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Einleitung

1 Einleitung

Der Symptomkomplex der "Kolik" umfasst eine Reihe von Organerkrankungen, die sowohl
eine intra- als auch extraintestinale Atiologie aufweisen kénnen (Abutarbush et al. 2005; Steel
und Gibson 2002; Schramme 1995). Sie ist der haufigste Notfall in der Pferdemedizin und eine
Hauptursache fir Morbiditat und Mortalitat beim Pferd (Ireland et al. 2011; Tinker et al. 1997a;
Tinker et al. 1997b).

Lassen sich Kolik-Symptome auf eine Erkrankung des Gastrointestinaltraktes zurtickfihren,
sind sie im Falle eines lleus in der Regel mit Hypoperfusion, Ischamie sowie erhéhter
Permeabilitat der Darmwande assoziiert und resultieren haufig in Endotoxamie und Sepsis
(Barton und Collatos 1999; King und Gerring 1988; Meyers et al. 1982). Gelangen dabei
Endotoxine in die Bauchhdhle, reagieren die residenten, peritonealen Makrophagen und
Mesothelzellen mit der Ausschittung von proinflammatorischen Mediatoren (Zytokinen)
(Tadros und Frank 2012; Davidson et al. 2002; Barton und Collatos 1999). Im Zuge der
Entziindungskaskade und Schadigung der Gewebe des Verdauungstraktes kommt es zudem
zur Aktivierung sowie Sezernierung proteolytischer Enzyme, den sogenannten Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs), durch Entziindungs- und Strukturzellen (Barton et al. 2021;
Barton et al. 2019b; Fugler et al. 2013; Arosalo et al. 2007). Diese MMPs vermdgen unter
anderem die Komponenten der extrazellularen Matrix (Kollagen, Gelatin, Elastin, Laminin,
Fibronektin, Vitronektin, Proteoglykane etc.) abzubauen (Tayebjee und Lip 2007; Pugin et al.
1999). Bei endotoxamischen Pferden (z.B. aufgrund eines Strangulationsileus) ist
anzunehmen, dass es zu einem Ungleichgewicht zwischen den aktiven Matrix-
Metalloproteinasen und ihren Inhibitoren, den ,tissue inhibitors of metalloproteinases® (TIMPs),
kommt (Barton et al. 2021; Barton et al. 2019b; Fugler et al. 2013; Arosalo et al. 2007). Durch
die Freisetzung von Entzindungsmediatoren versucht das Immunsystem diese
pathologischen Vorgénge zu regulieren. Die Quantifizierung solcher Mediatoren und Enzyme
birgt somit das Potenzial, einen bedeutenden Beitrag zur diagnostischen und prognostischen
Genauigkeit bei der Einschatzung des Schweregrades von Koliken zu leisten (Barton et al.
2021; Barton et al. 2019b; Fugler et al. 2013; Arosalo et al. 2007).

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit soll daher bei Pferden mit Kolik-Symptomen
unterschiedlichen Schweregrades das Vorkommen verschiedener Entziindungsmediatoren
und Enzyme (Zytokine, MMPs, TIMPs) sowohl im Plasma als auch Bauchhéhlenpunktat mit
einem Kklinischen Scoring-System flir Sepsis abgeglichen werden. Ziel ist es, den

diagnostischen und prognostischen Wert der Zytokine IL-1B und TNFa, der Matrix-
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Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-8 sowie deren Proteinaseinhibitoren TIMP-1 und TIMP-

2 bei Pferden mit akuten abdominalen Schmerzen zu ermitteln.

Die erste zu untersuchende Forschungshypothese lautet, dass die erhéhte Permeabilitat der
Darmwande im Zuge eines Kolikgeschehens zu einer durch gramnegative Bakterien aus dem
Gastrointestinaltrakt verursachten Endotoxamie bei Equiden flhrt, welche quantifizierbare
Erh6hungen der Aktivitaten von Zytokinen im Plasma oder Bauchho6hlenpunktat der

betroffenen Pferde bewirkt.

Die zweite Hypothese besteht in der Annahme, dass Strangulationen bzw. Darmverschllsse
bei kolikenden Pferden aufgrund von elastolytischen und kollagenolytischen Dysbalancen
Fibrosierungen des Darms verursachen, die sich in der vermehrten, messbaren Produktion

von Matrix-Metalloproteinasen manifestieren.
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2 Literatur

2.1 Kolik

Der aus dem Griechischen stammende Begriff "kwliko" wurde vermutlich bereits ein Jh. v. Chr.
von Parasmus, einem griechischen Schriftsteller, im Zuge der Unterscheidung verschiedener
Krankheitsformen beim Rindvieh verwendet. Aufgegriffen wurde diese Begrifflichkeit im ersten
Jh. n. Chr. von Lucius Junius Moderatus Columella, einem rémischen Schriftsteller fur
Landwirtschaft, als ,ventris et intestinorum dolor‘ also ,Schmerz der Baucheingeweide*
(Hecker 1829). ,Koliken®, als Symptomkomplex fir starke Abdominalschmerzen, sind die
haufigsten Notfalle in der Pferdemedizin. Durchschnittlich erkranken 4 bis 10% eines
Pferdebestands einmal pro Jahr an einer Kolik. 10 bis 15% der Kolikerkrankungen sind
Rezidive mit zum Teil mehreren Inzidenzen pro Jahr bei einem einzelnen Patienten. Die
Mortalitatsrate von Pferden mit einer Kolik liegt bei 0,7% (Ireland et al. 2011; Traub-Dargatz et
al. 2001; Hillyer et al. 2001; Tinker et al. 1997a; Tinker et al. 1997b; Kaneene et al. 1997).
Nach Einlieferung in eine Klinik liegt die Uberlebensrate der betroffenen Tiere im Durchschnitt
bei knapp 70 % (Christophersen 2014). Die Ursache fiir eine Kolik ist meistens im
Verdauungssystem des Pferdes zu finden. Gastrointestinale Kolikursachen kénnen nach ihrer
anatomischen und funktionellen Atiologie in eine Obstipation, Obturation, Strangulation,
Enteritis, Ulzeration, einen thrombotisch-embolischen Infarkt oder lleus unterteilt werden. In
etwas selteneren Féllen, wie bei Erkrankungen der Niere, Leber, Gebarmutter oder des
Bauchfells, muss auch eine extraintestinale Genese in Betracht gezogen werden (Abutarbush
et al. 2005; Steel und Gibson 2002; Schramme 1995).

Obwohl Ursache, Verlauf und Schweregrad von Koliken stark variieren kénnen, ist der
Erkrankungskomplex der Kolik in seiner Ganze als die hdufigste Todesursache von Equiden,
abgesehen von Altersschwache, zu betrachten. Die Sterblichkeitsrate von an Kolik-
Symptomen leidenden Pferden liegt bei bis zu 6,7 %. Todesursache ist dabei vor allem
entweder eine Magenruptur, Lasionen durch Strangulation oder eine Enteritis (Tinker et al.
1997a; Tinker et al. 1997b; Tinker 1995).

7-10% der Kolikpatienten, die einem Tierarzt vorgestellt werden, benétigen letztendlich eine
chirurgische Versorgung (Proudman 1992). Eine grindliche Evaluierung des Schweregrades
der Kolik des vorgestellten Patienten ermdglicht die frihzeitige Entscheidung zur potenziell
lebensrettenden chirurgischen Intervention (Cook und Hassel 2014).
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Bei etwa 10 bis 30% der Koliker, die in eine Klinik Gberwiesen werden, kommt es im Zuge des
Krankheitsgeschehens zu einem endotoxamischen Zustand (Barton und Collatos 1999; King
und Gerring 1988; Meyers et al. 1982). Pferde sind als ,Symbiontenverdauer auf eine
bakterienreiche Darmflora angewiesen. Wé&hrend im Ddnndarm fir den Aufschluss der
Futtermittel vornehmlich Verdauungsenzyme aus korpereigener Produktion verantwortlich
sind, findet in Kolon und Zakum die mikrobielle Fermentation von Rohfaser statt. Dabei kommt
es zu einem Abbau von Cellulose durch Enzyme, die von Bakterien gebildet werden (Moore
und Dehority 1993; Gibbs et al. 1988). Erkrankt ein Pferd nun an einer gastrointestinalen
Strangulation, beginnt ein fataler Symptomkomplex aus intestinaler Hypoperfusion, Ischamie
und erhdhter Permeabilitdt der Darmwande, welcher in einem Ubertritt von gramnegativen
Bakterien und den mit ihnen assoziierten Endotoxinen aus dem geschadigten Intestinaltrakt in
den Korperkreislauf resultiert (King und Gerring 1988).

2.2 Endotoxine

Die Geschichte der Endotoxine geht zurlick bis in das Jahr 1892. Ein Wissenschaftler des
Robert Koch Institutes in Berlin, namens Richard Pfeiffer, veroffentliche damals eine
Forschungsarbeit tiber seine Untersuchungen des Choleragiftes. Er fand heraus, dass Cholera
Bakterien zwei Arten von Toxinen produzieren: das bereits bekannte, hitzelabile Exotoxin und
ein bis dato unbekanntes ,Gift“, welches sich als Bestandteil der Zellmembran der Bakterien
entpuppte und daher in Abgrenzung ,Endotoxin“ genannt wurde. Mit genauerer Erforschung
der chemischen Struktur des entdeckten Molekils erhielt es wegen seiner Zucker- und
Lipideinheiten den Namen LPS (Lipopolysaccharid) (Pfeiffer 1892).

Endotoxine stellten sich als Zellwandbestandteile der auBeren Membran gramnegativer
Bakterien heraus (Raetz 1990). Als einer von mehreren Schutzmechanismen gegen die
zellulare Immunantwort des befallenen Organismus sind sie eklatanter Bestandteil der
Uberlebensstrategie dieser Bakterien (Rietschel und Brade 1992). Fiir den Wirtsorganismus
spielen sie eine bedeutende Rolle bei der Entstehung von Infektionen, Sepsis und Schock.
Geringe Mengen an Endotoxinen im Kérperkreislauf kbnnen durch ihre immunstimmulierende
Wirkung allerdings auch einen positiven Effekt auf den Gesundheitsstatus ihres Wirtes
auslben (Holst et al. 1996).
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Die genaue biochemische Struktur der LPS flgt sich aus drei miteinander verbundenen
Teilbereichen zusammen: die relativ unspezifische Kernregion mit mindestens einer 2-Keto-3-
desoxy-octonat- Gruppe, das daran gebundene, variable Polysaccharid (O- spezifische Kette),
welches aus bis zu 50 sich wiederholenden Oligosaccharid-Einheiten besteht, sehr
charakteristisch fur sein jeweiliges Bakterium ist und eine hohe antigenische Eigenschaft
besitzt, sowie das innere Lipid A (siehe Abb. 1). Letztgenanntes ist der am wenigsten variable
Anteil des Molekils und verantwortlich flir dessen endotoxische Aktivitat (Helander et al. 1988;
Galanos et al. 1985).

Abb. 1 Schema der Grundstruktur der LPS (modifiziert nach Silverman und Ostro 1999;
Rietschel et al. 1985)
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Der Wirkmechanismus der Endotoxine erfolgt Gber eine Stimulation der Wirtszellen. Deren
Aktivierung wird durch das Binden des LPS an spezifischen Membranproteinen vermittelt.
Durch diese Rezeptor-mediierte Interaktion bringen die Endotoxine vor allem Monozyten und
Makrophagen, aber auch Endothelzellen, neutrophile Granulozyten und Myozyten der glatten
Muskulatur dazu, endogene Mediatoren zu produzieren (Wright 1991; Freudenberg et al.
1986). Die eingeleitete Signalkaskade fiihrt so unter anderem zur Freisetzung von bioaktiven
Lipiden wie Thromboxan A2 sowie Platichen-aktivierendem Faktor (PAF),
Sauerstoffverbindungen wie Stickstoffmonoxid (NO) und vor allem Proteinen wie Interleukin-1
(IL-1), Interleukin- 6 (IL-6) und Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a). GroBe Mengen an
Endotoxinen im Kreislauf tragen so direkt oder indirekt Gber die aktivierten Zielzellen und deren
Synthese von Entziindungsmediatoren zur pathophysiologischen Entstehung von septischen
Krankheitsgeschehen bei (siehe Abb. 2) (Schletter et al. 1995).
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Abb. 2 Schema der Beteiligung der Endotoxine an der Pathogenese des septischen Schocks
(modifiziert nach Schletter et al. 1995)

sl Adhdsionsmolekiile
-_
Vorbereitung zur
Sauerstofffreisetzung

x
e
&= R dMonozyten/Makrophagen|
o
.c
=

e Erhohung AF,
— TNF-q, IL-1, IL-6 Direkter Effekt HF, IKT, BD
1 Neutropenie
e PAF, Sauerstoffradikale

->Stimulation weiterer

Zellen + Mediatoren pbic

-> Multiorganversagen/Tod

e IL-1, II-6
= Endothelzellen —
] Adhasionsmolekiile

2.2.1 Endotoxamie beim Pferd

Die Endotoxamie tritt beim Pferd als Begleiterscheinung schwerer Grunderkrankungen wie
Enteritiden, Metritiden, Nachgeburtsverhalten, gastrointestinale Strangulationen, bakterielle
Pneumonien sowie bei einer Kolitis, Peritonitis, bakteriellen neonatalen Sepsis oder einem
postoperativen lleus auf (Sheats 2019; Roy et al. 2017; Roy 2004; Moore und Morris 1992).

Die Ursache flr das Zirkulieren der LPS im Korperkreislauf kann dabei endogener Natur (in
der Regel durch einen Austritt der Endotoxine aus dem Gastrointestinaltrakt) oder auf eine
exogene Infektion mit gramnegativen Bakterien zurtickzufihren sein (Werners et al. 2005).

Eine Kolik ist der haufigste Ausldser von Endotoxamien beim Pferd (Sykes und Furr 2005; Roy
2004; Morris 1991). Bei verstéarkter Proliferation gramnegativer Bakterien oder Auflésung ihrer
Zellwand werden Endotoxine freigesetzt (Morris 1991). Da Pferde bei ihrer Verdauung auf
bakterielle Symbionten angewiesen sind, ist der Magen-Darm-Trakt von ihnen reich an
entsprechenden Prokaryonten (Garret et al. 2002). Verschiedene Mechanismen, wie
beispielsweise die Barriere aus Epithelzellen der Mukosa, verhindern unter physiologischen
Bedingungen deren Verlassen des Gastrointestinaltrakts. Kommt es nun aufgrund von
Strangulationen  oder Verlagerungen zu einer Minderdurchblutung  betroffener
Darmabschnitte, wird deren Permeabilitat erhéht und Endotoxine kénnen in den systemischen
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Kreislauf gelangen (Werners et al. 2005). Ein weiterer Schutzmechanismus gegen die Toxine
der gramnegativen Bakterien sind Antitoxin- Antikbrper und Kupferzellen aus der Leber. Diese
hepatischen Makrophagen gehéren zu den Nicht-Parenchymalzellen und verkérpern ungefahr
80-90% der Gewebsmakrophagen des RES (Reticuloendotheliales System). Zu ihren
wichtigsten Aufgaben zahlen die Phagozytose, Bakterienabtétung und Zytokinproduktion
(Decker 1990). Durch die Aufnahme von aus der Bauchhdhle in den Kérperkreislauf gelangter
Bakterien verhindern Kupffer-Zellen, dass Endotoxine aus abdominellen Infektionen die
systemische Zirkulation erreichen. Diese Arbeit fihren sie nicht nur fir das portalvendse Blut
aus. Kupffer-Zellen kommen ihrer ,Reinigungsfunktion auch im systemischen Kreislauf nach.
Intravends appliziertes Endotoxin  wird nahezu ausschlieBlich von Kupffer-Zellen
aufgenommen (Ebker 2017). Bei entsprechend schweren Koliken werden Kupffer-Zellen in
ihrer Funktion als Makrophagen (berfordert und schaffen es nicht mehr, Sepsis und
Endotoxa@mie zu verhindern (Burrows 1981).

Die Auswirkungen der Endotox@mie sind vielféltig. Am starksten betroffen zeigt sich vor allem
das Herz-Kreislaufsystem, aber auch Symptome wie Fieber, arterielle Hypoxamie und akute
abdominale Schmerzen sind typische Indikatoren (Suffredini et al. 1989; Burrows 1981).
Dementsprechend konzentriert sich die Therapie endotoxamischer Pferde vor allem auf das
kreislaufstabilisierende Intensivmanagement mit intravendsen Infusionen (kristalloid, kolloid,
hyperton) und die Verabreichung von nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAIDs) sowie
gegebenenfalls Antibiotika (Sykes und Furr 2005). Unter den zur Verfliigung stehenden
NSAIDs eignet sich die Gabe von Flunixin-Meglumin besonders gut. Dieser nicht selektiver
COX Inhibitor bewirkt eine signifikante Reduktion von Thromboxan B2, Laktat und den
klinischen Zeichen einer Endotoxamie (Semrad und Moore 1987).

Je nach individuellem Krankheitsverlauf kann au3erdem die Verabreichung von Polymyxin B,
ein kationisches Polypeptid, das in niedriger Dosierung an den Lipid A Part der LPS bindet und
Einfluss auf die klinischen Anzeichen einer Endotoxamie, Leukozytenanzahl, Thromboxan B2,
Prostaglandin F1 sowie verschiedene Zytokine nimmt, therapeutisch indiziert sein (Barton et
al. 2004; Cooperstock 1974). Die subkutane Injektion von niedermolekularem Heparin wird
prophylaktisch zur Verhinderung von Koagulopathien sowie Hufrehen bei (operierten) Kolikern
eingesetzt. Zusatzlich reduziert sie eine exzessive Fibrinablagerung und tragt so zur
Vermeidung von abdominalen Verklebungen bei (de la Rebiere de Pouyade et al. 2009; Feige
et al. 2003). Durch die Gabe von antiendotoxischem Hyperimmunplasma verspricht man sich
eine Neutralisierung freier Endotoxine, Bindung der LPS an der intakten Bakterienoberflache
durch die Antikérper sowie Aktivierung des Komplement-Systems inklusive einer leichteren
Erkennung der Antigen-Antikdrper-Komplexe durch Phagozyten (Lischka 1987). Des Weiteren
kann bei der tierarztlichen Versorgung von endotoxdmischen Kolikern Dimethylsulfoxid
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(DMSO), welches als Radikalfanger fungiert und der Entstehung von Fieber durch die LPS
entgegenwirkt, als Therapiemdglichkeit in Betracht gezogen werden (Kelmer et al. 2008). Die
Anwendung von Pentoxifyllin, einem unspezifischen PDE-Inhibitor, der die Blutviskositat
reduziert und die Sauerstoffversorgung von Gewebe verbessert, empfiehlt sich in Kombination
mit Flunixin-Meglumin, da eine synergistische Gabe der beiden Medikamente durch
Endotoxine ausgeléste hamodynamische Effekte besser reduziert, als wenn die Praparate
einzeln gegeben wirden (Barton et al. 1997; Baskett et al. 1997).

Neuere Forschung beschéftigt sich mit der Verabreichung von Anti-Tumor Nekrose Faktor —
Antikérpern, Insulin, Detergentien sowie aktiviertem Protein- C zur Therapie von Pferden mit
Endotoxamien (Sykes und Furr 2005).

2.2.2 Sepsis (-Score)

Eine Septikdmie ist eine systemische, entzindliche Reaktion des Organismus auf eine
Infektion (Bone et al. 1992). Die Sepsis auslésende Infektion bei Pferden mit beispielsweise
strangulierenden Darmlasionen findet Uber die entziindete, hypoxische, intestinale Mukosa mit
der Folge einer Endotoxamie statt (Morris 1991). Zur Einschatzung des Schweregrads einer
solchen Sepsis bei Equiden entwickelten Breuer und Schusser 2012 einen Septikdmie- Score
bestehend aus 16 Parametern (elf klinischen und flnf labormedizinischen) mit insgesamt 42
zu vergebenen Punkten fir jeden ihrer 1836 untersuchten Kolikpatienten (siehe Tab. 1).
Sowohl die Sensitivitat als auch die Spezifitat des Scores zur Bewertung der systemischen
Entzindung als Reaktion auf die Kolikursache konnten dabei statistisch Uberzeugen (Breuer
und Schusser 2012). Einen Zusammenhang zwischen aufgetretenen Septikdmien mit letalem
Ausgang und der Konzentration verschiedener Interleukine im Plasma (IL-6, IL-8, IL-10)
konnte 2012 in der Humanmedizin von Andaluz-Ojeda nachgewiesen werden (Andaluz-Ojeda
et al. 2012). Matsumoto et al. bestatigten 2018 die Bedeutung der Zytokine IL-6, IL-8, MCP-1
und IL-10 als wichtigen prognostischen Faktor bei der Bewertung des Schweregrades einer
Sepsis in der akuten Phase (Matsumoto et al. 2018).
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Tab. 1 Sepsis Score nach Breuer und Schusser (2012)

Parameter 0 Punkte 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte
Allgemeinverhalten ruhig, gar. mar. hgr. vermindert
aufmerksam | vermindert vermindert
Herzfrequenz/min. 28-40 41-60 61-80 >80
Atmungsfrequenz/min | 10-14 15-25 26-45 >45
Innere 37,5-38,0 37,0-37,4 oder | 36,5-36,9 oder | < 36,5 oder >
Koérpertemperatur (°C) 38,1-38,5 38,6-39,0 39,0
Petechien nicht vorhanden
vorhanden
Diarrhoe nicht vorhanden
vorhanden
Dyspnoe nicht vorhanden
vorhanden
Wunden nicht vorhanden
vorhanden
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Vermehrte Pulsation | nein aor. mgqr. hgr.

der Aa. dig. palm.

med. et lat.

