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EINLEITUNG 1

I EINLEITUNG

Heutzutage stellt die zeitweise oder komplette Boxenhaltung mit Heufitterung
eine weit verbreitete und Ubliche Unterbringung von Pferden dar. Auffallig ist,
dass in den letzten Jahrzehnten mit Zunahme dieser Haltungsform auch die Zahl
der chronischen Atemwegserkrankungen bei Pferden deutlich anstieg. In
unseren Breiten gilt die chronisch obstruktive Bronchitis (COB) des Pferdes als
die haufigste, nicht infektiose Erkrankung des Respirationstrakts. Grundlage der
COB stellt eine allergische Uberempfindlichkeitsreaktion der Atemwege dar, von
welcher mehr als 50% der adulten Pferde betroffen sind. Die genaue Atiologie
der Krankheit ist bis heute nicht vollstandig geklart, jedoch gelten als relevante
Ausloser vor allem organische Staube, Schimmelpilzsporen und bakterielle
Endotoxine, wie sie meist in Heu- oder Strohstaub vorkommen. Zwar konnten in
den vergangenen Jahren die Diagnostik verbessert und einige neue
Erkenntnisse zur Pathogenese erlangt werden, trotzdem beschrénkt sich die
konventionelle Therapie der COB bis heute auf die alleinige Bekdmpfung der
Symptome mit Hilfe von Entzindungshemmern, Bronchodilatatoren und
Schleimldsern.

KLIER und Mitarbeitern war es 2011 gelungen, auf immunologischer Ebene in
das Krankheitsgeschehen der COB einzugreifen. Mit der inhalativen
Verabreichung von nanopartikular gebundenen Cytosin-Phosphat-Guanin-
Oligodeoxynukleotide (CpG-ODN) konnte die Entstehung einer allergischen
Uberempfindlichkeitsreaktion und somit eine bestehende klinische Symptomatik
reduziert werden (KLIER et al., 2011).

Ausgewahlte, unmethylierte CpG-ODN, welche in der Natur hauptsachlich in
prokaryotischer DNA vorkommen, stellen fir das Immunsystem der Sauger
potentielle Krankheitserreger dar. Somit kann mit der Verabreichung von
synthetisch hergestellten, CpG-ODN eine bakterielle oder virale Infektion
simuliert und eine spezifische Thl-Immunantwort provoziert werden. Gleichzeitig
wird die allergisch bedingte Th2-Antwort des Immunsystems herunterreguliert
und der klinischen Auspragung einer Uberempfindlichkeitsreaktion vorgebeugt.

Um die, gegenuber ubiquitaren Nukleasen anfélligen CpG-ODN zu schiitzen,
werden Gelatinenanopartikel (GNP) als molekulares Tragersystem eingesetzt.
Die Partikel werden mit den DNA-Molekilen beladen und verbessern zudem
deren Aufnahme in die Zielzellen des Immunsystems.

Durch die Kombination von CpG-ODN mit spezifischen Allergenen konnten
SENTI und Mitarbeiter bereits 2009 vielversprechende Erfolge bei der
Behandlung der allergischen Rhinitis und des allergischen Asthmas beim
Menschen verzeichnen. Der hyposensibilisierende Effekt durch die wiederholte
Gabe spezifischer Allergene wird durch die gleichzeitige Verabreichung der CpG-
ODN dahingehend unterstitzt, dass die, fir die allergenspezifische
Immuntherapie wichtige Thl-Immunantwort durch die DNA-Sequenzen provoziert
wird. Somit kann eine erhebliche und langerfristige Verbesserung der klinischen
Symptomatik bei den Probanden erzielt werden.

Ziel dieser Studie war es den therapeutisch wirksamen Effekt von inhalativ
verabreichten CpG-ODN, basierend auf den positiven Ergebnissen von KLIER
und Mitarbeitern (2011), zu bestétigen. Zudem sollte untersucht werden, ob die
Wirkung durch die kombinierte Inhalation von spezifischen Allergenen und CpG-
ODN potenziert werden kann. Durch die Dosissteigerung der inhalierten
Allergene sollte ein hyposensibilisierter Effekt erzielt werden. Die CpG-ODN
sollten diesen Effekt unterstiitzen und somit zu einer klinischen Besserung der
Symptome fuhren.



2 LITERATURUBERSICHT

I LITERATURUBERSICHT

1. Chronisch respiratorische Erkrankungen des Menschen

Ebenso wie die COB des Pferdes stellen das Asthma bronchiale und die COPD
des Menschen chronische Atemwegserkrankungen dar, welche durch
rezidivierende Obstruktionen, Hyperreagibilitat und entziindliche Prozesse der
unteren Atemwege gekennzeichnet sind (LECLERE et al., 2011). Eine weitere
Ubereinstimmung der Krankheiten bei Pferd und Mensch besteht im
Vorhandensein von krankheitsassoziierten Genvarianten (EWART und
ROBINSON, 2007). Trotz der Klinischen Vergleichbarkeit der Erkrankungen
lassen die jeweilige Art der Entzindung und Unterschiede bei den dabei
beteiligten Zellen und Mediatoren auf unterschiedliche pathologische
Mechanismen schlie3en.

1.1 Das humane Asthma

Laut der ,Global Initiative for Asthma“ (GINA) stellt das humane Asthma
bronchiale eine Atemwegshyperreagibilitat auf Grund von chronisch eosinophil-
entzindlichen Veranderungen der Atemwege dar, welche auch in anfallsfreien
Intervallen vorhanden sind. Bei akuten Fallen besteht zusatzlich eine spontane
oder unter Therapie reversible Atemwegsobstruktion. Das klinische Bild ist
charakterisiert von wiederkehrenden, variablen Episoden mit Kurzatmigkeit,
Brustenge, Husten und giemenden Atemgerauschen, die meist nachts oder in
den frihen Morgenstunden auftreten (GINA, 2012).

