute L.p.cr. O + O O
Tracheitis |L.p.c. H + H H
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10 x ohne besonderen Befund bzw. gesund

Proband Lokalisation EHV —2 IL-4 IL — 10 L —11 IFN —y
Ifd. Nr.

2 L.p.c. a + + a U
4 L.p.c. 0 + + 0 +
17 L.p.cr. 0 + + 0
L.p.c. 0 + + 0

18 L.p.cr. O + + O
L.p.c. 0 0 + 0 0

20 M.n.v. + 0 + + 0
Trachea O + + O 0

L.p.cr. + + + O O

L.p.c. 0 + + 0 0

21 Trachea + O + O O
L.p.cr. + + + 0

L.p.c. 0 + + O

29 Trachea O + + O
L.p.cr. 0 + +

L.p.c. O + + +

32 Trachea O + O O
L.p.c. 0 + + +

33 L.p.cr. O + O O g
35 L.p.cr. O + O O g
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