Schleimhaute blassrosa ggr. gerétet mgr. gerotet hgr. gerétet

Infektion nachweisbar | nein ja

WBC (G/l) 4,9-12,6 4,0-4,8 oder | 3,0-3,9 oder|< 3,0 oder >
12,7-15,0 15,1-20,0 20,00

Stabkernige 0-1 2-5 5-10 >10

Neutrophile (%)

Thrombozyten (G/l) 122-315 60-121 30-59 <30

Kalzium (mmol/l) 2,7-3,2 <2,7

Fibrinogen (g/l) 2-4 4,1-6 6,1-8 >8

2.3 Zytokine

Zytokine sind kleine Nichtstrukturproteine (Polypeptide oder Glykoproteine) mit einer geringen

molekularen Masse von weniger als 30kDA und einer kurzen Halbwertszeit im Blut sowie in

der extrazellularen FlUssigkeit (Cavaillon 2015; Dinarello 2007). Sie fungieren als interzellulare

Botenstoffe und mediieren die komplexe Interaktion von hamatopoetischen, lymphatischen,

pro- und antiinflammatorischen Zellen mit dem Ziel der Aufrechterhaltung eines kompetenten

10




Literatur

Immunsystems (Holtmann und Resch 1995). Dabei spielen sie eine entscheidende Rolle unter
anderem bei der Immunzelldifferenzierung, bei Entziindungsgeschehen, der Angiogenese,
Tumorgenese, der Neurobiologie oder viralen Pathogenese, worin sich ihr prognostischer,
diagnostischer oder auch therapeutischer Wert als Biomarker in der klinischen Medizin
begrindet (Gulati et al. 2016).

Die Erforschung der Zytokine geht zuriick auf die Entdeckung des Interferons (IFN) durch
Isaacs und Lindemann in der Mitte des vorherigen Jahrhunderts (Isaacs und Lindemann
1987).

Uber 200 verschiedene Zytokine wurden seitdem identifiziert und entweder nach ihrer
Sekretion oder Produktion durch T-Zellen kategorisiert. Obwohl viele Zellen die Fahigkeit
haben, Zytokine herzustellen, gehen drei Untergruppen zurlick auf die durch ihre Produktion
durch T- Zellen definierte Klassifizierung (siehe Abb. 3). Zytokine der ersten Kategorie, wie
IFN-y, IL-2, IL-15 oder Lymphotoxin (TNF-B), werden von Th1 Zellen produziert. Th2 Zellen
stellen Zytokine der zweiten Kategorie, wie IL-4, IL-5, IL-6, IL- 9 oder IL-13 her (Mosmann und
Coffman 1989; Romagnani et al. 1994). Das IL-10 wird sowohl von Th1 als auch Th2 - Zellen
produziert (0’ Garra und Viera 2007) und das dritte Zytokin- Profil geht zurlick auf die
Produktion durch Th17- Zellen, welche IL-17, IL-17F, IL- 22, IL-25, IL- 6, TNF-a und einige
IFN-y herstellen, oder regulatorische T-Zellen (Treg), welche IL-10, IL-5, IL- 2, IFN-y und TGF-
B produzieren (Zidek et al. 2009).
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Abb. 3 Differenzierung naiver T-Zellen (modifiziert nach Gulati et al. 2016)

Antigen

!

Antigenprasentierende Zellen

!

Tho
IL-12, TGF B,
N IL -4, TGF B, IL-12
IL-2 IL-6
T, 1 Zellen T2 Zellen Ty17 Zellen Teec Zellen
lIL-2 -4 IL-17 . TGF B
« IFNvy «-IL-5 - IL-21 «IL-10
« TNF a . IL-6 «IL-22 «IL-35
+IL-9
«IL-13

Die durch ihre Sekretion definierte Nomenklatur unterteilt Zytokine in Lymphokine, welche die
Immunantwort regulieren, proinflammatorische Zytokine, welche Entzindungsprozesse
verstarken und aufrechterhalten, Chemokine, welche chemotaktisch auf Entzindungszellen
wirken, antiinflammatorische Zytokine, welche die Immunantwort negativ modulieren, und
Wachstumsfaktoren (growth factors), welche das Zelllberleben férdern und zu strukturellen
Veranderungen beispielsweise in den Atemwegen fiihren (Gulati et al. 2016; Barnes 2008).

Mit der Ausnahme von roten Blutzellen haben praktisch alle Zellen die Eignung, Zytokine zu
produzieren oder Informationen durch sie zu erhalten. |hre Fahigkeiten zur Redundanz
(mehrere Zytokine vermdgen den gleichen Effekt auszulésen) und zum Pleiotropismus (ein
Zytokin kann an verschiedenen Zielzellen binden) geben dem Immunsystem dabei eine
gewisse funktionelle Sicherheit (Ozaki und Leonard 2002). Durch die Koordinierung von T-
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Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen haben Zytokine einen groBen Einfluss auf die
Immunfunktion und regulieren direkt oder indirekt die Genexpression verschiedener Zellen
indem sie entsprechende Signalkaskaden initiieren. Da die spezifischen Rezeptoren an den
Membranen der Zielzellen eine hohe Affinitdt zu ,ihren® Zytokinen aufweisen, genigen
picomolare Konzentrationen, um entsprechende biologische Effekte zu bewirken (Miyazawa
et al. 2002).

Besonders bei der Entstehung von Entziindungen prasentieren sich die Zytokine dabei
durchaus als zweischneidiges Schwert fir den Betroffenen, da proinflammatorische Zytokine
eine groBBe Rolle bei der Entwicklung von Gewebezerstérung spielen (La Cava und Sarvetnick
1999). Ist die Entziindungskaskade erstmal eingeleitet, verstédrken Zytokine ihre eigene
Produktion mittels autokriner Induktion oder interagieren mit anderen Entziindungsmediatoren
wie den Komplementfaktoren C1s und C1r, wodurch sie zu einer Ausweitung des
Entzindungsprozesses beitragen (Wilson et al. 2002). Die Gewebezerstérung und
Entzindungsreaktion fihrt zu einer Aktivierung von Nozizeptoren (Schmerzrezeptoren),
welche ihrerseits mit dem Entziindungsinfiltrat interagieren (Julius und Basbaum 2001). Zu
Beginn eines entzindlichen Prozesses werden endogene hyperalgetische Mediatoren
(inklusive der proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-1 und TNF-a),
Nervenwachstumsfaktoren und Prostaglandine sowie Bradykinin produziert (Cunha und
Ferreira 2003). Im Gegenzug kommt es zur Aktivierung analgetischer Mechanismen.
Immunzellen produzieren Opioidpeptide wie Endorphine, Enkephaline und Dynophine. Diese
werden nun bei Stimulation durch das IL-1 oder den Corticotropin-Releasing-Faktor lokal im
entziindeten Gewebe freigesetzt. Die Opioid-vermittelte Analgesie, ausgeldst durch Bindung
an Rezeptoren der peripheren sensorischen Neuronen, nimmt wahrend des
Entziindungsgeschehens stetig zu (Stein 2003; Stein et al. 1990). Unterstltzt wird dieser
Prozess durch die Bildung von antiinflammatorischen Zytokinen wie I1L-4, IL-10, IL- 13 oder IL-
1ra, welche die Wirkung der anfénglich produzierten Entziindungsmediatoren mindern.
(Entziindungs-)Schmerz ist demnach ein Produkt aus dem Zusammenspiel des
Nervensystems mit seinen chemisch beziehungsweise mechanisch aktivierten Nozizeptoren
und des Immunsystems mit seinen entziindungsrelevanten Mediatoren (Rittner und Stein
2005).

2.3.1 Zytokine im Kontext einer Endotoxamie

Die mit der Kolik assoziierte Endotoxamie induziert die Freisetzung von Zytokinen aus

Makrophagen und Monozyten (Barton und Collatos 1999). Werden Endotoxine in vitro in
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Kontakt mit peritonealen Makrophagen und Blutleukozyten von Pferden gebracht, reagieren
diese mit der Ausschittung von beispielsweise TNF-a und IL-6 (MacKay et al. 1992; Morris et
al. 1990a). Auch nach intravendser Verabreichung von Endotoxin-Infusionen bei Pferden
konnten ein bis vier Stunden spater vermehrte Aktivitdten von TNF-a und eineinhalb bis flnf
Stunden spéater von IL-6 im Serum gemessen werden (Morris et al. 1992; MacKay et al. 1991;
Morris et al. 1990a; Morris et al. 1990b). Diese proinflammatorischen Mediatoren (vor allem
Interleukin-6 und die im Rahmen dieser Promotionsarbeit quantifizierten Zytokine Interleukin-
1B und Tumor-Nekrose-Faktor-alpha) stimulieren nun ihrerseits die Synthese von Akute-
Phase-Proteinen, welche das Entzindungsgeschehen mitbestimmen und so - im
Zusammenwirken mit den Zytokinen - mittelfristig zu kardiovaskularen sowie gastrointestinalen
Dysfunktionen, der Aktivierung des Komplementsystems, Organversagen sowie zum Tod
flhren kbnnen (Epstein et al. 2016; Pugin et al. 1999).

Auf der anderen Seite bewirkt dieser kausale Mechanismus zwischen Endotoxamie und
Zytokinexpression aber auch, dass mittels quantitativer Bestimmung entsprechender Zytokine
die Genauigkeit von Diagnose, Behandlung und Prognose bei Patienten mit
Sepsis/Endotoxamie verbessert werden kann. Ein derartiges Vorgehen ist sowohl fir
septische Fohlen als auch fir adulte Pferde mit neurologischen Erkrankungen wie Herpes
sowie gastrointestinal-entziindlichen Krankheitsbildern wie der Inflammatory Bowel Disease
(IBD) beschrieben (Tadros und Frank 2012; Pusterla et al. 2006a; Pusterla et al. 2006b;
Davidson et al. 2002). Einen Zusammenhang zwischen Endotoxinen, Zytokinen und akuten
abdominalen Erkrankungen bei Pferden stellten Barton und Collatos 1999 her als sie die
Konzentration von Endotoxinen sowie Tumor-Nekrose-Faktor-a- und Interleukin-6- Aktivitat im
Blut und in der Bauchhdhlenflissigkeit von Pferden mit Koliken ermittelten. Sie fanden heraus,
dass Entziindungsmediatoren und Endotoxine eine Korrelation aufweisen, sich vor allem das
Interleukin-6 als prognostischer Marker fir den Schweregrad und z.T. sogar zur
Differenzierung verschiedener Kolikursachen eignet, alle drei Faktoren die Diagnose und
Prognose von ,non survivors® verbessern und vor allem, dass die Abwesenheit aller drei
Parameter ein Uberleben des Patienten sicher prognostizieren kann (Barton und Collatos
1999).

2.4 Matrix-Metalloproteinasen

Gross und Lapiere identifizierten 1962 bei ihrer Forschung an der Metamorphose von
Amphibien ein Enzym (Kollagenase), dessen proteolytische Funktion die fibrillaren Strukturen
von Kollagen zerstérte. Das entdeckte Protein legte den Grundstein einer ganzen Familie von
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Zink-abhéangigen Endopetidasen (Matrix-Metalloproteinasen), deren Rolle bei der Adaption
von Geweben an physiologische und pathologische Vorgange durch Ab- und Umbauvorgénge
der Extrazellularmatrix seitdem zum Gegenstand zahlreicher Forschungsarbeiten wurde
(Brinckerhoff und Matrisian 2002; Gross und Lapiere 1962).

Bei den MMPs handelt es sich um Zink-Metalloenzyme, die ein hoch konserviertes, fir die
Enzymaktivitat entscheidendes Zinkbindungsmotiv im Zentrum aufweisen. lhre Grundstruktur
besteht aus einem autoinhibitorischen Pro-Peptid, einer katalytischen sowie einer Himopexin
ahnlichen C-terminalen Doméne. Das Pro-Peptid wird zur Aktivierung des Enzyms am Zielort
bzw. bei entsprechenden Umstanden durch andere Proteasen, wie beispielsweise Plasmin
oder andere MMPs, abgespalten und gibt so das katalytische Zentrum frei (Page-McCaw et
al. 2007; Lijnen 2001). An dieser Stelle befindet sich eine hoch konservierte Region mit einem
Cystein- und einem Zink-Atom, welches tber Histidin Molekule in das Protein eingebunden ist.
Zudem ist dies der Ort, an dem die Widersacher der MMPs, die TIMPs (tissue inhibitor of
metalloproteinase), inre Wirkung entfalten (Nagase et al. 2006; Butler et al. 2004).

Jedes der Matrix-Metalloproteinasen-Familie zugehdrigen Enzyme zeigt eine Affinitat zu
bestimmten Proteinen der extrazelluldren Matrix, wie zum Beispiel zu Kollagen,
Glukosaminen, Proteoglykanen oder Glykoproteinen. Entsprechend ihrer Struktur-, bzw.
Sequenzhomologie, sowie ihrer Substratspezifitat sind die MMPs in Subklassen eingeteilt. Drei
von ihnen bilden die Kollagenasen (MMP-1, MMP-8 und MMP-13), zwei die Gelatinasen
(MMP-2 und MMP-9), finf die Stromelysine (MMP-3, MMP-10, MMP-11, MMP-7 sowie MMP-
26) und sechs die membrangebundenen MMPs (MT1-MMP bis MT6-MMP). Die Restlichen
bilden aufgrund struktureller Unterschiede eigene Subklassen (Schuhmacher 2011; Nagase
et al. 2006).

Wahrend urspringlich davon ausgegangen wurde, dass die Funktion der MMPs vornehmlich
in der strukturellen Degradierung der Extrazellularmatrix besteht, weil3 man heutzutage um die
vielfaltigen Auswirkungen ihrer enzymatischen Aktivitat auf zelluldres Verhalten. Zum einen
vermag die Proteolyse von Komponenten der extrazellularen Matrix Raumlichkeiten fir
Zellmigrationen zu schaffen, zum anderen entstehen durch sie spezifische Spaltprodukte, die
autokrine oder parakrine Signalkaskaden einleiten kébnnen. AuBerdem besitzen MMPs die
Fahigkeit, Einfluss auf epitheliale Strukturen zu nehmen, indem sie interzellulare
Verbindungen oder Basalmembranen spalten. Des Weiteren kénnen MMPs aktive
Signalmolekile modifizieren oder latente aktivieren beziehungsweise deaktivieren und so
Veranderungen in der Zellproliferation, -differenzierung sowie im -tod bewirken (Lee et al.
2005; Hamano et al. 2003; McQuibban, et al. 2001).
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2.4.1 Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) im Kontext der Entziindung

MMPs kdnnen bei der Pathogenese von Entziindungen beispielsweise durch das Spalten von
Entzindungsmediatoren anti-inflammatorische, aber auch pro-inflammatorische Effekte durch
ihr Mitwirken beim Anlocken von Entziindungszellen auslésen (Haro et al. 2000). Es ist sogar
mdglich, dass die gleiche Protease abhangig vom jeweiligen Krankheitsbild unterschiedliche
Ziele unterstitzt. MMP-9 zum Beispiel férdert in Modellversuchen an Mausen bei
Schlaganfallen, Herzinfarkten, Asthma, Aorten-Aneurysmen, autoimmunen
Encephalomyelitiden und Alzheimer die Entstehung von Entzindungen, wahrend sie bei
Modellen von Nierenerkrankungen und Dermatitiden antientziindliche Wirkung hat (Lee et al.
2005; Lanone et al. 2002; Lelongt et al. 2001; Asahi et al 2001; Pyo et al. 2000). Auch bei
nahezu jeder Art von Tumorwachstum, -invasion sowie -metastasierung, oftmals von
entzindlichen Geschehen begleitet, konnte eine vermehrte Expression von MMPs beobachtet
werden, die zusatzlich in direkter Assoziation mit einer kiirzeren Uberlebensrate steht. Das
Uberleben und die Vermehrung der Tumorzellen scheinen dabei direkt abhangig von der
Aktivitat verschiedener Matrix-Metalloproteinasen zu sein (Piperigkou et al. 2021; Conlon und
Murray 2019; Brown und Murray 2015; Halbersztadt et al. 2006; Egeblad und Werb 2002; Itoh
und Nagase 2002). Vor allem MMP-14 (eine Transmembran-MMP) wird in Tumorzellen und
Tumor-assoziierten Stromazellen haufig exprimiert und ist fir Metastasierung und Invasion der
entarteten Zellen (mit)verantwortlich (Conlon und Murray 2019; Okada et al. 1995; Sato et al.
1994).

In der Pferdemedizin weisen aktuelle Forschungsanséatze auf die bedeutende Rolle der Matrix-
Metalloproteinasen bei der Regulation von Entziindungskaskaden im Zusammenhang mit
verschiedenen Pathologien hin. Fir orthopédische Erkrankungen beim Pferd, die mit
Entzindungen einhergehen, wie eine Laminitis, Synovitis oder Arthritis, erfolgten bereits
Nachweise, dass diese von einer vermehrten Aktivitdt beziehungsweise Produktion vor allem
von MMP-2, -9 und -8 begleitet werden (Loftus et al. 2009; Fietz et al. 2008; Marttinen et al.
2006).

Auch der fiir dieses Promotionsvorhaben interessante Zusammenhang zwischen erhéhter
Aktivitat von Matrix-Metalloproteinasen und den Entziindungskaskaden im Zuge einer Sepsis
wurde sowohl im Allgemeinen als auch spezifisch bei Pferden mit akutem Abdomen bereits
verifiziert. Barton et al. stellten fest, dass die durch gramnegative Bakterien verursachte
Endotoxdmie bei Pferden mit akutem Abdomen zur Aktivierung und Produktion von

verschiedenen Matrixmetalloproteinasen fihren kann. Vor allem MMP-9 konnte auf Grundlage
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dessen als wertvoller diagnostische Marker fir endotoxamische Kolik-Patienten eingefthrt
werden (Barton et al. 2021; Barton et al. 2019b). Pferden, denen LPS zugeflihrt wurde,
verfigen auBerdem Uber eine erhdhte Konzentration von MMP-2 und -9 im Plasma, die sich
durch die Gabe von nichtsteroidalen Entziindungshemmern und Antibiotika (Doxyzyklin,
Oxytetrazyklin, Flunixin-Meglumin und Pentoxifyllin) wieder senken lasst (Fugler et al. 2013).
Des Weiteren konnte eine vermehrte gelatinolytische Aktivitdt von MMP-2 im Serum von
Pferden mit einer akuten Kolik zur Abschatzung eines Nierenversagens nachgewiesen werden
(Arosalo et al. 2007). Diese Zusammenhéange gelten nicht nur fir die Spezies Pferd. Bei
Menschen, die an einer Sepsis litten, konnte ebenfalls festgestellt werden, dass MMP-2 und -
9 eine verstarkte gelatinolytische Aktivitdt aufweisen (Tayebjee und Lip 2007).
Entziindungsmediatoren, freigesetzt durch Strangulationen des Gastrointestinaltraktes von
Ratten, fihren auBBerdem zu einer Liberation von MMPs aus peritonealen Makrophagen (Xie
et al. 1994).