Unterteilt wird die Erkrankung nach ihrer grundsatzlichen Genese in das
extrinsische, allergische Asthma oder das intrinsische, nichtallergische Asthma
(KROEGEL, 2002). In der Kindheit oder der frihen Jugend ist das extrinsische
Asthma deutlich haufiger. Hierbei kommt es nach Exposition des Patienten
gegenuber Umweltallergenen zu einer IgE-vermittelten  allergischen
Sofortreaktion vom Typ | (GINA, 2012). Im Gegensatz dazu manifestiert sich das
nichtallergische Asthma meist im hdheren Alter als Folge eines respiratorischen
Infekts (KROEGEL, 2002). Weitere Trigger koénnen Schadgase, kalte und
trockene Luft, kérperliche Anstrengung oder psychischer Stress darstellen.

Zusatzlich werden weitere Formen, wie das anstrengungs- und
analgetikaassoziierte oder das néachtliche (nokturale) Asthma beschrieben,
welche jedoch nicht die Ursache, sondern den Ausldser, bzw. den Zeitraum
gehaufter klinischer Beschwerden beschreiben (KROEGEL, 2002).

Aus pathologischer Sicht ist heutzutage eine der Erkrankung zugrundeliegende
primar entzindliche Veranderung der Atemwege sicher. Bei dieser komplexen
inflammatorischen Reaktion sind tber 100 verschiedene Entziindungsmediatoren
beteiligt (GINA, 2012). Vorherrschende Zellen sind hierbei eosinophile
Granulozyten, Th2-Lymphzyten und aktivierte Mastzellen (GINA, 2012). Durch
die Zunahme der CD4'-T-Lymphozyten (Th2-Helferzellen) kommt es zur
Degranulation von Mastzellen. Spezifische Zytokine (IL-4, IL-5, IL-9, IL-13)
werden freigesetzt und steuern die Eosinophilie, ebenso wie die IgE-Produktion
(GILLISSEN, 2006).

Letztendlich fuhrt die Uberempfindlichkeit auf inhalative Antigene oder auf
unspezifische Reize Uber einen vagalen Reflex oder indirekt Uber
Mediatorenfreisetzung insbesondere aus Mastzellen (Histamin, Prostaglandin
D2, Leukotriene) und eosinophilen Granulozyten (Leukotriene) zu einer
Bronchokonstriktion (EMPEY et al., 1976).
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Therapeutisch wird heute, auf Grund der primér entziindlichen Genese, initial mit
antiinflammatorischen Mitteln und B,-Sympathomimetika behandelt, um eine
Fibrosierung des subepithelialen Bereichs der Atemwege zu verhindern
(KROEGEL, 2002).

1.2 Die chronic obstructive pulmonary disease (COPD) des Menschen

Heutzutage stellt die COPD die vierthaufigste Todesursache beim Menschen
weltweit dar (GOLD, 2013). Von der ,Global Initiative for Chronic Obstructive
Lung Disease“ (GOLD) wurde sie als eine persistierende und progressiv
verlaufende Einengung der Atemwege beschrieben, die immer mit einer
gesteigerten, chronischen Entzindungsreaktion des Respirationstrakts
verbunden ist. Ausgel6st wird die inflammatorische Reaktion durch schéadliche
Partikel oder Gase (Zigarettenrauch, Asbest, Cadmium, Getreidestaub, Staub im
Kohle- und Goldbergbau, Schwefeldioxid, Stickoxid, Ozon) in der Atemluft
(GILLISSEN und RICHTER, 2002). Mit dieser Definition wird eine Abgrenzung
zum Asthma bronchiale deutlich.

Klinisch zeigt sich die Erkrankung in chronisch fortschreitender Dyspnoe, Husten
und Schleimproduktion (WIRTZ, 2002). AuRerdem kommen fir COPD-Patienten
ein erheblich erhdhtes Risiko eines Herzinfarktes, Angina pectoris, Osteoporose,
respiratorischer Infekte, Frakturen, Depressionen, Diabetes, Schlafstérungen,
einer Andmie oder eines Glaukoms hinzu (GOLD, 2013).

Durch die chronische Irritation durch Schadgase kommt es bei der COPD zu
einem Umbau des respiratorischen Epithels mit Vergro3erung der submukdsen
Drisen, Untergang von Clara-Zellen (Surfactant-Produktion) und Reduzierung
submukdser Azini (GILLISSEN und RICHTER, 2002). Eine weitere bedeutende
Veranderung ist der Aufbau von, physiologisch in den kleinen Atemwegen nicht
vorhandenen Becherzellen, welche fir die Ubermalige Schleimproduktion
verantwortlich sind.

Im Gegensatz zum humanen Asthma stehen bei der COPD neutrophile
Granulozyten, = CD8'-T-Helferszellen  (Thil-Helferzellen) und  aktivierte
Alveolarmakrophagen im Vordergrund des Entziindungsgeschehens (WELTE et
al., 2002). Als wichtigste zellulare Mediatoren fungieren hier IL-8, was
chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten wirkt, TNF-a, durch welchen
proinflammatorische Proteine und Enzyme, inklusive IL-8, synthetisiert werden,
Leukotrien B4 und reaktive Sauerstoffmetaboliten (WELTE et al., 2002).

Der Verlust der Lungenfunktion ist bei der COPD im Vergleich zum humanen
Asthma nicht reversibel. Auch resultiert die Obstruktion bei diesem Krankheitsbild
in erster Linie aus der UbermaRigen Schleimproduktion (WIRTZ, 2002).

2. Die chronisch obstruktive Bronchi(oli)tis (COB) des Pferdes
2.1 Aktuelle Terminologie

2.1.1 Definition COPD/RAO/Heaves/COB

Unter dem deutschen Begriff der chronisch obstruktiven Bronchitis, bzw.
Bronchiolitis (COB) und den englischen Termini RAO (,recurrent airway
obstruction) und ,Heaves“ wird heute eine chronisch-reversible und nicht
infektiose, entzindliche Atemwegserkrankung erwachsener Pferde verstanden
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(LEGUILLETTE, 2003). Charakteristisch fir die COB ist eine reversible
Obstruktion der Atemwege, welche aus Schleimhautschwellung, Hyper- bzw.
Dyskrinie und Bronchospasmus besteht (FEY, 2006a).

Die Bezeichnung COPD (,chronic obstructive pulmonary disease) gilt heute als
veraltet. Sie wurde in der Vergangenheit sowohl in der Literatur, als auch in der
Praxis sehr allgemein fur eine entzindliche, nicht infektiose Erkrankung der
unteren Atemwege beim Pferd verwendet (ROBINSON, 2006). Urspriinglich
sollte die COPD anhand eines erhdhten intrathorakalen Drucks und gleichzeitiger
Senkung des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks objektiv diagnostizierbar sein
(MCPHERSON und THOMSON, 1983). Allerdings riickte durch das Fehlen von
internationalen  Richtlinien, was Messgrofien und  Grenzwerte  zur
Schweregradbestimmung betrifft, und durch die methodisch aufwéandigeren
Untersuchungen die objektive Bestimmung der Krankheit in den Hintergrund
(FEY, 2006a)

Bei einem internationalen Seminar Uber chronische Atemwegserkrankungen des
Pferdes im Jahr 2000 wurde letztlich der Begriff COPD durch die Bezeichnung
RAO ersetzt. Es sollte dadurch eine Differenzierung zur humanen COPD
verdeutlich werden. Zwar dominieren sowohl bei der humanen, als auch bei der
equinen COPD die neutrophilen Entziindungszellen im Tracheobronchialsekret,
weshalb der Terminus aus der Humanmedizin Gbernommen wurde, jedoch
stellten sich im Laufe der Jahre deutliche Unterschiede in der Pathogenese und
dem Krankheitsverlauf heraus (ROBINSON, 2006). Die COPD beim Menschen
gilt als progressive Erkrankung, welche trotz Beseitigung der Ursachen
(insbesondere Zigarettenrauch) stetig, wenn auch langsamer, fortschreitet
(ROBINSON, 2001a). Beim Pferd dagegen gilt die Obstruktion der Atemwege als
reversibel (ROBINSON, 2006). Durch konsequente, dauerhafte Staubvermeidung
in der Umgebung des erkrankten Pferdes und eventuell zeitweise
medikamentdse Therapie kann das Krankheitshild deutlich und dauerhaft
verbessert werden, vorausgesetzt es besteht noch kein Lungenemphysem (FEY,
2006a). Somit ahnelt die equine COPD eher dem humanen Asthma, als der
humanen COPD (ROBINSON, 2001a).

Fur die Diagnosestellung der RAO wurden auf dem Arbeitstreffen der
Pneumologen genaue Voraussetzungen bestimmt. Somit muss ein Pferd mit
RAO bei einer Provokation mit entsprechenden Umweltreizen (organische
Staube) eine deutliche Verschlechterung der Symptomatik zeigen (ROBINSON,
2001a). Diese sogenannte Exazerbation wurde anhand von Messgrof3en und
Grenzwerten definiert. Gleichzeitig muss nach der Provokation, unter
anschlielRend dauerhaft staubarmer Umgebung und eventueller Verabreichung
von Bronchodilatoren, das klinische Bild einer Remission zu erkennen sein
(ROBINSON, 2001a).

Der deutsche Begriff der chronisch obstruktiven Bronchitis steht sinngeman fir
das gleiche Krankheitsbild wie der Begriff RAO. Allerdings wird durch die
deutsche Bezeichnung die Erkrankung hinsichtlich Dauer, Lokalisation und
beziuglich der entziindlichen Genese praziser benannt (FEY, 2006a). Bei
korrekter Bezeichnung sollte jedoch der Terminus Bronchiolitis verwendet
werden, da sich die Erkrankung initial in den Bronchioli abspielt (FEY, 2006a).

2.1.2 Definition IAD/SPAOPD

Die Abgrenzung der geringgradigen, bzw. asymptomatischen COB von der
Inflammatory Airway Disease (IAD) gestaltet sich haufig schwierig bis unmdglich



LITERATURUBERSICHT 5

(ROBINSON, 2001a). Laut einem Konsensuspapier des American College of
Veterinary Internal Medicine (ACVIM) bedarf es wenigstens eines
Leistungsmangels und/oder Husten mit/ohne vermehrtem Trachealsekret, einer
nicht infektiosen Entzindung der Atemwege und einer verminderten
Lungenleistung, um die Diagnose IAD zu stellen (COUETIL et al., 2007). Der
entscheidende Unterschied zur COB ist das Fehlen einer Atemwegsobstruktion
in Ruhe (COUETIL et al., 2007).

Obwohl die Erkrankung am haufigsten bei jungen Rennpferden nach dem
Einstieg ins Training gefunden wird, ist auch eine IAD des A&lteren Pferdes
beschrieben (ROBINSON, 2006). Eine Studie von WOOD und Mitarbeiter
(2005b) zeigt, dass die Anzahl der neu an IAD erkrankten Pferde mit dem Alter
sinkt.