2.5 Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMPs)

TIMPs sind eine Familie von Glykoproteinen, die durch selektive Inhibierung die Aktivitat von
Matrix-Metalloproteinasen regulieren, indem sie nichtkovalent an deren aktive Form binden.
Im Durchschnitt weisen sie eine molekulare GréBe von 28,5 kDa auf, mit geringen Variationen
zwischen verschiedenen Spezies (Stetler-Stevenson et al. 1989). Die ersten TIMPs wurde
1975 aus kultivierten menschlichen Fibroblasten sowie Serum isoliert und als Proteine mit der
Fahigkeit, Kollagenase-Aktivitaten zu unterbinden, beschrieben (Bauer et al. 1975; Woolley et
al. 1975).

Die Familie der ,tissue inhibitors of metalloproteinases” besteht derzeit aus vier Mitgliedern
(TIMP 1-4) (Gomez et al. 1997). Diese weisen zwar teilweise strukturelle und funktionelle
Ubereinstimmungen auf, unterscheiden sich aber im Muster ihrer Expression und in ihren
Verhaltensweisen in Zellen, Geweben und FlUssigkeiten. TIMP-1 und TIMP-2 liegen in
flissiger Form vor, wobei TIMP-1 auf eine Vielzahl externer Stimuli reagiert, wahrend die
Expression von TIMP-2 konstitutiv zu sein scheint (Holdenrieder und Stieber 2019). Mit ihrer
elastolytischen und kollagenolytischen Aktivitét spielen TIMP-1 und -2 eine wichtige Rolle in
der Wundheilung, Zellmorphologie, Inhibition von Tumormetastasierung, -wachstum, -
invasion, Angiogenese und im Entzindungsgeschehen (Gardner und Ghorpade 2003;
Mohanam und Rao 1999; Clegg et al. 1998). TIMP-3 ist unléslich und eine Komponente der
extrazellularen Matrix selbst sowie Bestandteil der Supprimierung von Tumorzellwachstum
(Nagase et al. 2006; Mohammed et al. 2004; Mohanam und Rao 1999). TIMP-4 stellt die

17



Literatur

gewebsspezifischste Protease der Familie dar und wird vor allem im Herzen exprimiert (Sun
et al. 2015; Mohanam und Rao 1999).

Die Integritat gesunden Gewebes ist mafBgeblich von der Balance aus Degradierung der
extrazellularen Matrix mittels MMPs sowie deren Inhibition durch TIMPs abhéngig, wobei sich
bei pathologischen Geschehen die Relation zugunsten der MMPs und ihrer elastolytischen
und kollagenolytischen Aktivitat zu verschieben scheint (Verstappen und von den Hoff 2007;
Gardner und Ghorpade 2003; Bode et al. 1999). Dementsprechend stand das Zusammenspiel
von Matrix-Metalloproteinasen und ihren Inhibitoren bei entzindlich/pathologischen
Vorgangen auch in der Pferdemedizin bereits haufiger im Fokus der Forschung. Bei einer
Studie an Pferden mit mildem bis schwerem equinen Asthma konnte eine Erhéhung der
Konzentration an MMP-2, -8 und -9 sowie TIMP-1 und -2 in der bronchoalveolaren Lavage
festgestellt werden, die mit dem Schweregrad der klinischen Symptome korreliert und sich
nach erfolgter Therapie mit immunstimulierenden CpGs nicht mehr nachvollziehen l&asst.
Besonders das Verhaltnis von MMP-8/TIMP erscheint durch das Anzeigen einer
kollagenolytischen Dysbalance von hohem diagnostischem Wert (Barton et al. 2019a; Barton
et al. 2016; Barton et al. 2015). Bei Stuten mit einer akuten Endometriose scheint es zu einer
durch TGF- 8 1 regulierten Expression verschiedener MMPs und TIMPs aus Fibroblasten und
Epithelzellen zu kommen (Szo6stek-Mioduchowska et al. 2020) und auch aus der
orthopadischen Fachrichtung gibt es Veréffentlichungen, die eine veranderte Expression von
TIMPS (und MMPs) aus Synoviozyten und Epithelzellen bei septischen/entziindlich
degenerativen Gelenken beschreiben (Mora et al. 2015; Clegg et al. 1998).

2.6 Zusammenwirken von Zytokinen, MMPs und TIMPs im Kontext der Entziindung

Die Rollen, die Zytokine, Matrix-Metalloproteinasen sowie deren Inhibitoren fir das
Immunsystem spielen, sind vielfaltig miteinander verknlpft. Neben den eigenen Substraten
kénnen Wachstumsfaktoren und Zytokine wie Interleukin, Interferon, TNF-a, TGF- sowie der
MMP- inducer EMMPRIN die Expression von MMPs regulieren (Yan und Boyd 2007; Strazielle
et al. 2003; Sternlicht und Werb 2001). So konnte beispielsweise festgestellt werden, dass
proinflammatorische Zytokine wie IL-1f3 die Freisetzung von MMP-2 aus Gewebezellen der
Rattenaorta zu stimulieren vermégen (Lalu et al. 2006). Demnach ist die Produktion von
Matrix-Metalloproteinasen abh&ngig von der Anzahl an Zytokinen und den zellularen
Verénderungen, welche diese induzieren. Zwischen den Proteasen, Chemokinen und
Zytokinen bestehen diverse Formen der Interaktion, gegenseitigen Kontrolle und Erganzung
(Nagase und Woessner 1999; Opdenakker et al. 1998; Opdenakker und Van Damme 1994).
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MMP-9 zum Beispiel katalysiert die Aktivierung der Zytokine IL-13 und TNF-a sowie die des
Chemokins IL-8. Letztgenanntes stimuliert nun seinerseits die Degranulierung von PMNs
(polymorphkernige Leukozyten) und flhrt so zu einer erneuten MMP-Freisetzung (Opdenakker
et al. 2001). Zwischen den Zytokinen und Matrix-Metalloproteinasen besteht demnach ein
positiver Feedback-Mechanismus.

Bei verschiedenen Zytokinen, MMPs sowie TIMPs wei3 man aus bisherigen
Forschungsarbeiten um zahlreiche konkrete Verknipfungen in den Kaskaden der
Entziindungsmediatoren des Immunsystems (Wang und He 2018; Naruishi und Nagata 2018;
Newby 2016; Osman et al. 2011). MMP-2 (und MMP-9) sowie deren spezifische endogene
Inhibitoren (TIMPs) stellen beispielsweise wichtige Faktoren in der Pathophysiologie von
neuroinflammatorischen  Erkrankungen dar (Pagenstecher et al. 1998). Beide
Matrixmetalloproteinasen sind aufBBerdem an der regulatorischen Kaskade von
Uberempfindlichkeitsreaktionen wie Asthma beteiligt (Greenlee et al. 2006; Corry et al. 2004).
Endotoxamien und die mit ihnen im Zusammenhang stehenden Entziindungsmediatoren sind
Uberdies Bestandteil der regulatorischen Kreislaufe bei (akuten) vaskularen
Entziindungsgeschehen (Chen et al. 2013; Lalu et al. 2004; McQuibban et al. 2000). Sowohl
LPS als auch proinflammatorische Zytokine wie IL-1 B verandern das Gleichgewicht zwischen
MMPs und TIMPs und bewirken so eine vaskulare Dysfunktion, welche sich unter dem Einfluss
von MMP-Inhibitoren zum Teil reversibel zeigt (Lalu et al. 2006). Die im Zuge eines
Kolikgeschehens bei Pferden drohende Entziindungskaskade beginnt mit der durch
gramnegative Bakterien ausgeldsten Sepsis (King und Gerring 1988; Meyers et al. 1982),
welche sowohl zur Aktivierung und Produktion von MMPs als auch zur Freisetzung von
Zytokinen aus Makrophagen, Monozyten und Neutrophilen flhrt (Barton et al. 2019b; Barton
und Collatos 1999). Die anschlieBend im Kreislauf zirkulierenden Entzindungsmediatoren wie
beispielsweise II-1, TNF- a, IL-6 vermdgen die Produktion von akute-Phase-Proteinen in der
Leber zu stimulieren, die nun ihrerseits das Immunsystem bei der Sanierung des

Entziindungsherdes unterstitzen (Pugin et al. 1999).

2.7 Labordiagnostik bei Pferden mit Koliksymptomen

Neben der grindlichen Anamnese, einer klinischen, rektalen und héaufig auch
ultrasonografischen Untersuchung sowie dem Schieben einer Nasenschlundsonde gehéren
labordiagnostische Analysen des Blutes und zum Teil auch der Peritonealflissigkeit zum
medizinischen Standard bei der Diagnostik, Prognose und Therapieentscheidung bezlglich
eines Pferdes mit akuten abdominalen Schmerzen (Burke und Blikslager 2018; Cook und
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Hassel 2014, Cavalleri et al. 2013; Issaoui 2012; Dukti und White 2009; Fischer 1997; Fischer
1989).

2.7.1 Laboranalysen von Blut/Serum/Plasma

Die Viskositat des Blutes ist bei Pferden mit letalem Ausgang eines ,Kolikgeschehens® erhdht
(Andrews et al. 1990). Eine Messung des Hamatokrits (Hkt) und Gesamtproteins (TP) ist daher
empfehlenswert und kann mittels Zuhilfenahme einer Zentrifuge und eines Refraktometers
durchgefiihrt werden (Liappis und Jakel 1978; Norberg und Warvenius 1952). Beide Werte
geben unter anderem Rickschluss auf den Hydratationsstatus eines Patienten und verfiigen
so direkt oder indirekt Uber diagnostischen und prognostischen Wert (Stephens 1985). So geht
zum Beispiel bei Pferden, die einer Dinndarmresektion unterzogen wurden, eine niedrige
GesamteiweiBkonzentration im Plasma mit einer schlechten Uberlebensprognose einher,
wohingegen der praoperative Hamatokrit bei einer Erhdhung zu einer schlechteren
postoperativen Prognose beitragt (Gitari et al. 2016; Miller et al. 2009; Proudman et al. 2005;
Morton und Blikslager 2002).

Veranderungen im weif3en Blutbild eines ,Kolikers* sowohl in Form einer Leukozytose als auch
Leukopenie kénnen die Diagnose von Entziindung, Endotoxamie oder Sepsis stlitzen (Sheats
2019; Salciccia et al. 2013; Krista et al. 2013; Carrick und Begg 2008; Weiss und Evanson
2003; Seahorn et al. 1994; Perry et al. 1983). Die initiale Leukopenie von endotoxamischen
Patienten begrindet sich aus verschiedenen Verhaltensweisen der Leukozyten in der
Gegenwart eines entzindlichen Stimulus. Endotoxine, Entziindungsmediatoren wie Zytokine
und Komplementfaktoren induzieren die Adhasion von Leukozyten an Endothelzellen, das
Aufrollen von Leukozyten entlang innerer GefaBwande (Margination) sowie deren
transzellulare und extravaskulare Migration (Planck et al. 2008; Ley et al. 2007; Herion et al.
1960). Der anfénglichen Leukopenie folgt haufig eine ,Rebound-Leukozytose®, die auf eine
vermehrte Anzahl von neutrophilen Granulozyten im Koérperkreislauf zurtickzufihren ist.
Ursachlich far diese Neutrophilie ist eine durch Zytokine ausgeléste, erhéhte Kortikosteroid-
Produktion, welche eine Demargination der Leukozyten sowie ein verlangertes Leben der
Neutrophilen bewirkt (Penaililloa et al. 2016).

Pferde, die bei Aufnahme in die Klinik aufgrund einer akuten gastrointestinalen Erkrankung

nicht an einer Leukozytose leiden, genesen laut Roy et al. 2017 sehr viel wahrscheinlicher von
ihrer Erkrankung (Roy et al. 2017). Bei drastischen Leukopenien von <1500 Zellen/pL sollte
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die Mdglichkeit einer intestinalen Perforation in Betracht gezogen werden (Southwood und
Walton 2012).

Vor allem bei Patienten, die an Diarrh®, Enteritis oder starkem Reflux leiden, kommt es zu
Anomalien im Saure-Basen- und Elektrolythaushalt, welche mittels einer vendsen
Blutgasanalyse festgestellt und gegebenenfalls per entsprechender Dauertropfinfusion
behandelt werden sollten (Rose 1981). Abweichungen im S&aure- Basen-Haushalt kénnen
entweder direkt durch das Messen von Bikarbonat- Konzentrationen, dem Blut-PH, dem
Baseniberschuss und dem Kohlenstoffdioxidpartialdruck ermittelt werden oder lassen sich
durch das Errechnen der sogenannten “strong ion difference” eruieren (Navarro et al. 2005).
Bei diesem quantitativen Ansatz werden Anionen wie Chloride oder Proteine als Sauren
verstanden, wohingegen Kationen wie Natrium, Magnesium oder ionisiertes Kalzium als
Basen definiert werden. Metabolische Stérungen, die zu Verschiebungen dieser Elektrolyte
aus ihren Normbereichen flihren, beeinflussen demnach direkt den Saure-Basen-Haushalt des
Patienten (Southwood und Walton 2012; Slawuta et al. 2010). Die Blutanalysen von Pferden
mit akuten abdominalen Schmerzen zeigen dabei vor allem verminderte Werte an Bikarbonat
und Basentberschuss bei normalem oder verringertem PH-Wert im Vergleich zu gesunden
Tieren (Van Hoogmoed et al. 1999; Ayaz et al. 1999; Ayaz et al. 1997; Staempfli et al. 1991;
Reeves et al. 1989; Kalsbeek 1975). Sollte die Kolik auf eine ischamische gastrointestinale
Erkrankung zurlckzufihren sein, ist hingegen das Auftreten einer Alkalose wahrscheinlicher
als das einer Azidose. Je nach Kolikursache kommen auBBerdem verringerte Kalzium- Kalium-
, Natrium- und Magnesium- Konzentrationen vor (Navarro et al. 2005; Nappert und Johnson
2001).

Das Laktat als Produkt der anaeroben Glykolyse - meistens in Folge einer Hypoxie aufgrund
einer Hypoperfusion - kann ischdmische Schédigungen von Geweben, beispielsweise der
Darmwande, widerspiegeln und so dem Diagnostiker bei der Einschatzung des
Schweregrades der abdominalen Erkrankung sowie deren Prognose helfen (Tennent-Brown
2011). Weitere Grinde fur einen erhdhten Laktatwert bei Pferden mit akuten
Abdominalschmerzen kénnen Sepsis, Endotoxéamie, Lebererkrankungen oder eine deutliche
Alkalose sein (Tennent-Brown 2012; Genn und Hertsch 1982; Moore et al. 1976; Donawick et
al. 1975). Die physiologische Plasmalaktatkonzentration liegt bei <2mmol/L (die in der
BauchhoéhlenflUssigkeit bei <1mmol/L) mit einer maximalen Relation des Laktats in der
Peritonealflissigkeit im Verhaltnis zur Plasmalaktatkonzentration von <1 (Southwood und
Walton 2012). Sowohl die Laktatkonzentrationen in der Peritonealfllissigkeit als auch im
Plasma sind bei Pferden mit intestinaler Ischamie (in der Regel sekundar zu Strangulationen
von Darmabschnitten) erhéht (Delesalle et al. 2007). Der Laktatwert aus dem
Bauchhdéhlenpunktat entzieht sich dem Einfluss der systemischen Hypoperfusion und steigt in
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der Regel bei Ischamien des Gastrointestinaltrakts deutlich schneller und starker an als der im
Plasma, wodurch ihm eine noch gréBere prognostische Wertigkeit zukommt (Delesalle et al.
2007; Latson et al. 2005). Doch auch aus dem Messen der Laktatkonzentration im Plasma
lassen sich eindeutig Ruckschlisse auf die Prognose des Patienten mit akutem
Abdominalschmerz ziehen (Johnston et al. 2007; Feary und Hassel 2006; Latson et al. 2005).

Selbst organspezifische Enzyme wie die Serum-y-Glutamyltransferase (GGT) kénnen bei der
Erforschung der Atiologie des Abdominalschmerzes von Nutzen sein: In einer Studie von
Gardner et al. aus dem Jahr 2005 wiesen Pferde mit einer Rechtsdorsalverlagerung des
Kolons in knapp 49% der Faélle eine erhdhte Serum-y-Glutamyltransferase (GGT) im Serum
auf, aber nur 2% der Pferde mit linker dorsaler Dislokation. Dieser Anstieg der GGT bei
Pferden mit einer dorsalen Verlagerung nach rechts wird auf eine Obstruktion des Gallengangs
zurtckgefuhrt (Gardner et al. 2005).

Bei den metabolischen Parametern aus der Labordiagnostik ist vor allem der
Blutglukosespiegel fir den Diagnostiker interessant. Pferde mit akuten abdominalen
Schmerzen weisen haufig eine erhéhte Konzentration an Glukose im Blut auf (da Costa et al.
2020; Paim et al. 2019). Eine solche Hyperglykdmie steht zum einen in Relation zur Ursache
des Abdominalschmerzes und ist zum anderen vor allem in den ersten 48 Stunden nach
Klinikeinlieferung negativ mit der Uberlebensprognose assoziiert (Gitari et al 2016; Hassel et
al. 2009; Hollis et al. 2007).

2.7.2 Abdominozentese

Die Peritonealflissigkeit ist ein Ultrafilirat des Blutplasmas. Abgegeben wird sie durch das
Peritoneum, welches als semipermeable Membran den Austausch kleiner MolekUle zwischen
der Bauchhdhle und dem Blutplasma ermdéglicht (Shear et al. 1965). Sie verbindet
antiadhasive Eigenschaften mit antibakteriellen und dient so dem Schutz der intraabdominalen
Organe und serésen Gewebe (Agca et al. 2018; Michel et al. 1980; Richardson und Borchardt
1972). Der Abtransport der Peritonealflissigkeit erfolgt Gber das lymphatische System zurtick
in den Korperkreislauf (Milne 2004). Die Gewinnung eines Bauchhdhlenpunktates zu
diagnostischen sowie prognostischen Zwecken bei Pferden mit entziindlichen Prozessen,
Kolik und Dystokie wurde 1964 von Maksic zum ersten Mal eingefihrt (Swanwick und
Wilkinson 1976). Bei der Abdominozentese wird die Bauchhfhle steril punktiert, um
Peritonealfllssigkeit fir laboranalytische Untersuchungen zu gewinnen. Durchgeflihrt wird die
Bauchhéhlenpunktion vor allem bei Pferden mit akuten abdominalen Schmerzen, Enterokolitis
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sowie dem Verdacht auf eine Peritonitis oder ein tumordéses Geschehen im Abdomen
(Blikslager 2006; Matthews et al. 2002; Fulton et al. 1990; Cowell et al. 1987). Wahrend bei
letzterem die zytologische Interpretation der Probe von Noten ist, sieht der bisherige
medizinische Standard in den Kliniken fir die weiterfliihrende Diagnostik bei Patienten mit
akutem Abdomen in der Regel die biochemischen/hdmatologische Bestimmungen des
Laktates, des Gesamtproteins, der Zellzahl sowie die makroskopische Bewertung der
gewonnenen Flissigkeit auf Menge, Farbe und Klarheit vor (Milne 2004). Auch ein mehrfaches
Durchflihren der Abdominozentese hat keinen negativen Einfluss auf die Auswertbarkeit der

Laborparameter (Duesterdieck-Zellmer et al. 2014; Juzwiak et al. 1991).

2.7.3 Laboranalysen von Peritonealflussigkeit

Die Konzentration an Totalprotein und der Zellgehalt im Bauchhdhlenpunktat sorgen mit
steigendem Wert flr die Unterscheidung in Transsudat, modifiziertes Transsudat und Exsudat.
Sie geben Auskunft Gber den Kreislaufzustand sowie entziindliche und ischdmische Vorgange
im betroffenen Gebiet (Milne 2004). Vor allem ein Anstieg des Totalproteins hat sich -
zusammen mit der Feststellung der (physiologischen) Farbe der Bauchhéhlenflissigkeit - als
prognostischer Hinweis zur Entscheidung fir eine medikamentdse oder chirurgische Therapie
bewahrt (Matthews et al. 2002). Abweichungen in der Farbe des gewonnenen
Bauchhéhlenpunktats gehéren neben dem Volumen und der Klarheit zu den wichtigen
makroskopischen Indikatoren fir eine akute abdominale Pathologie (Matthews et al. 2002;
Nelson 1979). Eine physiologische Bauchhdhlenfllssigkeit stellt sich klar und leicht gelblich
dar. Rétliche Verfarbungen sind — wenn nicht durch versehentliche Punktion peripherer Venen
oder der Milz erfolgt — ein Anzeichen von Hamolyse/Hamorrhagie, dunkelgelbe von
Dehydratation/Hyperbilirubindmie und braunliche flr eine Ruptur des Magen-Darm-Traktes
(Milne 2004; Matthews et al. 2002).