Die genaue Entstehung der IAD ist bis heute nicht restlos gekléart, wird aber als
multifaktorielles Geschehen beschrieben. Sehr wahrscheinlich besteht ein
Zusammenhang mit dem Alter, der Nutzung, der Fitterung, vorangegangenen
Infektionen und der Umwelt des Pferdes (COUETIL et al., 2007). Es ist méglich,
dass das Krankheitshild der IAD die Antwort auf persistierende virale oder
bakterielle Infektionen, auf belastungsinduziertes Lungenbluten oder auf die
Inhalation von Stall- und Umweltstduben darstellt (WOOD et al., 2005a;
AINSWORTH wund CHEETHAM, 2010). Die am haufigsten aus dem
Tracheobronchialsekret isolierten Bakterienspezies sind Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus, Staphylococcus pneumoniae, Actinobacillus equuli und
Pasteurella spp. (ROBINSON, 2006; AINSWORTH und CHEETHAM, 2010).
Somit ware die sinkende Inzidenz bei alteren Pferden auf eine ausgereifte
Entwicklung des Immunsystems zurickzufiihren. Insgesamt wurde die
Pathogenese bei erwachsenen Pferden jedoch nur wenig untersucht. Es konnten
bei Lungenfunktionsuntersuchungen alterer Pferde deutliche obstruktive
Veranderungen des Respirationstrakts ohne klinische Anzeichen in Ruhe
ermittelt werden (ROBINSON, 2006). Fraglich ist jedoch, ob diese Form der IAD
eine frihe Form der COB, bzw. RAO darstellt. Der Zusammenhang zwischen
beiden Krankheiten ist nicht genau geklart, jedoch scheint es durchaus mdglich,
dass Pferde, die in jungem Alter an IAD erkranken spater das Krankheitshild der
COB entwickeln (ROBINSON, 2011).

Klinisch kénnen betroffene Pferde durch Leistungsminderung, intermittierenden
Husten oder mukopurulenten Nasenausfluss auffallen (COUETIL et al., 2007).
Haufig ist der Krankheitsverlauf jedoch subklinisch. Bei der allgemeinen
Untersuchung erweist sich die Auskultation meist als physiologisch, wobei
erkrankte Pferde eine erhdhte Atemfrequenz und abdominal verstarkte
Atemtatigkeit zeigen konnen (AINSWORTH und CHEETHAM, 2010). Im
Gegensatz dazu befindet sich die interpleurale Druckdifferenz allerdings stets im
Normbereich (COUETIL et al., 2007).

Das diagnostische Vorgehen sieht zu Anfang das Ausschliel3en einer bakteriellen
oder viralen Entziindung vor. Im weiteren Verlauf ist die Tracheobronchoskopie
mit der Gewinnung einer bronchoalveolaren Lavage (BAL) das Mittel der Wahl.
Die zytologische Untersuchung der BAL zeigt einen Anstieg der Mastzellen (>
2%) und der eosinophilen Granulozyten (> 1%) (COUETIL et al., 2007). Um mit
Sicherheit die COB klinisch von der IAD zu unterscheiden, besteht die
Moglichkeit der natirlichen Provokation. Werden Pferde mit IAD qualitativ
schlechtem Heu ausgesetzt, entwickeln sie moglicherweise eine Neutophilie der
Atemwege oder vermehrt Husten, jedoch keine Dyspnoe, wie es bei Pferden mit
COB der Fall ware (COUETIL et al., 2007).
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Da die genaue Pathogenese der IAD bis heute ungeklart ist wird als Behandlung
primar eine staubfreie Aufstallung empfohlen. Bakterielle
Atemwegserkrankungen sollten, nach Anlegen eines Antibiogramms aus
Trachealsekretproben stets mit geeigneten Antibiotika behandelt werden
(AINSWORTH und CHEETHAM, 2010). Unterstitzend koénnen auch
Kortikosteroide und Bronchodilatatoren wirken (ROBINSON, 2011).

Neben der IAD stellt die Summer Pasture-Associated obstructive pulmonary
Disease (SPAOPD) ein weiteres, schwer von der COB abzugrenzendes
Krankheitsbild dar. Die Erkrankung tritt ausschlie3lich bei erwachsenen Pferden
auf, welche auf der Koppel gehalten werden. Die klinischen Anzeichen &hneln
stark denen der COB und treten nur im spaten Frihling, Sommer und friihen
Herbst auf (SEAHORN und BEADLE, 1993). Im Winter zeigen diese Pferde eine
vollstdndige Remission mit nahezu kompletter Symptomfreiheit (MCGORUM und
DIXON, 1999). Werden jedoch, an SPAOPD erkrankte Pferde qualitativ
schlechtem Heu oder Stroh ausgesetzt, ist die zusatzliche Entwicklung einer
COB mdglich (DIXON et al., 1995a).

Auf Grund der groRen symptomatischen Ahnlichkeit zur COB wird bei der
SPAOPD ebenfalls von einer Hyperreagibilitéat der Atemwege auf Pollen und/oder
auf in der Natur vorkommende Schimmelpilze ausgegangen (MCGORUM und
DIXON, 1999). Dagegen spricht allerding eine Studie von SEAHORN und
Mitarbeitern (1997), nach welcher kein signifikanter Anstieg von Pollen- oder
Schimmelpilz-spezifischen IgG oder IgE bei Pferden mit SPAOPD festzustellen
ist.

Wie auch bei der COB entwickeln Pferde mit SPAOPD eine Neutrophilie der
Atemwege mit Schleimhautschwellung, vermehrte Produktion von Mukus im
Atemwegslumen und eine daraus resultierende Dyspnoe (COSTA et al., 2000).
Die klinischen Anzeichen entsprechen denen der COB und sind gekennzeichnet
von auskultatorisch pathologischen Gerauschen wie Giemen oder Knistern, von
chronischem Husten und Nasenausfluss und bei schweren Fallen von
Nusternblahen in Ruhe und verstarkt abdominaler Atmung mit Ausbildung einer
Dampfrinne (MCGORUM und DIXON, 1999).