Neben den “Klassikern der Diagnostik”, namlich der Zellzahl und dem Gehalt an Totalprotein,
gibt es zahlreiche weitere Parameter, deren Bestimmung aus der Bauchhdhlenflissigkeit zu
einer genaueren Diagnose und Prognose fir den equinen Kolik- Patienten herangezogen
werden koénnen: Mehrere Enzyme wurden in diesem Kontext bereits Gegenstand
veterinarmedizinischer Forschung (Kilcoyne et al. 2019; Smuts et al. 2016; Saulez et al. 2004).
Saulez et al. veréffentlichten zu diesem Thema eine Studie, mit der sie darstellen konnten,
dass die Aktivitdt der alkalischen Phosphatase - ein Enzym, das unter anderem in der
intestinalen Mukosa vorkommt - in der Peritonealfllissigkeit von Pferden mit einer akuten Kolik

hilfreich bei der Identifizierung von ischdmischen oder entziindlichen Darmlasionen sein kann
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(Saulez et al. 2004). Ein weiterer geeigneter Parameter fir die Diagnostik bei Patienten mit
akuten gastrointestinalen Erkrankungen ist die Kreatinkinase (CK) (Kilcoyne et al. 2019;
Krueger et al. 2014). Dieses Enzym kommt neben seinen typischen Lokalisationen im Gehirn,
dem Myokard oder der Skelettmuskulatur auch in der Submukosa der Darmschleimhaut vor.
Kilcoyne et al. maBen die Plasma- und Peritonealflissigkeitskonzentration von gesunden und
an Abdominalschmerz leidenden Pferden. Auf diese Weise konnten sie 2017 beweisen, dass
die Kreatinkinasenkonzentration in der Peritonelaflissigkeit ein sensitiver Indikator fir die
Diagnose einer Strangulation eines Darmabschnittes darstellen kann (Kilcoyne et al. 2019).
Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein Enzym, das im Zytoplasma von fast allen Zelltypen
vorkommt und dessen Konzentration in der Bauchhohlenflissigkeit von Pferden mit akuten
Abdominalschmerzen ebenfalls zu einer genaueren Prognosestellung herangezogen werden
kann (Rani et al. 2018; Smuts et al. 2016). lhre héhere Aktivitdt im Bauchhdhlenpunktat
korrelierte 2015 in einer Studie von Smuts et al. sowohl mit dem Schweregrad der Kolik als
auch mit der Laktatkonzentration in der Peritonealflissigkeit (Smuts et al. 2016).

Auch bei anorganischem Phosphor, sprich Phosphat, im Bauchhéhlenpunktat wei3 man seit
geraumer Zeit (seit 1988) um seine Sensitivitat und Spezifitdt, wenn es um die Vorhersage
von intestinalen Lasionen bei kolikenden Pferden geht: Die Konzentration an Phosphat sowohl
im Serum als auch in der Peritonealflissigkeit von Pferden mit akuten abdominalen
Schmerzen steigt bei Patienten, die einer chirurgischen Intervention bedlrfen oder deren
Krankheitsverlauf letal ist, deutlich an (Arden und Stick 1988).

Ein weiterer diagnostischer Marker fir den Schweregrad von intestinalen Lasionen ist die
Vorstufe des Hormons Calcitonin: das sogenannte “Procalcitonin” (PCT) (Kilcoyne et al. 2020;
Teschner et al. 2015; Rieger et al. 2014). Rieger et al. stellten 2014 einen neuen Sandwich-
ELISA fir die Bestimmung von equinem Procalcitonin aus dem Plasma von septischen (und
gesunden) Pferden vor. Bereits in ihrer relativ kleinen Probandengruppe von finf
endotoxamischen Kolikern konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Plasma-
Konzentrationen an PCT bei gesunden oder septischen Tieren festgestellt werden (Rieger et
al. 2014). Darauf aufbauend wiesen Teschner et al. 2015 nach, dass endotoxamische Pferde
mit einem Strangulationsileus signifikant héhere Konzentrationen an Procalcitonin und (IL-1 B)
im Plasma haben als gesunde Kontrollpferde. Als prognostischer Marker fir den weiteren
Krankheitsverlauf beziehungsweise die Uberlebensrate der Patienten eignet sich das von
ihnen quantifizierte Polypeptid allerdings nicht (Teschner et al. 2015). Kilcoyne et al.
verdffentlichten 2020 ebenfalls eine Studie, mit derer sie den diagnostischen Wert der
Konzentration an Procalcitonin im Plasma und der Peritonelaflissigkeit von Pferden mit
strangulierenden Darmlasionen verdeutlichten. Sie fanden heraus, dass der durchschnittliche
Gehalt an Procalcitonin sowohl im Plasma als auch in der Bauchhdéhlenflissigkeit bei
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kolikenden Pferden signifikant héher als bei der gesunden Kontrollgruppe ist. Des Weiteren
stellt sich die Konzentration dieses Prohormons in der Peritonealflissigkeit von Tieren mit
einer Strangulation eines Darmabschnittes signifikant gréBer dar als bei Pferden ohne
derartige Komplikationen. Eine Konzentration von = 281.7 pg/mL Procalcitonin im
Bauchhéhlenpunktat weist eine Sensitivitat von 81%, eine Spezifitat von 69%, einen positiven
Vorhersagewert von 56.7% sowie einen negativen Vorhersagewert von 87.9% fiur die korrekte
Diagnose von strangulierenden Darml&sionen auf (Kilcoyne et al. 2020).

Trotz dieser vielen verschiedenen Forschungsansatze ist die Laktatkonzentration in der
Bauchhdhlenflussigkeit bisher derjenige biochemische Marker, auf den in der Diagnostik und
Prognostik des Schweregrads eines ,Kolikers® neben den klinisch-relevanten
kardiovaskuldren Parametern wie beispielsweise Blutdruck, Herzfrequenz oder kapillare
Ruickfillungszeit am meisten Wert gelegt wird (Henderson 2013; Peloso und Cohen 2012;
Parry et al. 1983). Das akute Versagen des systemischen Kreislaufs aufgrund einer
intestinalen Ischamie, hervorgerufen durch die Strangulation eines Darmabschnittes, gilt als
die haufigste Todesursache von Pferden mit abdominalen Schmerzen (Latson et al. 2005;
Tendler 2003; Tinker et al. 1997). Die Laktatkonzentration in der PeritonealflUssigkeit ist laut
zahlreicher Studien ein sehr sensitiver Marker flr eine derartige lokale Hypoperfusion und in
ihrer diagnostischen Aussagekraft der Laktatkonzentration im Blutplasma weit Gberlegen (van
den Boom et al. 2012; Peloso und Cohen 2012; Yamout et al. 2011; Delesalle et al. 2007;
Latson et al. 2005; Parry et al. 1983).

Die diagnostische und prognostische Aussagekraft von Zytokinen (TNF-a, IL-6) sowie
Endotoxinen im Blut und vor allem in der Peritonealflissigkeit bei Pferden mit akutem
Abdominalschmerz wurde bereits 1999 von Barton und Collatos untersucht. Sie kamen zu
dem Schluss, dass die Konzentrationen dieser Entziindungsmediatoren bei kolikenden
Pferden sowohl im Blut, besonders aber in der Bauchhéhlenflissigkeit stark erhéht sind. Als
aussagekraftigster Marker fir entzindliche oder strangulierende Darmlasionen stellte sich
dabei das Interleukin-6 heraus. Generell war die Aktivitat der Zytokine deutlich erhéht, wenn
in derselben Probe auch Endotoxine detektiert werden konnten. Vor allem die Abwesenheit
aller drei Entzindungsparameter prasentierte sich als signifikanter Indikator fir die Vorhersage
eines gunstigen Krankheitsverlaufs (Barton und Collatos 1999).
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3 Material und Methode

3.1 Patientengut

Zwischen Mérz 2017 und Januar 2018 wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit 47 Pferde mit
Koliksymptomen divergierenden Schweregrads und unterschiedlicher Genese, welche in die
Pferdeklinik der Freien Universitat Berlin eingewiesen wurden, untersucht. Grundsatzliche
Daten wie Rasse, Alter, Geschlecht und Gewicht wurden routinemaBig festgehalten (siehe
Tab. 8 im Anhang). Nach Ankunft erfolgte eine grindliche Anamnese bezlglich der
Charakteristik der bisherigen Koliksymptome.

3.2 Allgemeine und spezielle Untersuchungen

AnschlieBend fand eine allgemeine klinische Untersuchung der Patienten, eine Laboranalyse
des Blutes und eine spezifische Untersuchung des Verdauungssystems inklusive rektaler
sowie ultrasonografischer Evaluation des Abdomens, Schieben einer Nasenschlundsonde
(siehe Bild 1) und Abdomintozentese (siehe Bild 2 und 3), welche immer zu Befundzwecken
indiziert war, statt. Aufgrund der Tatsache, dass alle erfolgten Untersuchungen und
Probenahmen Teil der routineméaBigen Behandlung von Kolikern waren, wurde das
Promotionsvorhaben vom Landesamt fur Gesundheit und Soziales nicht als
genehmigungspflichtiger Tierversuch eingestuft und bedurfte lediglich einer entsprechenden
Meldung. Die Patientenbesitzer willigten auBerdem bei Vorstellung ihres Pferdes in der Klinik
schriftlich in die Teilnahme an der Studie ein. Erschien aufgrund des klinischen Bildes und der
spezifischen Untersuchungsergebnisse eine chirurgische Versorgung nétig, erfolgte diese
schnellstméglich. Die Gbrigen Patienten erhielten je Diagnose eine konservative Therapie
bestehend aus einer Variation an Infusionsmanagement, Medikation, Bewegung,
Nahrungskarenz sowie dem Verabreichen von Wasser, Paraffindl oder Glaubersalz per
Nasenschlundsonde (siehe Tab. 8 im Anhang).
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Bild 1 Schieben einer Nasenschlundsonde und Ablassen von Reflux bei einem Koliker
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3.3 Anwendung des Sepsis Score

Zur Einschatzung des Schweregrads der Endotoxamie der Patienten wurden sie mittels eines
modifizierten Sepsis-Scores nach Breuer und Schusser anhand ihres klinischen Bildes und
zweier Laborparameter (Leukozytenzahl in G/l und ionisiertes Kalzium in mmol/l) beurteilt
(Breuer und Schusser 2012). Der urspriingliche Score wurde zum Zweck der besseren
Umsetzbarkeit im Notdienst etwas vereinfacht (siehe Tab. 2). Das Allgemeinbefinden, die
Herzfrequenz, die Atemfrequenz, die innere Korpertemperatur, die Maulschleimhdute sowie
die Anzahl der wei3en Blutkdrperchen pro Liter EDTA-Blut wurden festgehalten und von null
bis maximal drei bewertet. Zusatzlich wurde die per vendser Blutgasanalyse bestimmte
Konzentration an ionisiertem Kalzium mit null oder einem Punkt beziffert (siehe Tab. 9 im
Anhang). Die maximal zu erreichende Punktzahl des Sepsis-Scores lag bei 19 Punkten.
Patienten mit sechs Punkten oder weniger wurden als ,negativ” fir das Vorliegen einer Sepsis
beurteilt (< 6/19), jene mit sieben bis neun Punkten als ,fraglich® (7-9/19) und Pferde mit zehn
oder mehr Punkten als ,positiv* (> 10/19).

Tab. 2 ,Sepsis Score“ modifiziert nach Breuer und Schusser (2012):

Klassifikation in negativ (< 6/19 Punkte), fraglich (7-9/19 Punkte) oder positiv (= 10/19 Punkte)
fir Sepsis

Parameter 0 1 2 3

Allgemeinbefinden | ungestort ggr. reduziert | mgr. reduziert hgr. reduziert

Herzfrequenz 28-40 41-60 61-80 > 80
Atemfrequenz 10-14 15-25 26-45 > 45
37,0-37,4 od. | 36,5-36,9 od. <36,5 od.
Temperatur [°C] 37,5-38,0
38,1-38,5 38,6-39,0 >39,0
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. ) ) hgr. gerotet,
Maulschleimhaut | blassrosa ggr. gerétet mgqr. gerotet o
toxic line
Ca* [mmol/l] 1,5-1,8 <15
4,0-4,8 od.|3,0-3,9 od. <3,0 od.
WBC [G/1] 4,9-12,6
12,7-15,0 15,1-20,0 >20,0

3.4 Gewinnung des Probenmaterials

Die Peritonealflissigkeit wurde am stehenden Pferd, gegebenenfalls unter Sedierung,

Lokalanasthesie oder Zuhilfenahme einer Nasenbremse, gewonnen. Zu diesem Zweck wurde

die tiefste Stelle des Abdomens zwischen dem Processus xiphoideus und dem Bauchnabel,

leicht rechts der Linea Alba zur Vermeidung einer Milzpunktion, geschoren und mit Jodseife

gewaschen sowie Alkohol desinfiziert. Die Punktion erfolgte zum Teil unter Ultraschallkontrolle

und mittels einer Injektionsnadel von 19 Gauge ungeféhr vier bis sechs Zentimeter tief (siehe

Bild 2 und 3). Das gewonnene Bauchhdhlenpunktat wurde makroskopisch analysiert, sein

Gesamtprotein per Refraktometer bestimmt, das Laktat sowie die Gesamtzellzahl maschinell

ermittelt (siehe Tab. 10 im Anhang) und der Rest der Ergussflissigkeit bei 3500 U/min fir 10

Minuten zentrifugiert (Hettich Rotofix 32 Zentrifuge). Die zellfreie Probe wurde anschlieBend

zur Konservierung fur weitere Analysen bei -80 °C eingefroren.
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Bild 2 sterile Punktion der Bauchhdhle eines der beprobten Pferde

Bild 3 Auffangen des Probenmaterials in einem sterilen R6hrchen
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Die Blutproben wurden aus der Jugularvene der Patienten direkt nach Ankunft und vor Beginn
einer Infusionstherapie gewonnen. Ein Teil des Blutes gelangte zur routinemagigen Diagnostik
in ein EDTA-R&hrchen. Das fur unsere Forschungsabsichten analysierte Blut wurde sowohl in
ein Natrium-Zitrat- als auch in ein Heparin- Réhrchen geflllt. Zu diagnostischen Zwecken
erfolgte die Bestimmung von Hamatokrit, Gesamteiweif3, Differentialblutbild und der venésen
Blutgasanalyse (siehe Tab. 11 im Anhang). Zur Gewinnung von Plasma und Serum wurden
die Blutproben bei 3500 U/min 10 Minuten lang zentrifugiert und das erlangte Material bis zur
endgultigen Analyse bei -80°C eingefroren, um Kontamination und die Abnahme von
Bioaktivitdt zu verhindern. Wahrend des Klinikaufenthaltes fanden bei entsprechender
medizinischer Indikation Verlaufsuntersuchungen der Blutparameter statt.

3.5 Labordiagnostik

Der Nachweis der Entziindungsmarker aus dem Blut und der Bauchhdhlenfllissigkeit wurde
im klinischen Forschungslabor der Freien Universitat unter der Supervision von Facharzten
(Dipl. ECEIM) und labortechnischen Assistenten durchgefihrt. Zur Quantifizierung der
Zytokine IL-1B und TNFa, der Matrix-Metalloproteinasen 2 und 8 sowie der TIMP-1 und -2 im
Bauchhéhlenpunktat, Plasma oder ahnlichen Korperflissigkeiten sind spezielle Pferde -
Assays als ELISA Kits erhaltlich: ELISA Kit fur ,Equine Matrix Metalloproteinase 2 (MMP-2)2,
Cloud Clone Corp., USA, ELISA Kit fur ,Equine Matrix Metalloproteinase 8¢ (MMP-8)P,
Genorise Scientific Inc., USA, ELISA Kit fir ,Equine Tissue Inhibitors of Metalloproteinase 1*
(TIMP-1)¢, Cloud Clone Corp., USA, ELISA Kit far ,Equine Tissue Inhibitors of
Metalloproteinase 2 (TIMP-2)9, Cloud Clone Corp., USA, ELISA Kit fir ,Equine Interleukin 1
beta“ (IL-18)¢, Cloud Clone Corp., USA und ELISA Kit fir ,Equine Tumor Necrosis Factor
Alpha“ (TNF-a), Cloud Clone Corp., USA (siehe Anhang: FuBnoten).

3.5.1 Prinzip der ELISA Kits

Die in vitro ,enzyme-linked immunosorbent-Assays“ bestehen aus Mikroplatten, welche mit
spezifischen Biotin-konjugierten Antikérpern flr die Interleukine IL-18 und TNFa, die Matrix-
Metalloproteinasen 2 und 8 sowie die TIMP-1 und -2 vorbeschichtet wurden (siehe Bild 4). Die
Patientenproben werden in die einzelnen Wells der Mikrotiterplatte pipettiert. Nach der
Beiflgung von mit Meerretichperoxidase markiertem Avidin, anschlieBender Inkubation und
Zugabe von Substratlésung mit 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) farben sich nur diejenigen
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Wells ein, die sowohl Biotin-konjugierte Antikérper, Enzym-konjugiertes Avidin als auch die zu
quantifizierenden Zytokine, MMPs oder TIMPs enthalten. Die Farbintensitat wird anschlieBend
spektralphotometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm +/- 10nm gemessen (ELISA
microplate reader, Tecan, Switzerland)? (siehe Anhang: FuBnoten). Durch das Abgleichen der
Ergebnisse mit einer Standardkurve wird die genaue Konzentration der gesuchten
Entzindungsmarker bestimmt (siehe Abb. 4).

Bild 4 ELISA — Mikroplatte fur MMP-8
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3.5.2 Durchfiihrung der Assays

Die aus dem Patientengut gewonnenen Proben und die Bestandteile des Kits wurden auf
Raumtemperatur erwarmt (18-25°C). Aus einer Standardlésung mit einer Konzentration von
1000pg/ml fur IL-1B, 100ng/ml fir die MMPs, 500 pg/ml fir TNFa sowie 40 ng/ml fir die TIMPs
wurde eine Verdinnungsreihe von sieben Lésungen hergestellt. Die Reagenzien A und B
wurden nach Herstellerangaben zentrifugiert und angemischt. Das Konzentrat an 20 ml
Waschlésung wurde mit Hilfe von destilliertem Wasser auf 600ml verdinnt. Zum Abschluss
der Vorbereitung wurde die benétigte Menge an TMB Substratlésung (3,3',5,5'-
Tetramethylbenzidin) mit einer sterilen Pipette aufgezogen.

Zum Durchfihren der Testreihen wurden die Wells fiir den Standard, die Probe und den
Probenleerwert festgelegt, mit je 100 pl der entsprechenden Lésung beflillt und anschlieBend
fir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nun erfolgte nacheinander das Auftragen, Inkubieren und
Waschen mit den Reagenzien A und B sowie der Substratlésung. Durch das Auftragen von 50
ul Stopplésung wurde die Reaktion beendet und das Ergebnis konnte photometrisch
ausgewertet werden. Zu diesem Zweck wurde ein Mikrotiterplatten-Leser mit einer maximalen
Bandbreite von 10 nm und einem optischen Dichtebereich (O.D.) von 0 bis 3 bei 450 nm
verwendet (ELISA microplate reader, Tecan, Switzerland)? (sieche Anhang: FuBnoten). Die
Ermittlung der Konzentrationen der gesuchten Parameter in den Proben erfolgte unter
Verwendung einer umgedrehten Standardkurve (siehe Abb. 4).

Abb. 4 Typische Standardkurve fir IL-1B als Beispiel fir die Equine ELISA-kits:
Der photometrisch gemessenen Dichte (Abszissenachse) der angefertigten Lésung wird eine

entsprechende Konzentration der gesuchten Proteine in pg/mL (Koordinatenachse)

zugeordnet.
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Die optischen Dichten des Standards, des Leerwertes und der Proben wurden mehrfach
abgelesen und ein jeweiliger Mittelwert errechnet. AnschlieBend wurden diese Werte in ein
Koordinatensystem eingetragen, wobei die optische Dichte auf der Abszissenachse gegen die
Konzentration in pg bzw. ng/ml je nach Verdinnungsreihe der Standardlésung auf der
Koordinatenachse dargestellt wurde. Die Konzentrationen der Standardkurve, entsprechend
der Verdinnungsreihen, betrugen demnach beispielsweise fir das IL-13 1000pg/ml, 500
pg/ml, 250pg/ml, 125pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,2 pg/ml und 15,6 pg/ml (siehe Abb. 4). Fir TNFa
waren es 500 pg/ml, 250pg/ml, 125pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,2 pg/ml, 15,6 pg/ml und 7,8 pg/ml.
Die niedrigste nachweisbare Konzentration an IL-1B liegt bei etwas unter 5,7 pg/ml und die
von TNFa bei 2,9 pg/ml. Die Sensitivitdt dieser Assays, beziehungsweise die niedrigste
Nachweisgrenze der Entzindungsmarker, wurde definiert als die geringste Konzentration an
Proteinen, die sich von 0 unterscheiden lie3 (siehe Tab. 3). Festgelegt wurde sie, indem zwei
Standardabweichungen dem durchschnittlichen Wert der optischen Dichte von 20
Wiederholungen des 0-Standards hinzugefligt wurden und die damit korrespondierende

Konzentration ermittelt wurde.
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Tab. 3 Spezies, Nachweisgrenze und Detektionsbereich der ELISA-kits:

Die Sensitivitat der Pferde-spezifischen Assays (niedrigste Nachweisgrenze der Proteine)
wurde definiert als die geringste Konzentration an Proteinen, die sich von 0 unterscheiden lief3.
Details der Hersteller werden in den FuBnoten genannt.

Parameter Spezies Nachweisgrenze Detektionsbereich
MMP-2 2 Pferd 0.56 ng/ml 1.56 — 100 ng/ml
MMP-8 ® Pferd 18 pg/ml 93 - 6000 pg/ml
TIMP-1 © Pferd 0.241 ng/ml 0.625 — 40 ng/ml
TIMP-2 d Pferd 3.1 ng/ml 7.8 =500 ng/ml

IL-1B © Pferd 5.7 pg/ml 15.6 - 1000 pg/ml
TNF-af Pferd 2.9 pg/ml 7.8 =500 pg/ml
3.6 Statistik

Flr die statistische Auswertung im Institut fir Veterinar-Epidemiologie und Biometrie der
Freien Universitat Berlin wurden die Programme Excel und SPSS Statistics® (Version 25) fur
Windows verwendet. Die einzelnen numerischen Parameter wurden als Medianwerte (xM),
arithmetisches Mittel £+ Standardabweichung (£ SD) angegeben. Als statistische numerische
Variable oder in Form von prozentualen Anteilen der jeweils untersuchten Parameter erfolgte
der Vergleich der Textvariablen. Die Uberpriifung auf Normalverteilung fand mit Hilfe visueller
Inspektion und des Shapiro-Wilk-Tests statt. Um eine Normalverteilung der Daten zu
erreichen, wurden die Zytokin-, MMP- und TIMP-Konzentrationen im Plasma und in der
Peritonealflissigkeit auf der Basis von 10 logarithmiert. Ein allgemeines, lineares
Regressionsmodell wurde verwendet, um den Einfluss des Sepsis-Scores, der Rasse, des
Geschlechts, des Alters und des Kérpergewichts auf die Zytokin-, MMP- und TIMP-
Konzentrationen im Plasma bzw. in der Peritonealflissigkeit zu untersuchen. Zur Eliminierung
von Variablen, die nicht wesentlich zum Modell beigetragen haben, kam die schrittweise
Rlckwartsauswahl zum Einsatz. Bezogen auf die TIMPs blieb daher bei der Analyse der
Peritonealfllissigkeit nur das Geschlecht und bei der Untersuchung des Plasmas lediglich das
Alter im finalen Modell. Die Signifikanz wurde mit P < 0.05 definiert. Des Weiteren wurden
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multivariable ANOVA Modelle angepasst, um den Einfluss des Sepsis-Scores, Geschlechts,
Alters, Korpergewichts sowie der MMP-, TIMP- und Zytokin-Konzentration auf das
Totalprotein, den Hamatokrit, Laktatwert oder das Fibrinogen im Blut beziehungsweise den
Totalprotein- und Laktatgehalt im Bauchhdhlenpunktat zu ermitteln. Zur Errechnung der
Grenzwerte fir Zytokin-, MMP- und TIMP-Konzentrationen mit der h6chsten Sensibilitat und
Spezifitdt bezuglich der Detektion eines Sepsis-Scores > 10 wurde eine ROC-Analyse
durchgefihrt (siehe Abb. 5). Ein solcher Grenzwert wird als optimal angesehen, wenn er eine
hohe Sensitivitat und Spezifitédt aufweist. Die Diskriminierungskraft der einzelnen Parameter,
die zur Bewertung der Sepsis beigetragen haben, wurde unter Verwendung der linearen
Diskriminanzanalyse untersucht. Mittels dieser Methode kann bestimmt werden, welche der
Parameter gut geeignet sind, um zwischen den einzelnen Bewertungsgruppen der Sepsis zu
unterscheiden. Zur Identifizierung von Variablen, die zwischen den Gruppen ausreichend
variieren (p-Wert <0,05), wurde der Gleichheitstest der Gruppenmittel verwendet. Die
Bewertung der Funktionen erfolgte mittels ihres prozentualen Varianzanteils, des Eigenwerts,
der auf die Funktion zurtckzufUhren ist, und mit Hilfe des jeweiligen p-Wertes von Wilks
Lambda. Die standardisierten kanonischen Diskriminanzfunktionskoeffizienten wurden
genutzt, um die mittleren Diskriminanzkoeffizienten zu errechnen, die den Einfluss der

Variablen auf die Sepsis-Bewertungsgruppen begriinden.

36



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Sepsis Score

Zwischen Marz 2017 und Januar 2018 erfolgte im Rahmen dieser Dissertation die
Untersuchung und Beprobung von 47 Pferden, welche aufgrund von abdominalen Schmerzen
in der Pferdeklinik der FU Berlin vorgestellt wurden. Unter ihnen befanden sich 26
Warmblutpferde, zehn Ponys, flinf Quarter Horses, zwei Traber sowie vier Vollbliter oder
Vollblut-Rassemixe. Die Geschlechtsverteilung umfasste 26 Stuten, 15 Wallache und sechs
Hengste. Das durchschnittliche Alter lag bei 14,3 + 7,9 Jahren, das durchschnittliche
Koérpergewicht bei 512 + 135 Kg. Von den 47 Pferden mit einer akuten Kolik wurden 27
konservativ therapiert, 16 operiert und vier Tiere euthanasiert.

Bezogen auf den Sepsis Score wurden 32 Pferde als “negativ” klassifiziert (< 6/19 Punkte),
neun als “fraglich” eingestuft (7-9/19 Punkte) und sechs als “positiv” (= 10/19 Punkte). Pferde
mit einer ,negativen® Einstufung hatten einen durchschnittlichen Sepsis Score von 2,8 + 1,8,
diejenigen aus der Gruppe der “fraglichen” 7,6 + 0,7 und die aus der “positiven” Klassifizierung
11,3 + 2,0 Punkte (siehe Tab. 4). Eine Ubersicht der einzelnen Parameter des Sepsis Scores
in der ,positiven, fraglichen” und ,negativen® Sepsis Gruppe gewahrt die Tabelle 2.

Tab. 4 Ergebnisse des Sepsis-Scores in den Gruppen ,negativ’ (n = 32, < 6/15 Punkte),
Jfraglich® (n =9, 7-9/ 15 Punkte) oder ,positiv* (n = 6, = 10/15 Punkte), Median (unteres Quantil
— oberes Quantil), signifikante Unterschiede im Vergleich zur Sepsis negativen Gruppe sind

mit * markiert

Parameter Negativ Fraglich Positiv
Allgemeinzustand 0(0-1) 2(2-3) 3(2-3)*
Herzfrequenz/min 1(0-1) 1(1-2) 2(1-2)
Atemfrequenz/min 1(0-1) 2(1-2) 1(1-2)
Temperatur [°C] 10(0-1) 0(0-1) 2(2-3)
Schleimhaute 0(0-0) 1(1=1) 2(2-3)*
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lonisiertes Calcium 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1)
[mmol/l]

Leukozyten [G/I] 0(0-0) 2(0-3) 0(0-23)
Gesamt-scoring 3(2-4) 8(7-28) 10(10-12) *

Alle sechs Pferde mit einem ,positiven” Sepsis Score bedurften entweder einer chirurgischen
Versorgung (4/6) oder mussten aufgrund des Schweregrades des Krankheitsverlaufs bei nicht
erteilter Operationserlaubnis euthanasiert werden (2/6). Von den operierten Patienten wiesen
alle (4/4) eine ischamische Darmlasion auf. Drei der vier Pferde, die einem chirurgischen
Eingriff unterzogen wurden, konnten bei gutem Allgemeinbefinden entlassen werden. Ein
Pferd (1/4) erlitt einen postoperativen lleus. Da sich dessen Besitzer gegen eine
Relaparotomie entschieden, musste auch dieses Tier euthanasiert werden.

Die Diskriminanzanalyse ergab, dass alle Parameter des Sepsis Scores, auBBer dem
ionisierten Kalzium (P = 0,403), zur Unterscheidung zwischen den drei verschiedenen Sepsis-
Klassifizierungen beitrugen (P = 0,001 oder weniger). Der Wilks Lambda Test empfahl die
Nutzung zweier Diskriminanzfunktionen, obgleich die erste Funktion bereits 90,6% der

Gesamtvarianz erfasste.

Die Verfarbung der Maulschleimhaut stellte sich als der Parameter mit der gréBten
Trennschérfe heraus (mittlere Diskriminanzfunktion 7,55), gefolgt von einer Leukopenie und
dem Allgemeinbefinden (mittlere Diskriminanzfunktion 4,86 und 2,49). Die Farbe der
Maulschleimhaut hatte demnach den gréBten Einfluss auf den Sepsis Score. Die
ausschlieBBliche Analyse dieses Faktors fuhrte zu einer Fehlbewertung von lediglich vier
Pferden. Flgte man der Erhebung dieses Parameters die zwei nachst-Wichtigen hinzu
(Leukopenie und Allgemeinbefinden), so gelang bei allen Patienten bis auf einem die korrekte
Bewertung bezliglich einer etwaigen Sepsis (3,1 % Fehlklassifikation). Alle sechs Sepsis-
,positiven* Pferde wurden korrekt gruppiert. Leider war die Probandenanzahl mit sechs
,positiven” Tieren zu klein, um die Ermittlung verlasslicher Grenzwerte zur Abschatzung der
Notwendigkeit einer chirurgischen Versorgung oder Stellung einer Prognose zum

Krankheitsverlauf zu erméglichen.
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4.2 MMP-2 und MMP-8

In der Sepsis- ,negativen” Gruppe lag die durchschnittliche Konzentration an MMP-2 im
Plasma bei 55,3 (42,3—72,1) ng/ml und im Bauchh&hlenpunktat bei 7,8 (0,0-23,90) ng/ml. In
der .fraglichen“ Gruppierung sank die durchschnittliche Konzentration im Plasma auf 47,0
(31,6-52,1) ng/ml und in der Peritonealfllissigkeit stieg sie auf 11,4 (1,3—24,0) ng/ml. In der
Sepsis- ,positiven* Kohorte wurden mit einer mittleren Konzentration von 69,4 (54,7-84,4)
ng/ml im Plasma und 37,7 (0,0-90,4) ng/ml in der Bauchhdhlenflissigkeit die h6chsten Werte
erzielt (siehe Tab. 5). Insgesamt konnte kein statistisch signifikanter Unterschied bezogen auf
die Konzentrationen aus dem Plasma oder Bauchhéhlenpunktat zwischen den einzelnen

Sepsis-Gruppen festgestellt werden (P > 0,05).

Die Messungen der MMP-8-Konzentrationen im Plasma und in der Peritonealflissigkeit
ergaben ausschlieBlich sehr niedrige Werte. In der Sepsis- ,negativen“ Gruppe waren es 0,80
(0,00-1,99) ng/ml im Plasma und 0,00 (0,00-0,30) ng/ml im Bauchhéhlenpunktat, in der
Jraglichen® Sepsis-Kohorte 1,60 (0,45-2,40) ng/ml im Plasma und 0,29 (0,00-0,75) ng/ml im
Bauchhéhlenpunktat sowie in der ,positiven* Sepsis-Gruppierung immerhin 1,79 (0,00-5,47)
ng/ml im Plasma und 0,05 (0,00-1,85) ng/ml in der Peritonealflissigkeit. Ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Sepsis-Gruppen lief3 sich auch hier nicht feststellen (P
> 0,05). Eine Ubersicht der Werte fiir die Konzentrationen an MMPs im Plasma und in der
Peritonealfliissigkeit ist der Tabelle 5 zu enthehmen.

Tab. 5 Ergebnisse der Konzentrationen von MMP-2 und MMP-8:
Matrixmetalloproteinasen im Plasma und Bauchhdhlenpunktat in der Sepsis “negativen”

(n =32, < 6/19 Punkte), “fraglichen” (n =8, 7-9/19 Punkte) oder “positiven” (n =6, = 10/19
Punkte) Gruppe, Median (Unteres Quantil — Oberes Quantil)

Parameter Negativ Fraglich Positiv

MMP-2 [ng/ml]

55,3 (42,3 -72,1) 47,0 (31,6 —52,1) 69,4 (54,7 — 84,4)
Plasma

MMP-2 [ng/ml]

Peritonealflussigkeit | 8 (-0~ 23.90) 11,4 (1,3 — 24,0) 37,7 (0,0 — 90,4)

MMP-8 [ng/ml]

Plasma 0,80 (0,00-1,99) | 1,60(0,45—-2,40) | 1,79 (0,00 —5,47)

MMP-8 [ng/mI]

Peritonealfliissigkeit 0,00 (0,00 - 0,30) 0,29 (0,00 - 0,75) 0,05 (0,00 - 1,85)
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4.3 TIMP-1 und TIMP-2

Die Konzentrationen von TIMP-1 in der ,negativen” Sepsis-Gruppe lagen bei 472,4 (289,4—
765,1) ng/ml im Plasma und 223,7 (180,4-272,9) ng/ml im Bauchhdhlenpunktat. In der
Jfraglichen® Gruppierung betrugen sie 723,5 (357,7-1295,2) ng/ml im Plasma und 204,7
(188,1-389,2) ng/ml in der Peritonealfllissigkeit. Fur die ,positive* Kohorte konnten mit 907,2
(755,6-1114,3) ng/ml im Plasma und 512,9 (448,2-1024,4) ng/ml in der
Bauchhéhlenflissigkeit die héchsten Werte gemessen werden (siehe Tab. 6).

Far TIMP-2 konnten in der ,negativen” Sepsis-Gruppierung Konzentrationen von 86,5 (63,9—
265,0) ng/ml im Plasma und 0,0 (0,0-30,1) ng/ml in der Peritonealflissigkeit ermittelt werden.
In der fraglichen® Sepsis-Gruppe wurde im Plasma eine Konzentration von 98,3 (0,0-139,2)
ng/ml und im Bauchhéhlenpunktat eine von 0,0 (0,0-0,0) gemessen. Die Konzentration im
Plasma lag in der ,positiven® Sepsis-Kohorte bei 133,7 (61,2-360,2) ng/ml und in der
Peritonealflissigkeit bei deutlich erhéhten 25,2 (0,0-285,3) ng/ml. Fir die TIMP-1 und -2
Konzentrationen im Plasma und Bauchhdhlenpunktat lieB sich ebenfalls kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Sepsis-Gruppen feststellen. Eine
Ubersicht der Werte fir die Konzentrationen an TIMPs im Plasma und in der
Peritonealfllssigkeit ist der Tabelle 6 zu entnehmen.

Tab. 6 Ergebnisse der Konzentrationen von TIMP-1 und TIMP-2:
TIMP-Konzentrationen im Plasma und Bauchhéhlenpunktat in der Sepsis “negativen” (n = 32,

< 6/19 Punkte), “fraglichen” (n = 8, 7-9/19 Punkte) oder “positiven” (n =6, = 10/19 Punkte)
Gruppe, Median (Unteres Quantil — Oberes Quantil), keine signifikanten Unterschiede

Parameter Negativ Fraglich Positiv
TIMP-1 [ng/ml] 472,4 (289,4 — 723,5 (357,7 — 907,2 (755,6 —
Plasma 765,1) 1295,2) 1114,3)
TIMP-1 [ng/ml] 223,7 (180,4 — 204,7 (188,1 — 512,9 (448,2 —
Peritonealflissigkeit | 272,9) 389,2) 1024,4)

TIMP-2 [ng/ml]

86,5 (63,9 — 265,0) 98,3 (0,0 — 139,2) 133,7 (61,2 — 360,2)
Plasma

TIMP-2 [ng/ml]

Peritonealfissigkeit | -0 (00 ~301) 0,0 (0,0 - 0,0) 25,2 (0,0 — 285,3)
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4.4 IL-18 and TNF-a

Far IL-18 und TNF-a wurden ausschlieB3lich sehr niedrige Konzentrationen in den gewonnenen
Proben ermittelt. In der Sepsis- ,negativen Gruppe waren es beim IL-18 2,26 (2,20-2,50)
pg/ml im Plasma und 2,40 (2,23-2,68) pg/ml im Bauchhdhlenpunktat, in der ,fraglichen®
Sepsis-Kohorte 2,20 (1,60-2,20) pg/ml im Plasma und 2,45 (1,68-2,57) pg/ml im
Bauchhdhlenpunktat sowie in der ,positiven” Sepsis-Gruppierung 2,29 (2,20-2,34) pg/ml im
Plasma und 2,59 (2,42—-2,95) pg/ml in der Peritonealflissigkeit (siehe Tab. 7). Ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Sepsis-Gruppen liel3 sich auch hier nicht feststellen.

Die Konzentrationen an TNF-a lagen in der ,negativen® Sepsis-Gruppe bei 7,9 (7,9-13,0)
pg/ml im Plasma und 7,9 (7,9-8,1) pg/ml im Bauchhdhlenpunktat, in der “fraglichen” Sepsis-
Kohorte bei 7,9 (6,7-7,9) pg/ml im Plasma und 7,9 (6,7—10,5) pg/ml in der Peritonealflissigkeit
sowie bei 8,9 (7,9-32,3) pg/ml im Plasma und 22,1 (7,9-34,2) pg/ml in der
Bauchhdhlenflissigkeit in der “positiven” Sepsis-Gruppierung. Auch bei der Quantifizierung
dieser Zytokine konnte kein statistischer Unterschied zwischen den verschiedenen Sepsis-
Gruppen detektiert werden. Eine Ubersicht iiber die IL-18 and TNF-a Konzentrationen der
verschiedenen Sepsis-Kohorten im Plasma und in der Peritonealflissigkeit ist der Tabelle 7

zu entnehmen.
Tab. 7 Ergebnisse der Konzentrationen von TNF-a und IL-13:
Zytokine im Plasma und Bauchhdhlenpunktat in der Sepsis “negativen” (n =32, < 6/19

Punkte), “fraglichen” (n = 8, 7-9/19 Punkte) oder “positiven” (n = 6, = 10/19 Punkte) Gruppe,
Median (Unteres Quantil — Oberes Quantil), keine signifikanten Unterschiede

Parameter Negativ Fraglich Positiv

TNF-a [pg/ml] 7.9 (7,9-13,0) 7.9 (6,7-7,9) 8,9 (7,9 - 32,3)
Plasma

TNF-a [pg/ml] _ _ _
Perifonealfinesigkelt | 72 %9 =81) 7.9 (6,7 - 10,5) 22,1 (7,9 - 34,2)
IL-1B [pg/mi] 2,26 (2,20 — 2,50) 2,20 (1,60 — 2,20) 2,29 (2,20 — 2,34)
Plasma

IL-18 [pg/ml] B _ _
Perifonealfiissigkeit| 240 (2:23~2.68) 2,45 (1,68 — 2,57) 2,59 (2,42 — 2,95)
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4.5 Statistische Resultate

Das Alter der Probanden hatte einen statistisch signifikanten Einfluss auf die zur Basis zehn
logarithmierten Werte der TIMP-Konzentrationen im Blut (p=0,038), die TIMP-2
Konzentration im Bauchhdhlenpunktat (p=0,026), die quantifizierte Menge an TNF-a im
Plasma (p=0,009) sowie einen tendenziell signifikanten Einfluss (p=0,063) auf die
Konzentration von TNF-a in der Peritonealflissigkeit. Die zur Basis zehn logarithmierten Werte
der TIMP-Konzentrationen im Bauchhéhlenpunktat wurden auBBerdem signifikant durch den
Gesamt-Score beeinflusst (p = 0,018). Bezogen auf die Werte aus dem Plasma konnte sowohl
fur TIMP-1 als auch das Alter der Pferde eine signifikante Assoziation zum Hamatokrit
nachgewiesen werden (p = 0,024, p = 0,002). TIMP-1 korrelierte negativ mit dem gemessenen
Hamatokrit (Regressionskoeffizient 9,447), wohingegen ein hdheres Alter einen positiven
Effekt bewirkte (Regressionskoeffizient 0,034). Des Weiteren wurde der Laktatwert im Blut
durch das Korpergewicht beeinflusst (p = 0,010, Regressionskoeffizient 0,002). Fir das
Gesamteiweil3 konnten keine statistisch signifikanten Faktoren identifiziert werden.