Das diagnostische Vorgehen bei der SPAOPD entspricht dem der COB. Der
entscheidende Unterschied ist die bei der Anamnese zu erfragende Saisonalitat
der auftretenden Symptome. Die klinisch-pathologischen Veranderungen missen
nach der Aufstallung, vor allem im Winter nahezu restlos verschwinden. Die
fortlaufende Diagnostik wird unterstitzt durch weiterfihrende Untersuchungen
wie der Blutgasanalyse, der Tracheobronchskopie oder der TBS- und/oder BAL-
Zytologie.

Therapeutisch steht bei dieser Erkrankung, im Gegensatz zur COB, das
Verbringen des betroffenen Pferdes in einen Stall an erster Stelle. Es sollte auf
Grasfutterung und staubige Einstreu verzichtet werden (AINSWORTH und
CHEETHAM, 2010). Ebenso sollte es vermieden werden, das Pferd mit
trockenem Heu oder Stroh in Kontakt zu bringen. Wie auch bei der COB kdnnen
Kortikosteroide und Bronchodilatatoren zur Verminderung der Symptome
beitragen (MCGORUM und DIXON, 1999).

2.2 Epidemiologie

Das Krankheitshild der COB wird weltweit beschrieben. Am héaufigsten tritt die
Erkrankung jedoch in der ndrdlichen Hemisphare auf, da hier zum einen die
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Stallhaltung dblich, zum anderen die Heuqualitdt auf Grund von nassen
Witterungsverhaltnissen oft mangelhaft ist (MAIR und DERKSEN, 2000). In zwei
Schweizer Studien an unterschiedlichen Pferdepopulationen wurde eine
Pravalenz von 54% ermittelt (BRACHER et al., 1991; FEIGE et al., 2002). Somit
stellt die COB in unseren Breiten mit Sicherheit die haufigste nicht infektiose
Erkrankung des Respirationstrakts dar.

Uberwiegend betroffen sind Pferde mittleren Alters (7-15 Jahre) oder Alter
(AVIZA et al., 2001; AINSWORTH, 2010). Zudem kann eine deutlig:he Zunahme
der Krankheitszeichen mit steigendem Alter beobachtet werden (LEGUILLETTE,
2003).

Auffallig ist das familiar gehaufte Auftreten der wiederkehrenden
Atemwegsbeschwerden, was in zahlreichen Studien bewiesen wurde (GERBER
et al., 2008). Diese Tatsache lasst auf eine genetische Préadisposition schlieRen.
Bei Nachkommen eines an COB erkrankten Elterntiers, ist die Wahrscheinlichkeit
ebenfalls zu erkrankten 3-fach erhoht, bei zwei betroffenen Elternteilen steigt
diese sogar auf das 5-fache an (GERBER et al.,, 2008). Es ist Forschern
gelungen, Mikrosatelliten in der Nahe des IL-4-Rezeptor-Gens auf Chromosom
13 zu identifizieren, welche mit COB-Symptomen der Nachkommen des
betroffenen Pferdes in Zusammenhang stehen (JOST et al., 2007; GERBER et
al.,, 2008). Unterstitzt wird diese Erkenntnis durch die gleichermalZen
vorhandene Kopplung des IL-4-Rezeptor-Gens des Menschen mit dem Auftreten
des humanen Asthmas (EWART und ROBINSON, 2007).

2.3 Atiologie

Bis heute ist die genaue Atiologie der COB nicht restlos geklart. Sicher ist
allerdings, dass nicht nur ein einzelnes Agens, sondern eine Vielzahl von
Faktoren die Genese der Erkrankung beeinflusst. Als &atiologisch relevant gilt eine
spezifische Hyperreagibilitat auf organische Staube, Schimmelpilzsporen und
bakterielle Endotoxine, was somit eine allergische Reaktion auf definierbare
Antigene darstellt (KLEIN und DEEGEN, 1986b; LECLERE et al.,, 2011). Im
weiteren Verlauf der Erkrankung besteht zusatzlich eine relativ unspezifische
Uberempfindlichkeit der Atemwege auf irritierende Reize (ROBINSON et al.,
1996). In diesem Stadium wird die Krankheit schon durch alltagliche Gase (z.B.
Ammoniak, Kohlendioxid) oder Staube (z.B. in der Reithalle, Futter)
aufrechterhalten. Diese auslosenden Faktoren lassen sich durch die zumindest
zeitweise Ubliche Stallhaltung und Heufltterung in unseren Breiten kaum
vermeiden (FEY, 2006b). Als Ursache fir solch eine erhdhte spezifische und
unspezifische Reaktionsbereitschaft der Atemwege auf fir den Kérper an sich
ungefahrliche Bestandteile der Atemluft, werden virale, bakterielle oder parasitére
Infektionen im Initialstadium der COB diskutiert (SASSE, 1995). Dadurch kann
durch mangelnde Regeneration des Flimmerepithels und des Epithels der
Bronchi und Bronchioli neben einer Hyperreagibilitdit auch ein verminderter
Selbstreinigungsmechanismus (Clearance) des Atemwegepithels zurtickbleiben
(FEY, 2006b).

Der Staub in Pferdestallen setzt sich aus lber 50 verschiedenen Arten von
Schimmelpilzen, einer groBen Anzahl an Futtermilben, Endotoxinen und
anorganischen Bestandteilen zusammen (CLARKE, 1993; WOODS et al., 1993).
Folglich besteht dieser Staub aus einer Vielzahl von Antigenen, von denen unter
Umstéanden jedes einzelne eine Atemwegsentziindung bei empfanglichen
Pferden auslosen oder verschlimmern kann (HALLIWELL et al., 1979;
MCGORUM et al.,, 1998). Zusatzlich konnte bewiesen werden, dass eine
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Kombination aus Endotoxinen und Schimmelpilzbestandteilen die pathologische
Reaktion der Atemwege potenziert (PIRIE et al., 2003b).

Die wichtigste Rolle fir die Hyperreagibilitat der Atemwege scheinen sowohl der
Schimmelpilz Aspergillus fumigatus als auch die thermophilen Aktinomyceten
Thermoaktinomyces vulgaris und Faenia rectivirgula (friher: Mikropolyspora
faeni) zu spielen (MCPHERSON und THOMSON, 1983; DERKSEN et al., 1988;
MCGORUM et al., 1993c, SCHMALLENBACH et al., 1998). Studien haben
gezeigt, dass die alleinige Inhalation einer wassrigen Losung aus Schimmelpilz-
und Aktinomyceten-Antigenen zwar zu einem Anstieg an Neutrophilen
Granulozyten im Bronchoalveolarsekret fihrt, jedoch nicht das volle
Krankheitshild einer COB auslost (DERKSEN et al., 1988, MCGORUM und
DIXON, 1993). Ebenso konnte auch bei der einzelnen Inhalation von
Endotoxinen keine signifikante Reaktion der Atemwege im Vergleich zur
Inhalation einer salinen Losung beobachtet werden (PIRIE et al., 2001, 2003a).
Die volle Auspragung des Krankheitshilds einer COB erfordert zumindest die
Inhalation eines Staubgemisches, wie es bei Heu oder Stroh vorkommt
(MCGORUM et al., 1993c; PIRIE et al., 2002a; KLEIBER et al., 2005). Dies kann
sowohl durch eine natirliche Exposition, als auch durch Verneblung erreicht
werden.

2.4 Pathogenese

Die entscheidende Rolle bei der Pathogenese der COB spielen obstruktive
Veranderungen der Atemwege. Zu Grunde liegen diesen Verdnderungen drei
grundsatzlich voneinander zu trennende Pathomechanismen, welche beim
einzelnen Patienten meist gleichzeitig, jedoch in unterschiedlichem Grad
auftreten und therapeutisch differenziert zu betrachten sind (FEY, 2006b). Zum
einen wird die Verengung der Bronchien durch Bronchospasmen und der
Ansammlung von Ubermé&Rig, unphysiologisch zusammengesetztem Sekret
verursacht (ROBINSON et al., 1996). Zum anderen tragt die
Schleimhautschwellung, sei es durch ein entziindliches Odem oder durch
zellulare Infiltrate hervorgerufen, erheblich zur Einengung der Atemwege bei
(DERKSEN, 1993). Ebenfalls zu einer, tber das Mal verdickten Schleimhaut
fuhrt eine Hyper- und Metaplasie des Epithels (SCHOON und DEEGEN, 1983;
KAUP et al., 1990; LECLERE et al., 2011).

Im Falle eines fortgeschrittenen Krankheitsverlaufs mit zunehmender
Atemwegsobstruktion kann es zu einer Art Ventilfunktion der Bronchioli kommen.
Wahrend der Inspiration wird der Thorax und mit ihm auch die Bronchioli aktiv
geweitet, um den Stromungswiederstand der Atemluft zu Uberwinden (FEY,
2006b). Die Luft gelangt inspiratorisch noch relativ leicht bis an die Alveolen, wird
aber exspiratorisch, durch das abschnittsweise VerschlieRen der zuflihrenden
Atemwege, eingeschlossen. Dieses Kollabieren und anschlieRend maogliche
Verkleben der kleinsten Atemwege mit kaudalem Einschluss der Luft, fihrt zum
Phanomen des ,air trapping“ (DEEGEN und MULLER, 1983). Die Alveolen
werden UbermaRig gebléht (alveolares Emphysem) und es kann durch
ZerreiBungen der Alveolarsepten und elastischen Fasern der Lunge zum
irreversiblen Lungenemphysem kommen (SCHOON und DEEGEN, 1983;
LECLERE et al., 2011).
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2.4.1 Bronchospasmus

Als Hauptursache fur die Atemwegsobstruktion wird von einer Konstriktion der
glatten Bronchialmuskulatur ausgegangen, da die Gabe von Bronchodilatatoren
zu einer deutlichen Besserung der obstruktiven Anzeichen fuhrt (ROBINSON et
al., 1996). Diese UbermaRig starke und/oder anhaltende Kontraktion der glatten
Bronchialmuskulatur besitzt den gréten Effekt im Bereich der nicht mehr rundum
knorpelgestutzten kleinen Atemwege (FEY, 2006b). Die Bronchokonstriktion stellt
eigentlich einen physiologischen Abwehrmechanismus des Kérpers dar, durch
welchen verhindert werden soll, dass potentiell pathogene Partikel bis in den
Alveolarbereich eingeatmet werden (DERKSEN und ROBINSON, 2002). Als
zentraler Ausloser des Bronchospasmus kommt nach ROBINSON und
Mitarbeitern (1996) eine Hyperreagibilitdt der Atemwege in Betracht (ROBINSON
et al., 1996). Eine Hyperreagibilitit bedeutet die vermehrte Bereitschaft der
Atemwege, auf fir den Koérper an sich ungeféhrliche Noxen, mit einer starken
Verengung des Bronchialdurchmessers zu reagieren (DERKSEN und
ROBINSON, 2002).