Bezlglich der Konzentrationen an MMP-2, MMP-8, TIMP-2, IL-13 und TNF-a im Plasma oder
Bauchhoéhlenpunktat konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
Sepsis-Gruppen ausgemacht werden. Die acht Parameter, welche zur Klassifizierung der
Patienten in septisch (= 10/19 Punkte) oder nicht septisch (< 9/19 Punkte) beziehungsweise
zur Einteilung in die Subgruppen “positiv”, “fraglich” oder “negativ’ dienten, wiesen ebenfalls
keine Korrelationen zu den oben genannten Entzindungsmediatoren auf. Zwischen den
Werten fir MMP-8 und Laktat im Plasma gab es eine positive Assoziation in dem Sinne, dass
bei Anstieg des einen, der andere Wert ebenfalls gréBer wurde. Dieser Zusammenhang war
allerdings nicht signifikant (p = 0,088). Ein derartiger Trend lie3 sich auch fur IL-163 und Laktat
im Bauchhdhlenpunktat beobachten (p = 0,053). Bezlglich der Konzentrationen an IL-16 und
dem Gesamteiweil3 in der Peritonealflissigkeit bestand eine statistisch signifikante positive
Assoziation (p = 0,023). Die ROC Analyse zur Ermittlung des optimalen Grenzwertes fur TIMP-
1 Konzentrationen mit dem Ziel septische Probanden (= 10/19 Punkte) zu identifizieren, ergab
fir TIMP-1 im Bauchhéhlenpunktat eine Sensitivitdt von 83,3 % und einer Spezifitdt von
91,4 % bei 374 ng/ml. Bezlglich TIMP-1 im Plasma befand sich der optimale Grenzwert mit
einer Sensitivitat von 100 % und einer Spezifitat von 57,1 % bei 541ng/ml (siehe Abb. 5).
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Abb. 5 ROC Graph zur Darstellung der Sensitivitat und Spezifitat von TIMP-1

Flr die gemessenen Konzentrationen an TIMP-1 im Bauchhéhlenpunktat und Plasma wurden
die Sensitivitdt und Spezifitdt, mit derer sich septische Probanden identifizieren lieBen,

bestimmt.
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5 Diskussion

Zwischen Marz 2017 und Januar 2018 wurden 47 Pferde mit Koliksymptomen divergierenden
Schweregrads und unterschiedlicher Genese im Rahmen dieser Promotionsarbeit in der
Pferdeklinik der Freien Universitat Berlin untersucht und beprobt. Die Auswahl der Koliker
erfolgte nach dem Zufallsprinzip entsprechend ihrer Vorstellung in der Klinik innerhalb dieses
Zeitraums ohne methodische Systematik. Erwartungsgemafl war die von uns untersuchte
Studienpopulation bezogen auf das Alter, die Rasseverteilungen und das Kérpergewicht als
reprasentativ flr unsere Klinik anzusehen. Lediglich beim Geschlecht gab es mit knapp 15%
Uberdurchschnittlich viele Hengste unter den Probanden. Dieser Umstand durfte allerdings
keinen Einfluss auf die Studienergebnisse genommen haben.

Die zu untersuchenden Hypothesen bestanden in der Annahme, dass die erhdhte
Permeabilitat der Darmwande im Zuge eines Kolikgeschehens zu einer durch gramnegative
Bakterien aus dem Gastrointestinaltrakt verursachten Endotoxamie bei Equiden fihrt, welche
quantifizierbare  Erh6hungen der Aktivitdten von Zytokinen im Plasma oder
Bauchhdhlenpunktat der betroffenen Pferde bewirkt. AuBerdem galt es zu eruieren, ob
Strangulationen bzw. Darmverschlisse bei kolikenden Pferden aufgrund von elastolytischen
und kollagenolytischen Dysbalancen Fibrosierungen des Darms verursachen, die sich in der

vermehrten, messbaren Produktion von Matrix-Metalloproteinasen manifestieren.

Der Sepsis-Score nach Breuer und Schusser zur Detektion endotoxamischer Patienten wurde
zum Zweck der besseren Umsetzbarkeit wahrend des Notdienstes auf die Beurteilung des
klinischen Bildes und die Erhebung zweier Laborparameter (Leukozytenzahl in G/l und
ionisiertes Kalzium in mmol/l) reduziert. Die durchgefiihrte Diskriminanzanalyse zeigt jedoch,
dass nicht nur alle von uns generierten Parameter (auBBer dem ionisierten Kalzium) zur
Unterscheidung in die drei Sepsis-Gruppen beitrugen, sondern, dass vermutlich eine weitere
Reduzierung moglich ware. Bei der alleinigen Bewertung der Maulschleimhaut, des
Allgemeinbefindens und der Leukozytenanzahl wiirde das Risiko fur Fehlklassifikationen in die
Sepsis Gruppen nur sehr gering ansteigen. Ein konkreter Infektions-Nachweis in Form von
Blutkulturen beziehungsweise ein direkter Nachweis von Endotoxinen in der jeweiligen
ProbenflUssigkeit per PCR oder gar deren Quantifizierung durch beispielsweise einen (End-
point chromogenic LAL) Assay als eine Art Goldstandard oder Bezugswert fanden nicht statt.
Der Einsatz entsprechender Verfahren zum direkten Nachweis des Vorliegens einer Sepsis
kébnnte  bei  zuklnftigen  Forschungsprojekten, welche das Verhalten von
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Entzindungsparametern in der Gegenwart einer Endotoxamie beim Pferd thematisieren,

Anwendung finden.

Die Analysen von MMP-2 und MMP-8, deren Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2 sowie der
Entzindungsmediatoren IL-1B und TNF-a ergaben keinen statistisch signifikanten
Unterschied bezogen auf die Quantifizierungen aus dem Plasma oder Bauchhéhlenpunktat
zwischen den einzelnen Sepsis-Gruppen. Ein Zusammenhang zwischen den gemessenen
Konzentrationen der im Rahmen dieser Promotionsarbeit analysierten Biomarker zu dem
Schweregrad der klinischen Anzeichen beziehungsweise den Laborbefunden konnte nicht
festgestellt werden. Weder die Vermutung, dass Koliken bei Equiden zu Endotoxamien flhren,
welche ihrerseits messbare Erhdhungen der Aktivitdten von Zytokinen im Plasma oder
Bauchhéhlenpunktat ~ von Pferden bewirken, noch die  Annahme  einer
elastinolytischen/kollagenolytischen Dysbalance bei kolikenden Pferden, die sich in der
vermehrten Produktion von Matrix-Metalloproteinasen manifestiert, konnte somit bestétigt

werden.

Die einfachste Erkldrung fir dieses Resultat wéare eine mangelnde Sensitivitdt der
ausgewahlten ELISA-kits. Tatsachlich stellte es sich als relativ schwierig heraus, spezifische
Assays mit nativen Pferde- Proteinen fir die Quantifizierung der gesuchten Parameter aus
unseren Proben zu finden. Der ELISA fir MMP-9, welcher Bestandteil der 2021 von Barton et
al. veroéffentlichten Studie beziglich dessen erfolgreichem Einsatz als Biomarker fir
Endotoxamien bei Kolikern war, ist der einzige wirklich ,Pferde-spezifische* Assay fir die
Quantifizierung von MMPs bei Pferden (Barton et al. 2021). Zum einen ist diesem Sandwich-
ELISA ein natives MMP-9 Antigen als Standard immanent; zum anderen wurde seine
Sensitivitat mittels Zymographie als Goldstandard bei Pferden, die an Equinem Asthma litten,
verifiziert (Barton et al. 2015). Die von uns verwendeten Kits beruhen alle auf der Benutzung
von rekombinanten Proteinen als immunisierende Antigene und ELISA -Standards.
Nichtsdestotrotz wurde die effektive Anwendung dieser Assays bei vorherigen Studien bereits
unter Beweis gestellt (Barton et al. 2016; Barton et al. 2015). AuBerdem wurden alle Kits als
Pferde-spezifische Tests von den Herstellern verkauft und auf Nachfrage als diesbezlglich
validiert deklariert. Um die mangelnde speziesspezifische Sensitivitat der ELISA-kits als
Ursache fir die fehlenden statistischen Korrelationen auszuschlieBen, hatte beispielsweise
eine zymographische Bestimmung der Aktivitdt der gesuchten Enzyme stattfinden missen.
Fidr den klinischen Einsatz von ELISA-kits zur Messung von MMPs oder TIMPs bei equinen
Patienten gibt es derzeit keine Lésung, da aktuell keine vollstdndig validierten
speziesspezifischen Assays (auBBer fir MMP-9) erhaltlich sind.
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Eine weitere mdgliche Ursache flr die geringen Konzentrationen und Sepsis-spezifischen
Korrelationen der gemessenen Biomarker kénnte in dem geringen Schweregrad der
Erkrankungen der Probanden begrindet liegen. Die Anzahl von 47 zu untersuchenden
Pferden wurde bei der Versuchsplanung zundchst als ausreichend eingeschatzt, um
aussagekraftige Zusammenhange zwischen einem Kolikgeschehen und der Aktivitat von
Zytokinen sowie Matrix-Metalloproteinasen im Serum und Bauchhdhlenpunktat zu detektieren.
Angesichts der Hypothese, nach derer Endotoxine urséchlich fir die initiierte Signalkaskade
der von uns quantifizierten Entzindungsparameter sind, erscheinen jedoch nach erfolgter
Versuchsdurchfiihrung und -auswertung die sechs ,Sepsis — positiven” Pferde als sehr wenig,
um diesbezlglich statistisch aussagekréaftige Rulckschlisse zu ziehen. Auch die
Uberlebensrate unserer Patienten von knapp 91% ist fir Pferde, die mit akuten
Abdominalschmerzen in eine Klinik Uberwiesen werden, deutlich héher als der internationale
Durchschnitt von ca. 70% (Christophersen et al. 2014). Diese Umstande lassen vermuten,
dass in der von uns untersuchten Studienpopulation weniger schwerwiegende Kolik- Verlaufe
vorkamen als dblich. Ein fortgeschrittenes Krankheitsbild, in Folge dessen Endotoxine und
Entzindungsmediatoren im systemischen Blutkreislauf zirkulieren, ist jedoch Voraussetzung
fir eine Reaktion der Leukozyten, welche daraufhin mit der Sekretion proinflammatorischer
Mediatoren wie Zytokine, Chemokine, Enzyme, Sauerstoff- oder Stickstoffradikale reagieren
(Pugin et al. 1999). Die von uns vermutete erhéhte Gelatinaseaktivitat im Plasma in Gegenwart
einer Sepsis beruht ebenfalls auf den Auswirkungen verschiedenster Entzindungsparameter
(LPS, TNF-a, IL-8 oder G-CSF), da diese eine Degranulation von polymorphkernigen
Leukozyten und damit eine vermehrte Sekretion von Matrixmetalloproteinasen bewirken
(Pugin et al. 1999). Vergleicht man den Versuchsaufbau und die Forschungsergebnisse dieser
Promotionsarbeit mit anderen wissenschaftlichen Veroffentlichungen zZu
Zytokinausschuttungen oder Matrixmetalloproteinaseaktivititen bei Sepsis-assoziierten
Krankheitsbildern aus der Human- oder Tiermedizin wird daher deutlich, dass hierbei das
Vorhandensein von Lipopolysacchariden im systemischen Kreislauf des erkrankten
Organismus als Grundlage fir den entwickelten Forschungsansatz herhielt (Sivula et al. 2015;
Hoffmann et al. 2006; Lalu et al. 2006; Weiss und Evanson 2002; Pugin et al. 1999). Es ist
daher nicht verwunderlich, dass mittels diverser in vitro-Versuche Teilaspekte unserer
Hypothesen, namlich die zunehmende Aktivitdt oder Produktion von Zytokinen und/oder
Matrixmetalloproteinasen in Gegenwart von Endotoxinen, sowohl bei Mensch als auch Tier,
bereits belegt werden konnten: Die direkte Eingabe von LPS oder IL-1B in menschliche
Blutproben sorgte fir eine Aktivierung (vaskularer) MMPs, Verschiebung der Balance
zwischen MMPs sowie TIMPs und flihrte so letztlich zu einer vaskularen Dysfunktion (Lalu et
al. 2006). Endotoxine und andere Entziindungsparameter (TNF-a, IL-8 oder G-CSF)
induzierten in humanem Vollblut eine rasche Freisetzung von Gelatinase-B (MMP-9) (Pugin et
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al. 1999) und auch neutrophile Granulozyten von Pferden konnten in vitro durch die Zugabe
von Lipopolysacchariden bereits aktiviert werden (Weiss und Evanson 2002). Auch abseits
von Forschungsmethoden unter reinen Laborbedingungen wurden derartige Mechanismen
bereits nachgewiesen: Die 2006 von Hoffmann et al. gemessenen Konzentrationen an MMP-
9, TIMP-1, TIMP-2 and IL-6 im Plasma von septischen Patienten waren deutlich héher als bei
gesunden Probanden. Vor allem die Aktivitdt von TIMP-1 zeigte sich bei nicht-Uberlebenden
signifikant starker und erwies sich diesbezlglich als guter prognostischer Indikator (Hoffmann
et al. 2006). Der diagnostische Wert vor allem von TIMP-1 konnte 2014 von Sivula et al.
bestéatigt werden, als sie befanden, dass die Konzentration dieses ,tissue inhibitors of
metalloproteinases” mit dem Schweregrad von Sepsis-assoziierten Koagulopathien im
Vergleich zu gesunden Probanden korrelierte (Sivula et al. 2015). Pugin et al. induzierten
durch die intravendse Gabe von Escherichia coli — Bakterien sogar eine experimentelle Sepsis
bei ihren Probanden und konnten im Zuge dessen eine vermehrte Gelatinase-Aktivitat in deren
Plasma feststellen (Pugin et al. 1999). Angesichts dieser zugrundeliegenden
Forschungsergebnisse aus der Human- und Veterinarmedizin bezlglich der Auswirkungen
von endotox@mischen Zustanden auf die von uns untersuchten Entziindungsmediatoren ware
eine gréBere ,Sepsis- positive” beziehungsweise ,schwerwiegend erkrankte® Patientengruppe
far die Generierung von signifikanten Ergebnissen beziehungswiese die Untersuchung der im
Rahmen dieser Promotionsarbeit aufgestellten Forschungshypothesen winschenswert

gewesen.

Einzelne Aspekte der im Zuge dieses Promotionsvorhabens proklamierten Thesen wurden
auch in der Pferdemedizin bereits verifiziert, als Arosalo et al. feststellten, dass die MMP-2
Aktivitdat von Kolikern im Plasma statistisch signifikant héher war als bei gesunden
Kontrolltieren. Der Unterschied zwischen ihren Probanden und unserer Studienpopulation
bestand auch hier eindeutig im Schweregrad der Erkrankung. Die untersuchten Pferde hatten
zum Zeitpunkt der Messung bereits ein Kolikgeschehen von Uber 12, 24 oder sogar 72
Stunden hinter sich und bedurften allesamt einer chirurgischen Versorgung, was die
Vermutung nahelegt, dass sie sich bereits in einem endotoxdmischen Zustand befanden
(Arosalo et al. 2007). Die Forschungsergebnisse von Barton und Collatos stehen ebenfalls in
einem gewissen Widerspruch zu unseren fehlenden Korrelationen, da es ihnen gelang,
statistisch signifikante Zusammenhénge zwischen der Aktivitdt von TNF- a (und IL-6) im
Bauchhdhlenpunktat sowie Plasma und dem vorherrschenden Kolikgeschehen ihrer
Probanden zu detektierten. Bei genauerer Analyse des Versuchsaufbaus und der erzielten
Resultate erklart sich jedoch dieser Unterschied in den Ergebnissen trotz &hnlicher
zugrundeliegender Hypothese. Vor allem der Schweregrad der Erkrankungen, aber auch die
Tatsache, dass eine direkte Quantifizierung der Endotoxine zur Generierung einer Art
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Referenzwert stattfand, scheinen bei Betrachtung der Forschungskonklusionen und
angesichts der zu Beginn dieser Diskussion erwahnten Grundlagenforschung bezlglich der
Auswirkungen endotoxamischer Zustande auf diverse Entziindungsparameter eklatant. Eine
besonders deutliche Assoziation bestand zwischen der Nachweisbarkeit von Endotoxinen in
einer Probenflissigkeit und den gemessenen Zytokinen aus derselben Probe. Nicht erhdhte
Messwerte erwiesen sich als gut geeignet fir die Prognose einer erfolgreichen Rehabilitation.
Des Weiteren war die diagnostische Genauigkeit der Zytokin-Bestimmung ausgesprochen
sicher in Bezug auf die Vorhersage von letalen Krankheitsverlaufen, welche bei unserem
Versuch lediglich vier Pferde betrafen. Besonders hoch waren die Aktivitaten der Zytokine im
Plasma bei Pferden, die eine Ruptur des Gastrointestinaltrakies erlitten. Eine derartige
Diagnose konnte bei keinem unserer Probanden mit abschlieBender Sicherheit gestellt wurde.

Auch der Messzeitpunkt kdnnte auf verschiedenste Weise die gewonnenen Ergebnisse
beeinflusst haben. Bezlglich der Gewinnung des Probenmaterials wurde zwar eine zeitliche
Vereinheitlichung angestrebt (bei Erstuntersuchung direkt nach Vorstellung des Patienten,
Dauer ca. 30 Minuten), da jedoch nicht erhoben wurde, wie lange die Pferde im heimischen
Stall bereits an Koliksymptomen litten, 1&sst sich schwer abschatzen, in welchem Stadium der
Pathoatiologie des Kolikgeschehens sie sich bei ihrer Ankunft in der Klinik befunden haben.
Weitere Messungen wahrend der Therapie, Rekonvaleszenz oder auch bei Komplikationen im
Heilungsverlauf wurden nicht durchgeflihrt. Die Tatsache, dass bei schwerwiegenden
Krankheitsverlaufen (Sepsis positiven Probanden) sowohl MMP-Erhéhungen als auch eine
vermehrte Zytokinproduktion aus unseren Ergebnissen abzulesen sind, aber auch bereits
durch andere veterindrmedizinische Forschungsarbeiten nachgewiesen wurden (Arosalo et al.
2007; Barton und Collatos 1999), lasst héhere Werte zu einem spateren Zeitpunkt des
Kolikgeschehens vermuten. Aus der Humanmedizin gibt es ebenfalls entsprechende
Forschungsergebnisse, welche diesen Ansatz stitzen: Bei Pugin et al. stellte sich das
maximale Plasmalevel von proMMP-9 (eine inaktive Vorlauferstufe der entsprechenden
Matrix-Metalloproteinasen) erst eineinhalb bis drei Stunden nach der intravenésen Gabe von
Lipopolysacchariden ein (Pugin et al. 1999). Patienten, die an einer Sepsis-assoziierten
Gerinnungsstérung litten, wiesen erst am zweiten Tag nach dem Aufireten einer
disseminierten intravasalen Koagulopathie eine erhéhte Konzentration von MMP-8 im Serum
auf (Sivula et al. 2015). Eine Begrindung fur diese ,spate“ Reaktion der Matrix-
Metalloproteinasen lasst sich aus ihrer Funktion beim Umbau des Extrazellularraumes
herleiten. Extrazellulares Remodeling ist ein wichtiger Bestandteil zellularer und struktureller
Integritdt von (gesundem) Gewebe (Xie et al. 1994; Lu et al. 2011). Greift man nun die
Grundannahme auf, dass die an diesem Prozess mitwirkenden MMP vor allem bei
gelatinolytischen/kollagenolytischen  Ungleichgewichten  durch  ihre  proteolytische
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Degradierung von Komponenten des Extrazellularraums eine grof3e Rolle spielen, (Lu et al.
2011; Page-McCaw et al. 2007; Gardner und Ghorpade 2003; Brinckerhoff und Matrisian
2002), liegt es nahe, dass ein Erkenntnisgewinn bezlglich deren Funktion/Aktivitat bei
Umbauprozessen des Extrazellularraumes in Gegenwart von Adhasionen und Fibrosierungen
im spateren Krankheitsverlauf, eventuell sogar erst bei post-operativen Kolikern, sehr
interessant sein kénnte. Zu &hnlichen Schllissen kamen bereits zahlreiche Studien, in denen
belegt werden konnte, dass extrazellularem Remodeling durch MMP-2 und -9 eine wichtige
Funktion bei der Ovulation, Unfruchtbarkeit oder auch Risikotrachtigkeit beim Pferd zukommt
(Rapacz-Leonard et al. 2015; Oddsdottir et al. 2011; Sessions et al. 2009), dass bei equinem
Asthma der Quotient aus MMP-8 und dazugehdérigem Inhibitor als guter diagnostischer
Indikator fir eine kollagenolytische Dysbalance dienen kann (Barton et al. 2016; Barton et al.
2015) oder dass MMP-1 (-2 und -9) eine vermehrte Expression in neoplastischem Gewebe
von equinen Sarkoiden aufweist (Mosseri et al. 2014; Yuan et al. 2010). Vor allem die MMP-
8, welche im Zuge unserer Analysen bei den ,Sepsis-negativen® und ,—fraglichen* Probanden
in (noch) kaum nachweisbaren Konzentrationen vorkam, kénnte aufgrund ihrer
Substratspezifitat zu fibrillarem Kollagen (im Gegensatz zur Gelatinase MMP-2) im Laufe eines
langeren Krankheitsgeschehens einer vermehrten Produktion unterliegen (Klaus, 2019). Das
Wissen um die (Dys-)Balance von MMPs und TIMPs, welche bei chronischen Erkrankungen
wie Asthma oder degenerativen Arthritiden (Barton et al. 2015; Fietz et al. 2008) bereits
nachgewiesen wurde, kdnnte perspektivisch beim Management post-operativer Koliker einen
wichtigen Beitrag bei den Entscheidungen bezliglich (medikamentdser) Therapie, Prognose,
eventueller Relaparotomie und Detektion etwaiger Komplikationen leisten.