Die Erregung sogenannter ,irritant receptors® (schnell adaptierende
Reizrezeptoren), einer von drei Rezeptortypen in der Schleimhaut die flr den
Hustenreflex verantwortlich sind, fuhrt zu einer Aktivierung des N. vagus mit
folgender Acetylcholinfreisetzung (ROBINSON, 2011). Die Folge ist eine
Stimulation der muskarinergen Rezeptoren der glatten Muskulatur und somit eine
Bronchokonstriktion (DERKSEN und ROBINSON, 2002). Aktiviert wird dieses
System zum einen durch inhalierte Noxen wie Staub und Schadgase (z.B.
Ammoniak), zum anderen durch Entziindungsmediatoren, Histamin und andere
biogene Amine (KLEIN und DEEGEN, 1986b; DERKSEN und ROBINSON,
2002). Entziindungen im Bereich der luftleitenden Wege legen diese ,irritant
receptors® frei und machen diese angreifbarer fur Entziindungsmediatoren
(DEEGEN et al., 1987).

Diese chronische Kontraktion der glatten Muskulatur der Atemwege fiihrt sowohl
zur Hyperplasie als auch zur vermehrten Proliferation der Myozyten und somit zu
einer irreversiblen Einengung des Atemwegslumens (FEY, 2006b).

2.4.2 Hyper- und Dyskrinie

Im Zuge des entzundungsbedingten Umbaus des Bronchialepithels kommt es zu
einer GroBenzunahme und Vermehrung der Becherzellen bis in die Bronchioli
und einer Abnahme der Clara-Zellen (ROBINSON et al., 1996). Die Folge ist eine
vermehrte Produktion von unphysiologisch zusammengesetztem Sekret (FEY,
2006b). Physiologischerweise besteht die Schleimschicht der Atemwege aus
zwei Phasen. Direkt dem Epithel aufgelegen befindet sich die serdse Solschicht,
in welcher die Zilien reibungslos vor und zurick gleiten kénnen. Dieser
aufgelagert befindet sich die mukdse, klebrige Gelschicht, in welcher inhalierte
Partikel und Zelldetritus festgehalten werden (FEY, 2006b). Bei jeder oral
gerichteten Bewegung tauchen die Spitzen der gestreckten Zilien in die
Gelphase ein und transportieren diese zusammen mit den anhaftenden Partikeln
nach kranial (FEY, 2006b). Beim Zurlckgleiten ziehen sich die Zilien in die
Solschicht zurick und gelangen ohne groRen Wiederstand in ihre
Ausgangsposition.

Durch die Hyper- und Dyskrinie kann es sowohl zu einem Ungleichgewicht
zwischen Sol- und Gelphase, zugunsten der Gelphase, als auch zu einer
mechanischen Schadigung des (berlasteten Flimmerepithels kommen
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(ROBINSON et al.,, 1996). Die Folge ist eine erhebliche Einschrankung der
mukoziliaren Clearence mit Sekretansammlungen in Trachea und Bronchien.

24.3 Schleimhautschwellung

Die unphysiologische Dicke der Schleimhaut in den Atemwegen, wie sie bei der
COB vorkommt, bedingt eine zusétzliche, oft erhebliche Einengung des
Atemvolumens (FEY, 2006b). Verursacht wird diese Schwellung zum grof3en Teil
durch ein entzundliches Odem. Ebenso fiihrt die Infiltration der Submukosa durch
Lymphozyten, Mastzellen und Plasmazellen zu einer Weitung der
Interzellularspalten und Verdickung der Schleimhaut (ROBINSON, 2001a).
Histologisch zeigen sich bei fortgeschrittenen Erkrankungsfallen meist
lymphozytare peribronchiolare Infiltrate, die in einer Fibrose enden kdnnen
(ROBINSON et al., 1996).

Da es momentan pathogenetisch nicht zu entscheiden ist, ob die COB
regelmafig durch eine Ubermafige spezifische Reaktion des Immunsystems
ausgeldst wird oder allein durch unspezifisch wirksame Abwehrmechanismen
aufrechterhalten wird, geht die chronisch obstruktive Bronchitis nicht tber eine
symptomatische Diagnose hinaus (FEY, 2006b).

2.5 Klinisches Bild

Die Symptome der equinen COB sind je nach Haltungs- und Umweltbedingungen
sehr variabel. Meist entwickelt sich das Krankheitsbild schleichend und mit
progressivem Charakter. Allerdings sind auch akute Erkrankungsfalle
beschrieben (MCPHERSON und THOMSON, 1983). Bei einem milden Verlauf
der Krankheit sind flr den Besitzer oftmals keine oder sehr unspezifische
Anzeichen, wie Leistungsmangel oder einzelne Hustensttf3e zu Beginn der
Arbeit (sog. ,Abhusten) zu bemerken (MAIR und DERKSEN, 2000). Dabei
scheint die Atmung kaum verandert und die Lungenauskultation kann
physiologisch sein (FEY, 2006b).