Doch nicht nur unser Messzeitpunkt gleich zu Beginn des Klinikaufenthaltes der beprobten
Pferde erscheint im Nachhinein fraglich, sondern auch das einmalige, gleichzeitige Bestimmen
der Konzentrationen aller drei Klassen an Entzindungsparametern (Zytokine, MMPs, TIMPs).
Da die Kaskaden aus Entzindungsparametern sowie die Produktion von Matrix-
Metalloproteinasen férdernden oder hemmenden Einfluss aufeinander zu nehmen vermégen,
und die TIMPs ihrerseits die vermehrte Aktivitat der MMPs abzufangen versuchen, bleibt zu
Uberlegen, ob die Messung all dieser Faktoren zu ein und dem gleichen Zeitpunkt sinnvoll
erscheint. lhre jeweiligen Peaks mussten in logischer Konsequenz zu unterschiedlichen
Zeitpunkten erfolgen. Das Festlegen idealer Mess- und auch Verarbeitungszeitrdume der
Zytokinkonzentrationen wird auBerdem durch ihre extrem kurze Halbwertszeit, welche nur im
Minutenbereich liegt, die Moglichkeit einer lymphozytaren ex-vivo Zytokinsynthese sowie ihre
Anfalligkeit far zirkadiane oder stressbedingte Konzentrationsschwankungen verkompliziert
(Petrovsky et al. 1998).
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Ein weiterer von uns nicht erfasster Faktor, der ebenfalls auf die Messergebnisse Einfluss
genommen haben kann, ist die medikamentdse Behandlung der Patienten vor dem
Klinikaufenthalt durch den behandelnden Tierarzt. Einem GroBteil der Pferde mit akutem
Abdominalschmerz werden im Laufe seines Kolikgeschehens Schmerzmittel, oft in der Form
eines nicht-steroidalen Antiphlogistikums, verabreicht. Besonders Pferde, die einer
chirurgischen Versorgung bedurfen, erhalten auBBerdem (unter anderem) eine antibiotische
Medikation. Dass eine derartige Therapie bei Pferden nicht nur Einfluss auf das
Entzindungsgeschehen (und dessen Mediatoren), sondern auch auf die Produktion von
Matrix-Metalloproteinasen hat, wissen wir seit 2013 von Fugler et al. Im Zuge deren
Forschungsvorhabens konnte nachgewiesen werden, dass Doxyzyklin, Oxytetrazyklin,
Flunixin-Meglumin und Pentoxifyllin die Produktion von equinen MMP-2 und MMP-9 inhibieren
(Fugler et al. 2013). Ob es bei unseren Probanden zu einer Reduzierung der Zytokinaktivitat
oder MMP-Produktion aufgrund haustierarztlich verabreichter Medikamente kam, I&sst sich im
Nachhinein aufgrund mangelnder Daten nicht mehr feststellen.

Bei Betrachtung der aufgestellten Hypothesen, der Atiologie von Endotoxamien bei Kolikern,
der im Zuge dieser Promotionsarbeit gewonnenen Ergebnisse und der bisher Ublichen Kolik-
Diagnostik stellt sich auBerdem die Frage, ob die Bestimmung von Zytokinen und MMPs einen
tatsachlichen Mehrwert bei akuten Koliken liefern kann oder inre Analyse sich im spéateren
Verlauf des Krankheitsgeschehens sinnvoller einsetzen lieBe. Da ein Austritt der LPS aus dem
Magen-Darmtrakt als ursachlich fir den Anstieg der von uns bestimmten Parameter
angenommen wird und ein solcher Ubertritt nur durch eine geschadigte/minderdurchblutete
Darmwand zustande kommt (Lalu et al. 2006; Werners et al. 2005; Barton und Collatos 1999;
King und Gerring 1988), wiirde das Messen von Zytokinen/MMPs keinen (zeitlichen) Vorteil
gegeniber der Bestimmung des durch die Hypoxie gestiegenen Laktatwertes darstellen. Es
ist daher nicht verwunderlich, dass der geringe Anstieg der von uns gemessenen
Konzentrationen an MMP-8 im Plasma und IL-1 B im Bauchhdhlenpunktat von erhdhten
Laktatwerten im Plasma begleitet wurde. Sowohl die Analyse des Laktatgehaltes als auch die
Feststellung der drei aussagekraftigsten Parameter des Sepsis-Scores (WBC,
Maulschleimhaut, Allgemeinbefinden) sind im Klinikalltag deutlich einfacher und
kostengunstiger durchzufihren (Breuer und Schusser 2012; Peloso und Cohen 2012;
Tennent-Brown 2011; Yamout et al. 2011; Delesalle et al. 2007; Parry et al. 1983). Méchte
man dennoch im Akutstadium einer Kolik der Endotoxamie-Frage zu therapeutischen oder
prognostischen Zwecken nachgehen und einen Assay verwenden wollen, wirde sich die
Quantifizierung der Endotoxine selbst (per End-point chromogenic LAL Assay) noch vor der
Bestimmung diverser Entziindungsparametern anbieten (Obata et al. 2008; Bates et al. 1998;
Lindsay et al. 1989).
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Ein Ansatz, der ebenfalls in zuklnftigen Projekten BerUcksichtigung finden kdénnte, ist die
Entnahme von Proben einer gesunden Kontrollgruppe zum Abgleich der untersuchten
Entzindungsparameter. Ableiten lieBe sich hieraus, ob die Konzentrationen an IL-13 und
TNFa, MMP-2 und -8 sowie TIMP-1 und -2 aus dem Plasma oder Bauchhdhlenpunktat nicht
erkrankter Tiere als eine Art Nullwert fungieren kdnnen, oder, ob uns deren Analyse eventuell
sogar zundchst paradox erscheinende Ergebnisse offeriert, deren weitere Erforschung neue
Erkenntnisse  lber die komplexen Mechanismen der Signalkaskaden von
Entziindungsmediatoren liefert. Entsprechende Vermutungen kdnnen beim Vergleich der im
Zuge dieses Promotionsvorhabens gewonnenen Resultate mit den Forschungsergebnissen
von Barton et al. entstehen, da sich bei deren Untersuchung von Pferden mit akutem Abdomen
die Konzentration an MMP-9 im Plasma und Bauchhdhlenpunktat in der Gruppe von Sepsis-
fraglichen Pferden als geringer erwies als bei Sepsis-negativen Tieren (Barton et al. 2021).
Eine weitere interessante Feststellung gelang 1999 mit der Erkenntnis, dass es keine
statistisch signifikante Korrelation zwischen den gemessenen Werten der Zytokine oder
Endotoxine im Plasma und der Peritonealfliissigkeit von kolikenden Pferden gab (Barton und
Collatos 1999). Auch bei uns waren Uberraschenderweise die absoluten Werte der lokalen
Konzentrationen aus der Peritonealflissigkeit bei den ,Sepsis-positiven” Pferden lediglich
bezogen auf TNF-a deutlich héher als die Messungen aus dem Plasma respektive
systemischen Kreislauf. Dieses Ergebnis steht in einem gewissen Widerspruch zu anderen
Forschungsresultaten aus der Veterindrmedizin, welche die Ermittlung von
Entzindungsmarkern in lokalen Proben (im Bauchhéhlenpunktat) im Vergleich zu den
gemessenen Konzentrationen im Plasma stets im Vorteil sahen: Beispielhaft stehen hierfir die
Messungen von Procalcitonin oder Laktat sowohl in der Peritonealflissigkeit als auch im Blut
von Kolikern (Kilcoyne et al. 2020; Delesalle et al. 2007) sowie die Bestimmung der
proinflammatorischen Zytokine TNF und IL-6, deren Aktivitat bei Pferden mit akutem Abdomen
im Bauchhdéhlenpunktat signifikant héher war als im Plasma (Barton und Collatos 1999). Von
anderen Tierarten wie Mausen sind ebenfalls Mechanismen bekannt, bei denen die
Anwesenheit von Lipopolysacchariden zu einer vermehrten Produktion von lokalen

Kollagenasen/Gelatinasen aus peritonealen Makrophagen fuhrten (Xie et al. 1994).

Das Heranziehen méglicher Erklarungen flr diese Paradoxa verdeutlicht die Komplexitat von
Subthemen der gesamten Forschungsfrage. Wenn keine Assoziation zwischen der Aktivitat
von Zytokinen im Bauchhdhlenpunktat und Plasma bei Pferden mit akutem Abdomen ausfindig
gemacht werden konnte, handelt es sich dann um 2zwei lokal abgegrenzte
Entziindungsreaktionen oder fand ein Ubertritt von entweder Endotoxinen oder Zytokinen aus
dem Bauchraum in den Blutkreislauf statt, dessen Regulation (lokal oder systemisch)
allerdings die Ermittlung statistischer Zusammenhange verhinderte?
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Bei Betrachtung dieser Fragen wird klar, wie viele moégliche Erklarungen fir das Fehlen
statistisch relevanter Ergebnisse des vorliegenden Promotionsvorhabens existieren. Sie alle
begriinden sich aus den besonderen Herausforderungen der klinischen Forschung bei der
Untersuchung von komplexen Krankheitsbildern wie ,Koliken®, der damit einhergehenden
Schwierigkeit beim Gleichschalten von Variablen und den Limitationen, die Klinikalltag,
Probandenumfang und begrenzte Forschungsmittel mit sich bringen. Jedes der einzelnen
Themengebiete dieser Promotionsarbeit: Kolik, Sepsis/Endotoxine,
Zytokine/Entzindungsmediatoren, MMPs/TIMPs unterliegt vielfaltigen Einflissen und kann
seinerseits verschiedenste Auswirkungen anregen. Die Kolik als Symptomkomplex far
Abdominalschmerz, selbst auf intestinale Erkrankungen reduziert, reicht von leichten
Obstipationen Uber schwere ischamische Zustande bis hin zu Rupturen des
Gastrointestinaltraktes. Diese Atiologien sind zudem nicht statisch voneinander zu trennen,
sondern kénnen im Verlauf von einer Form in die andere Gbergehen bzw. einander bedingen.
Definiert man also eine ,einheitliche* Studienpopulation nach dem Vorhandensein von
,Koliksymptomen® erhdlt man zahlreiche (entziindliche/septisch, nicht entzindliche/nicht
septische usw.) Atiologien, Schweregrade und Krankheitsverlaufe (Dukti und White 2009;
Cohen 1997; Proudman 1992). Aus dieser unterschiedlichen Grundmenge Ruckschlisse auf
Zytokinausschittungen oder Proteaseaktivitdten von MMPs zu ziehen, ist um ein Vielfaches
fehleranfélliger als bei einheitlichen Krankheitsbildern (Loftus et al. 2009), nachgewiesenem
Endotoxingehalt (Barton und Collatos 1999) oder gar iatrogener Zufihrung von Endotoxinen
per Infusion und anschlieBender Messung der Zytokinaktivitat (Morris et al. 1992; MacKay et
al. 1991; Morris et al. 1990Db).

AbschlieBend muss festgestellt werden, dass beide zu Beginn dieser Promotionsarbeit
aufgestellten Hypothesen sich in Anbetracht unserer generierten Forschungsergebnisse nicht
bestdtigen lassen. Es konnte letztendlich weder beantwortet werden, ob durch ein
Kolikgeschehen ausgeléste Endotoxamien bei Equiden zu einer messbaren Erhéhung der
Aktivitaten von Zytokinen im Plasma oder Bauchhéhlenpunktat der betroffenen Pferde flhren,
noch lieB sich die Hypothese bestatigen, dass Strangulationen bzw. Darmverschlisse bei
Pferden elastolytische und kollagenolytische Dysbalancen bewirken, die sich durch eine

vermehrte Produktion von Matrix-Metalloproteinasen nachweisen lassen .

Angesichts zugrundeliegender Forschungsergebnisse beziiglich der Zusammenhange von
Endotoxdmien und Entziindungsmediatoren sowie der Tatsachen, dass sowohl im
Bauchhéhlenpunktat als auch im Plasma bei den sechs Sepsis-positiven Pferden die jeweils
héchsten absoluten Werte flir MMP-2 und MMP-8, TIMP-1 und TIMP-2 sowie IL-1  und TNF-
a gemessen wurden, und, dass die ROC- Analyse von TIMP-1 fir die Identifizierung septischer
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Probanden eine Sensitivitat von 100% bei Werten aus dem Plasma sowie eine Spezifitat von
> 90% bei Werten aus dem Bauchhdhlenpunktat ergab, liegt die Vermutung nahe, dass bei
verbessertem Versuchsaufbau auch statistisch signifikante Assoziationen zwischen
Kolikgeschehen, Endotoxinen, Zytokinen und MMPs hatten nachgewiesen werden kénnen.

Ein verbesserter Forschungsansatz zur Klarung der initial erhobenen Hypothesen sollte eine
maoglichst groRe Studienpopulation mit einem zunachst vereinheitlichten Krankheitsgeschehen
(beispielsweise nur Koliker mit strangulierenden Obstruktionen/einer entsprechend schweren
Klinik oder ausschlieBlich Sepsis-positive Tiere) umfassen. Zusatzlich kénnten gesunde
Kontrolltiere zur Generierung einer Art Referenzwert bzw. als mdgliche Nullgruppe beprobt
werden. Unter Umstdnden empfiehlt es sich sogar, Endotoxine aus dem Blut oder
Peritonealraum zum Beispiel per End-point chromogenic LAL Assay direkt zu quantifizieren
und zu den gemessenen Entziindungsparametern in Relation zu setzen (Obata et al. 2008;
Bates et al. 1998; Lindsay et al. 1989). Die Gabe von Medikamenten vor der Probengewinnung
sollte methodisch festgehalten und ihr Einfluss auf die Messergebnisse statistisch analysiert
werden. Mdglicherweise empfiehl es sich auBerdem, nur wenige, einander bedingende
Parameter zu analysieren - beispielsweise IL-1 3 und MMP-2 (Lalu et al. 2006) - und daflr
haufigere Messungen durchzufiihren, um so einen Uberblick beziiglich durchschnittlicher
Konzentrationsverlaufe und etwaige Feedback-Mechanismen im Zuge des Kolikgeschehens
zu erlangen. Bezogen auf die Matrix-Metalloproteinasen und ihre
kollagenolytischen/elastinolytischen Effekte im Extrazellularraum (Lu et al. 2011; Page-
McCaw et al. 2007; Gardner und Ghorpade 2003; Brinckerhoff und Matrisian 2002) wéaren
Messungen in einem weit fortgeschrittenen Stadium der Pathoatiologie von Koliken (eventuell
sogar erst im post-operativen Management) gegeniber der Quantifizierung wahrend des

Akutstadiums zu bevorzugen.

Als Fazit unserer Ergebnisse und der erdrterten Diskussionspunkte 1&sst sich festhalten, dass
das Zusammenspiel von Endotoxinen und Entzindungsparametern sowie deren
Verkntpfungen mit den Aufgabengebieten der Matrix-Metalloproteinasen und ihren Inhibitoren
einer Komplexitat unterliegt, die noch ausreichend Forschungsmaterial fir medizinische
Studien verschiedenster Fachrichtungen liefern wird.
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6 Zusammenfassung

Evaluation neuer Biomarker fir Endotoxé@amie und Sepsis bei der Kolik des Pferdes

.Koliken®, als Symptomkomplex fir starke Abdominalschmerzen, sind die haufigsten Notfalle
in der Pferdemedizin. Treten sie in Form eines strangulierenden lleus oder einer Enteritis auf,
kommt es aufgrund der erhdhten Permeabilitit der Darmwande zu einem Ubertritt von
gramnegativen Bakterien aus dem Gastrointestinaltrakt in die Bauchhdhle und den
Kdrperkreislauf. Die Hypothesen dieses Promotionsvorhabens bestanden in der Annahme,
dass die daraus resultierende Endotoxamie eine Ausschittung und Aktivierung von
Entzindungsmediatoren (TNF-a und IL-1B) sowie Matrix-Metalloproteinasen (MMP-2 und
MMP-8) initiiert. Diese proteolytischen Enzyme und ihre Inhibitoren (TIMPs) wurden in dieser
Arbeit untersucht, da die Integritdt des Gewebes gesunder Pferde mafgeblich von einer
Balance aus Degradierung der extrazelluldaren Matrix mittels MMPs sowie deren Inhibition
durch TIMPs abhangt, wobei sich bei pathologischen Geschehen die Relation zugunsten der
MMPs und ihrer elastolytischen und kollagenolytischen Aktivitat zu verschieben scheint.

Das Patientengut der Studie bestand aus 47 Pferden mit Kolik- Symptomen divergierenden
Schweregrades. Mittels eines modifizierten Sepsis-Scores nach Breuer und Schusser wurden
die Probanden abhéangig von ihrem Allgemeinbefinden, ihren Schleimhauten, ihrer Herz- und
Atemfrequenz, inneren Korpertemperatur und Leukozytenanzahl sowie Konzentration an
ionisiertem Kalzium im Blut in Sepsis-positiv, -fraglich oder -negativ eingestuft. Unter
Zuhilfenahme von speziesspezifischen Sandwich-ELISA-kits erfolgte anschlieBend die
Messung der MMP-2 und -8, TIMP-1 und -2 sowie TNF-a und IL-1B8 Konzentrationen sowohl
im Bauchhdhlenpunktat als auch Plasma der Patienten.

Die durchgeflhrte lineare Diskriminanzanalyse ergab, dass alle Parameter des Sepsis-Scores
(auBer dem ionisierten Kalzium) der Unterscheidung in die verschiedenen Sepsis-Gruppen
zutraglich waren. Allerdings lieB sich keine statistische Korrelation zwischen den
Laborbefunden, dem Schweregrad der klinischen Anzeichen, den Sepsis-Gruppen und den
Konzentrationen der untersuchten Parameter feststellen.

Weder die Hypothese, dass Koliken bei Pferden zu Endotoxamien flhren, welche ihrerseits
messbare Erhéhungen der Aktivitdten von Zytokinen im Plasma oder Bauchhdhlenpunktat
dieser Tiere bewirken, noch die These der elastinolytischen/kollagenolytischen Dysbalance
bei kolikenden Pferden, die sich in der vermehrten Produktion von Matrix-Metalloproteinasen
manifestiert, konnte somit bestatigt werden.

Als mogliche Ursachen fir die fehlenden Korrelationen kommen sowohl eine zu geringe
Sensitivitat der verwendeten ELISA-kits als auch ein verbesserungswirdiger Versuchsaufbau
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in Frage. Zukunftige Studien kénnten sich durch das Auswahlen nachweislich septischer
Pferde vermehrt auf die Entziindungskaskaden von der Endotoxamie zur Zytokinausschittung
oder auf die Funktion der MMPs bei Umbauprozessen des Extrazellularraumes in Gegenwart

von Adhasionen und Fibrosierungen bei post-operativen Kolikern konzentrieren.
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7 Summary

Evaluation of New Biomarkers Associated with Endotoxemia and Sepsis in Equine Colic

Equine colic, as a symptom-complex for severe abdominal pain, is the leading cause of
emergency medical treatment within horse medicine. In strangulating obstruction and severe
gastrointestinal inflammation, the enhanced permeability of the inflamed intestinal wall causes
cell-wall components of gram-negative bacteria to reach the peritoneal cavity and circulation.
Purpose of this study was to proof that endotoxemia resulting therefrom stimulates activation
and production of inflammatory mediators (TNF-a, IL-1B) and matrix-metalloproteinases
(MMP-2, MMP-8). These proteolytic enzymes and their inhibitors (TIMPs) play an important
role in keeping an equilibrium between degradation of extracellular matrix and its inhibition,
which made them an object of our research. In certain pathological conditions the elastinolytic
and collagenolytic activity of the matrix-metalloproteinases seems to predominate the
equipoise.

47 horses, that showed clinical signs of colic with various severities, were included in the study.
A modified sepsis scoring system published by Breuer and Schusser was used to classify the
equids as negative, questionable or positive for sepsis, measuring their general condition,
heart and respiratory rate, rectal temperature, mucous membranes, white blood cell count and
ionized calcium. MMP-2, MMP-8, TIMP-1, TIMP-2, IL-13 and TNF-a concentrations were
evaluated in plasma and peritoneal fluid using species-specific sandwich ELISA Kkits.
In a linear discriminant analysis, every medical finding of sepsis scoring apart from ionized
calcium separated well between sepsis severity groups. Unfortunately, all research objectives
studied did not show any differences correlating to the severity of clinical signs, laboratory
findings or positive sepsis scoring.

Neither conclusions on an elastinolytic or collagenolytic misbalance caused by an increased
production of matrix-metalloproteinases can be realistically drawn at this point of time, nor
could we demonstrate how equine colic may lead to endotoxemia resulting in measurably
enhanced inflammatory mediators™ activity. The failure to show any significant differences for
the assessments may either be a matter of the ELISAs™ low sensitivity or are based upon
deficient experimental setup.

Further studies could focus on the inflammatory cascade leading from endotoxemia to cytokine
distribution by choosing only septic horses as subjects. Additionally, the diagnostic value of
MMPs for postoperative management of equine colic could be explored to gain information on
extracellular remodelling within the abdominal cavity favouring adhesion and fibrosis formation.
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9 Anhang

Tab. 8 Allgemeine Daten, Therapie und Diagnose der 47 untersuchten Pferde

Das Geschlecht wurde mit S= Stute, H= Hengst und W= Wallach angegeben; Therapien

wurden mit K= konservativ, C= chirurgisch, R= Resektion und E= Euthanasie betitelt.

Name Nummer Rasse Alter Gewicht Geschlecht | Therapie | Diagnose
in in K (H,W,S) (K, C, E)
Jahren g
Etos 1 Polnisches 14 550 W K Magenulzera
Warmblut
Axel 2 Haflinger 20 550 w K Obstipation lleum
Champion de 3 Mecklenburger | 10 610 W K Magenulzera
Coeur
Gaylord 320 4 Warmblut | 15 | 600 W € |Rechtsverlagerung
Colon/Peritonitis
. schweres C Torsio Coli
Avelina 5 Warmblut 8 695 S
Alma 6 schweres 11 695 S K Obstipation Colon
Warmblut
Lady Gold Dust 7 Quarter Horse 23 470 S C(R) Lipoma Pendulans
Goldschitzchen 8 Engl. Vollblut 9 k.A. S K Mageniberladung
Carlito B 9 Zweibriicker 16 610 w C Lipoma Pendulans
Lady Gold Dust 10 Quarter Horse 23 470 S C(R) Lipoma Pendulans
Valdiva 11 Deutsches |15 | 375 s C | Obstipation +
Reitpony Torsio Coli
Torrey 12 Traber 13 400 w K Mageniberladung
Gaudi 13 Araber-Mix 16 k.A. w K Mageniberladung
Elvis 14 Quarter Horse 0,2 140 H C Torsio Coli
Alina 15 Warmblut 27 | 500 s E |Neoplasie
Abdomen
Alice 16 Warmblut 29 510 S K Meteorismus Coli
Dropi Fra .. K V.a. Neoplasie
Vinkaergar 17 Islander 27 k.A. w Abdomen
Lola 18 Shetlandpony 25 k.A. S K Enterocolitis
Lina 19 Warmblut 28 630 S C(R) Lipoma Pendulans
Diva 20 Welsh D 7 550 S C Torsio Coli
Leonardo 21 Westfale 8 630 H K Meteorismus Coli
Elisa 22 Brandenburger| 11 k.A. S K Rechtsverlagerung
Colon
Shannon 23 Warmblut | 13 | kKA. s K| Obstipation
Cacum
Maxi 24 Warmblut 10 KA. s K~ | Rechtsverlagerung
Colon
Quarterl_:acks 25 Pony ) 200 H C Peritonitis
Aurelius
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Sussy 26 Pony 17 400 S ¢ O.F)stlpatlon
Cacum
MJ Spanish 27 Quarter Horse 5 240 H K Magenulzera
Candyman
Petite Fleur 28  |Brandenburger| 23 | 500 s K~ |V.a. Neoplasie
Abdomen
Santoval 29 Hannoveraner 18 603 w ¢ Rechtsverlagerung
Colon
Deep Red Devil 30 Oldenburger 8 493 w K Obstipation Colon
Spok 31 Islander 15 | 400 S K |Kolik unklarer
Genese
Majestix 32 Traber 25 440 H E Lipoma Pendulans
Dorette 33 Oldenburger 9 540 S C Obstipation Colon
Janosch 34 Deutsches 11 600 W K Rechtsverlagerung
Sportpferd Colon
Morla 35 Polnisches 14 650 S K Obstipation Colon
Warmblut
Morelka 36 Polnisches 14 200 S K Meteorismus Coli
Warmblut
Douwina 37 Barockpinto 5 650 S C Torsio Coli
Baden Baden 38 Vollblut 2 420 S K Spastische Kolik
Sourire 39 Westfale 10 k.A. S K Magenulzera
Le Niro 40 Hannoveraner 7 600 w K Obstipation Colon
Flake 41 Quarter Horse 25 500 w E V.a. Magenruptur
Weltentdecker 42 Hannoveraner 9 k.A. H K Obstipation Colon
Colorado 43 Pony-Mix 10 KA. W K| Kolik unbekannter
Genese
Cocolina a4 Degtsches 18 495 S K Meteorismus Caci
Reitpony
Dine 45 Trakehner 31 k.A. S E Diinndarmileus
MissJaqo Bel | 46 Quarab 12 490 S C | Rechtsverlagerung
Colon
Rosenstolz 47 Trakehner 12 575 w C Meteorismus Coli

Tab. 9 Ergebnisse der fir den Sepsis-Score relevanten Parameter

Erhebung des klinischen Bildes und zweier Laborparameter (Leukozytenzahl und ionisiertes

Kalzium) zur Einschatzung des Schweregrads der Endotoxamie der Patienten

AB HF AF Maul-SH L.
5 -- , IKT Leukozyten | ionisiertes
Name (ungestort — (Schlage | (ziige R (blassrosa — hgr. A >
hgr. reduziert) | /Min) |/Min) (C) gerotet) (1073/ul) | Kalzium
ik (mmol/I)
mer. . 5,45 1,508
E 24 7 _
tos reduziert 80 38, ggr. gerotet
magr. . 2,75 1,805
Axel 4 4 .
xe reduziert 6 3 38,0 ggr. gerotet
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Champion de ungestort 44 12 37,7 blassrosa 8,09 1,043
Coeur
Gaylord 320 ggr. gestort 52 20 | 37,2 | magr. gerdtet 4,16 1,367
Avelina ggr. gestort 54 18 | 37,0 blassrosa 5,89 1,277
Alma ungestort 40 16 37,8 blassrosa 6,8 1,321
mgr. .. 11,46 1,273
Lady Gold Dust reduriert 40 18 36,5 ggr. gerbtet
Goldschitzchen mgr'. 76 16 37,2 ggr. gerdtet 10,97 1,368
reduziert
Carlito B hgr. reduziert | 80 60 | 36,5 | magr. gerdtet 8,25 1,456
mgr. . 11,46 1,273
Lady Gold Dust redusiert 40 18 36,5 ggr. gerttet
Valdiva ggr. reduziert 44 16 38,0 ggr. gerotet 10,57 1,314
Torrey ggr. reduziert 44 18 37,2 blassrosa 11,15 1,461
Gaudi ggr. reduziert | 48 20 | 37,0 blassrosa 3,08 1,046
. mgr. .. 12,46 1,313
Elvis redusiert 80 24 38,9 ggr. gerotet
Alina ggr. reduziert 60 16 38,3 ggr. gerotet 14,67 1,212
Alice ggr. reduziert | 68 24 | 38,2 ggr. gerotet 8,08 1,221
I?ropl Fra ggr. reduziert 52 16 38,0 blassrosa 11,63 1,288
Vinkaergar
Lola ggr. reduziert 52 40 38,4 ggr. gerotet 6,58 1,341
Lina hgr. reduziert | 60 32 37,8 ggr. gerotet 13,52 1,447
Diva ggr. reduziert 56 18 37,5 blassrosa 16,35 1,427
Leonardo ggr. reduziert | 44 18 37,8 ggr. gerdtet 7,24 1,322
Elisa ggr. reduziert | 32 12 | 37,6 blassrosa 6,39 1,372
Shannon ggr. reduziert | 36 12 | 37,4 blassrosa 6,5 1,234
Maxi ggr. reduziert | 32 12 | 37,8 blassrosa 8,66 1,372
Quarterl?acks mgr. 64 24 378 blassrosa 35,93 1,608
Aurelius reduziert
Sussy mgr' 40 16 37,6 blassrosa 11,21 1,412
reduziert
M) Spanish ggr. reduziert 40 16 37,5 blassrosa 8,22 1,534
Candyman
Petite Fleur | ggr. reduziert 36 12 37,5 blassrosa 9,69 1,391
mgr. .. 12,2 0,395
Santoval reduriert 80 20 37,8 ggr. gerbtet
. 1,164
Deep Red Devil mgr' 44 16 37,8 blassrosa 6,56 16
reduziert
Spoék ggr. reduziert | 44 20 | 37,6 blassrosa 11,62 1,372
Majestix hgr. reduziert 60 40 36,4 blassrosa 10,59 1,111
Dorette hgr. reduziert | 70 20 | 37,5 ggr. gerotet 7,12 1,432
Janosch mgr' 48 60 37,5 blassrosa 9,21 1,236
reduziert
Morla mer: 68 18 38,2 | mgr. gerotet >,08 1,491
reduziert
Morelka mgr' 54 12 38,5 blassrosa 11,51 1,539
reduziert
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Douwina mgr'. 64 20 38,2 blassrosa 6,09 1,529
reduziert

Baden Baden | ggr. reduziert 36 16 37,5 blassrosa 9,08 1,525

Sourire ungestort 52 20 | 37,6 blassrosa 8,03 1,275

Le Niro gegr. reduziert 60 16 37,6 blassrosa 10,23 1,515

Flake mgr'. 40 16 39,3 mgr. gerbtet 2,61 1,486
reduziert

Weltentdecker | ggr. reduziert 52 16 38,6 blassrosa 9,45 1,463

Colorado hgr. reduziert 20 16 37,7 blassrosa 10,04 1,205

Cocolina ggr. reduziert 48 22 37,8 ggr. gerotet 7,56 1,619

Dine hgr. reduziert 96 36 36,0 hgr. gerotet 10,63 1,211

Miss Jaq o Bel | ggr. reduziert 40 16 37,6 blassrosa 4,34 1,689

Rosenstolz mgr.. 44 20 37,7 blassrosa >/43 1,694
reduziert

Tab. 10 Ergebnisse der makroskopischen Untersuchungen und der Laboranalysen der
gewonnenen Bauchhdhlenpunktate

Laktat Zellgehalt
Name Menge Farbe Klarheit | TP (&/dl) (mmol/l) | (10°3/ul)
(in ml)
Etos 0,4 gelblich ggr. triib 4,2 2,6 3,4
Axel 1,2 gelblich mgr. triib 4 k.A. n.m.
Championde | o | plassgelb Klar 0,4 1 0,77
Coeur
Gaylord 320 4,2 dunkelgelb mgr. trib 4,2 8,6 25
Avelina 1,0 gelblich ggr. triib. k.A. k.A. k.A.
Alma 2,6 gelblich klar 18 k.A. 0,69
Lady Gold Dust | 6,0 gelblich ggr. trib 2,8 k.A. 0,41
Goldschitzchen| 2,3 gelblich klar 0,8 k.A. 1,44
Carlito B 1,8 gelblich klar 0,8 <1 0,6
Lady Gold Dust | 6,0 gelblich ggr. trib 4,5 k.A. 0,41
Valdiva 3,6 gelblich ggr. triib 3 13 3,89
Torrey 2,8 gelblich klar 2,5 k.A. 3,1
Gaudi 4,0 gelblich ggr. trib 1 5 6,3
Elvis 1,1 dunkelgelb | mgr. triib k-A. 121 4,5
Alina 4,2 gelblich klar 1 15 0,67
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Alice 3,1 gelblich klar 18 1 1,35
V'?;ﬁ::;:r 4,7 gelblich Klar 1,4 1,4 113
Lola 2,5 gelblich klar 0,8 k.A. 0,61
Lina 5,3 rotlich ggr. trib 3,2 5,7 2,39
Diva 4,2 blass-gelb klar 1 k.A. 1,86
Leonardo 3,2 gelblich klar k-A. k.A. 0,21
Elisa 6,1 gelblich Klar 0,8 1,6 0,43
Shannon 10,0 gelblich klar 14 k.A. 0,51
Maxi 8,2 gelblich klar 18 <1 12
Qu::ﬂl?::ks 6,1 gelblich ggr. triib 2,4 1 8,34
Sussy 2,3 gelblich klar 2 2,8 2,66
MJ Spanish 32 | blass-gelb Klar 0,2 <1 1,26
Candyman
Petite Fleur 3,1 blass-gelb klar 1 <1 1,14
Santoval 5,0 gelb-rétlich | mgr. trib 2 4,6 0,81
Deep Red Devil 7,2 blass-gelb klar 0,2 k.A. 0,23
Spok 8,1 gelblich klar 0,8 <1 0,43
Majestix 4,4 rotlich hgr. trib 3 > 6,52
Dorette 5,6 gelblich klar 3 1,7 1,86
Janosch 4,3 blass-gelb klar 1 <1 1,43
Morla 3,1 blass-gelb klar 16 4,8 0,16
Morelka 4,0 blass-gelb klar 2,4 k.A. 1,96
Douwina 10,0 blass-gelb klar 0,7 18 0,92
Baden Baden 3,1 blass-gelb klar 12 17 0,5
Sourire 5,0 blass-gelb klar 1 2,4 0,29
Le Niro 3,2 blass-gelb klar 12 2 0,95
Flake 10,1 gelblich mgr. trib 6 12,7 23,0
Weltentdecker | 2,3 gelblich klar 1 k.A. 5,75
Colorado 3,8 blass-gelb klar 0,8 1 0,61
Cocolina 8,9 blass-gelb klar k.A. 1,5 2,24
Dine 4,5 rotlich hgr. triib 5 17,7 21,41
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Miss Jaq o Bel 2,7 gelblich klar 12 0,38
Rosenstolz 3,6 gelblich klar k.A. 12 0,59
Tab. 11 Ergebnisse der Laboranalysen der gewonnenen Blutproben
Name HKT (%) | Leukozyten | Tp (g/dl) Laktat ionisiertes | Glukose PH
(1073/pl) (mmol/l) | kalzium (mg/dI)
(mmol/1)

Etos 40 5,45 6,0 2,1 1,508 83 7,3
Axel 37 2,75 6 1,4 1.805 126 74
Chagp;i::: de 40 8,09 6,4 <1 1,043 137 7,4
Gaylord 320 37 4,16 6 19 1,367 112 7,4
Avelina 42 5,89 > 14,3 1,277 193 7,2
Alma 43 68 8 2,2 1321 124 7,4
Lady Gold Dust | 27 11,46 41 21 1,273 150 7,4
Goldschitzchen| 40 10,97 6 <1 1,368 81 7,4
Carlito B 35 8,25 6,2 <1 1,456 79 7,4
Lady Gold Dust | 31 11,46 6 <1 1273 150 7,4
Valdiva 30 10,57 6,4 <1 1,314 99 7,4
Torrey 43 11,15 7 <1 1,461 88 7,4
Gaudi 38 3,08 6 6 1,046 181 7,5
Elvis 35 12,46 6,8 3,9 1313 120 7,4
Alina 27 14,67 6 13 1,212 o1 7,4
Alice 26 8,08 7 1,2 1221 120 7,4
T s | g | 7| 0 | e | |
Lola 33 6,58 5,4 4,3 1341 97 7,4
Lina 39 13,52 7 4,7 1447 90 7,4
Diva 27 16,35 6,2 1,1 1,427 102 7,4
Leonardo 38 7,24 >2 3 1,322 98 7,4
Elisa 30 6,39 6 1,4 1372 99 7.4
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Shannon 26 6,5 >4 16 1,234 143 7,4
Maxi 32 8,66 6,6 1,2 1372 91 7,4
Qu::g?::ks 30 35,93 8 <1 1608 84 7,4
Sussy 22 11,21 6,2 14 1,412 115 7,4
Petite Fleur 32 9,69 / <1 1,391 86 74
Santoval 40 12,2 >8 41 0,395 129 7,4
Deep Red Devil | 2° 6,56 > 1 1,164 116 7,3
Spok 28 11,62 61 <1 1,372 91 7,4
Majestix 35 10,59 5,8 1,9 1,111 131 7,4
Dorette 16 7,1 58 11 1,432 221 7,3
Janosch 33 9,21 6,8 <1 1,236 77 7,4
Morla 41 508 8 5,6 1,491 121 7.4
Morelka 29 11,51 6,2 <1 1,539 170 7,4
Douwina 30 6,09 6,8 2 1,529 128 7,4
Baden Baden 29 9,08 5,6 1,7 1,525 102 7,4
Sourire 38 8,03 6,6 2,8 1,275 106 7,4

Le Niro 36 10,23 6,7 1,7 1,515 108 7,4
Flake 33 2,61 6,8 1,5 1,486 105 7,4
Weltentdecker 37 9,45 74 <1 1,463 152 7,1
Colorado 29 10,04 6,2 <1 1,205 120 7,4
Cocolina 41 7,56 7,5 13 1619 80 7,4
Dine 38 10,63 54 7,2 1211 292 7,4
Miss Jaq o Bel 37 4,43 > 1,6 1,689 83 7,3
Rosenstolz 37 5,43 5 1,2 1,694 79 7,4
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FuBnoten

2 ELISA Kit for Matrix Metalloproteinase 2 (MMP-2), Cloud Clone Corp., 23603 W. Fernhurst
Dr., Unit 2201, Katy, TX 77494, USA

b ELISA Kit for Matrix Metalloproteinase 8 (MMP-8), Genorise Scientific Inc., PO Box 70
Glen Mills, PA 19342 USA

¢ ELISA Kit for Tissue Inhibitors of Metalloproteinase 1 (TIMP-1), Cloud Clone Corp., 23603
W. Fernhurst Dr., Unit 2201, Katy, TX 77494, USA

d ELISA Kit for Tissue Inhibitors of Metalloproteinase 2 (TIMP-2), Cloud Clone Corp., 23603
W. Fernhurst Dr., Unit 2201, Katy, TX 77494, USA

¢ ELISA Kit for Interleukin 1 beta (IL-13), Cloud Clone Corp., 23603 W. Fernhurst Dr., Unit
2201, Katy, TX 77494, USA

"ELISA Kit for Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a), Cloud Clone Corp., 23603 W. Fernhurst
Dr., Unit 2201, Katy, TX 77494, USA

¢ELISA microplate reader, Tecan Group Ltd., Seestrasse 103, 8708 Mannedorf, Switzerland

Finanzierungsquellen

Diese Studie wurde von der Gesellschaft fir Pferdemedizin (GPM) finanziert.

Interessenskonflikte

Trotz der finanziellen Unterstitzung durch die GPM besteht kein Interessenskonflikt.

Datenverfugbarkeit

https://www.fu-berlin.de/sites/open_access/refubium/index.html
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