Eine schlechte Staubqualitat und-quantitat in der Umgebung kann innerhalb
weniger Stunden eine drastische Verschlechterung der Symptome hervorrufen
(LECLERE et al., 2011). Kennzeichnend flir solch eine Exazerbation ist die
Obstruktion der Atemwege, welche hauptsachlich durch Bronchospasmus
verursacht wird (ROBINSON, 2001a). Folge dieser Bronchialobstruktion ist eine
deutliche, initial exspiratorische, spéater gemischte Dyspnoe mit doppelschlagiger
Ausatmung (MAIR und DERKSEN, 2000). Da im Bereich der kleinen Atemwege
zu grof3e Einengungen bestehen, muss die Ausatemluft endexspiratorisch mit
Hilfe der Bauchdecke aktiv aus der Lunge gepresst werden, was sich dann als
biphasische Exspiration darstellt. (FEY, 2006b). Bei lAngerem Bestehen der
exspiratorischen Atembeschwerden kommt es zur Hypertrophie des Musculus
obliquus externus abdominis und des Musculus rectus abdominis und somit zur
Ausbildung einer ,Dampfrinne® (AINSWORTH, 2010). Ebenfalls zu beobachten
ist ein atemsynchrones Hervortreten des Afters (sog. ,Afteratmung®), was bei der
Ausatmung durch das aktive Auspressen der Luft aus der Lunge verursacht wird
(MAIR und DERKSEN, 2000). Wahrend eines fortgeschrittenen
Krankheitsverlaufs kommt es schon bei der Inspiration, durch die hochgradige
Verengung der Luftvege zu einem erheblichen, von der Atemluft zu
uberwindenden, Widerstand. Um diesem entgegen zu wirken muss der
Unterdruck im Thorax verstarkt werden, was sich klinisch in geweiteten Nuistern
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und inspiratorisch hervortretenden Rippen auf3ert (sog. ,Zwischenrippenatmung®)
(AINSWORTH, 2010). Begleitet werden diese klinischen Anzeichen meist von
regelmafigen, vereinzelten oder anfallsartigen Hustenstéf3en (LECLERE et al.,
2011). Bei der klinischen Untersuchung konnen neben einer erhohten
Atemfrequenz auskultatorisch oft pathologische Gerausche wie Hiemen, Giemen,
Rasseln oder Knistern auffallen (LEGUILLETTE, 2003). Nasenausfluss wird
meist intermittierend in serdser bis mukopurulenter Qualitdt beobachtet (MAIR
und DERKSEN, 2000). Besteht eine hochgradige Dyspnoe uber langere Zeit ist
ebenfalls eine starke Abmagerung mdoglich (MAIR und DERKSEN, 2000).

In sehr seltenen und schweren Fallen treten bei betroﬁenen Pferden ein Cor
pulmonale mit Pulsation der Jugularvene und ventralen Odemen auf (DIXON,
1978; SAGE et al., 2006).

2.6 Immunologische Hintergrinde

2.6.1 Th1/Th2-Hypothese

T-Helferzellen der spezifischen Immunantwort, auch adaptive oder erworbene
Immunantwort genannt, sind in der Lage zwei unterschiedliche Zytokinmuster zu
produzieren. MOSMANN und Mitarbeiter (1986) unterschieden anhand der
Expression dieser gegenlaufigen Zytokinprofile am murinen Modell erstmals Th1-
und Th2-Lymphozyten, welche sich wie alle T-Helferzellen durch ein CD4-
Antigen (CD4+) auf ihrer Zelloberflache auszeichnen. Eine entscheidende Rolle
fur die Ausbildung der jeweiligen Immunantwort stellt die Stimulierung naiver T-
Helferzellen (ThO-Zellen) in Zusammenhang mit dem vorherrschenden
Zytokinmilieu dar (LUNN und HOROHOV, 2010). So differenzieren sich ThO-
Zellen unter dem Einfluss von IL-12 und IFN-y zu Th1-Lymphozyten, wohingegen
IL-4 und IL-10 die Produktion von Th2-Lymphozyten férdern (LUNN und
HOROHOV, 2010). Die Immunantwort der Thl-Zellen ist gekennzeichnet durch
die Produktion von IFN-y, IL-2 und Tumornekrosefaktor-B (TNF-B) und der
daraus resultierenden Aktivierung von Makrophagen und Stimulierung der B-
Lymphozyten zur Produktion von Antikdrpern des Isotyps IgG2a (LUNN und
HOROHOV, 2010). Die zellvermittelte Thil-Immunantwort stellt die
Bekampfungsreaktion auf intrazellulare Infektionen (Bakterien, Viren) dar und
steht gleichzeitig mit verschiedenen Autoimmunkrankheiten in Zusammenhang
(LUNN und HOROHOV, 2010). Im Gegensatz zur Thl-Immunantwort
produzieren Th2-Zellen vor allem die Mediatoren IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13
(LUNN und HOROHOV, 2010). Zur Folge hat dieses Zytokinmuster die
Aktivierung der humoralen Immunitat mit Antikérperproduktion vom Subtyp IgA,
IgE und IgG1 (LUNN und HOROHOV, 2010). Neben der Beteiligung bei der
Entstehung von Hypersensitivitatsreaktionen wird der Th2-Immunantwort auch
eine entscheidende Rolle bei der Resistenz gegen extrazellulare Parasiten, wie
beispielsweise die intestinalen Helminthen, zugeschrieben (LUNN und
HOROHOV, 2010). Da IgE-Antikdrper in erster Linie zur Bekdmpfung parasitérer
Infektionen produziert werden, wird die Schiene der Th2-Immunanwort
insbesondere an der Schleimhaut des Respirations- und Gastrointestinaltrakts
eingeschlagen, da diese Gewebe durch den Kontakt zur AuRenwelt besonders
empfanglich fur Parasiteninvasionen sind (LUNN und HOROHOV, 2010).

Zusétzlich zur Stimulierung der entsprechenden Immunreaktion besitzen die Th1l-
und Th2-Zytokine eine gegenseitige regulatorische Wirkung. Im Besonderen IFN-
y und IL-10 supprimieren die Ausbildung des jeweils anderen Zytokinprofils
(LUNN und HOROHOV, 2010). Um die Immunantworten im Gleichgewicht zu
halten und insbesondere autoimmunen wund allergischen Reaktionen
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entgegenzuwirken, besitzen regulatorische-T-Zellen (Treg), welche eine
zusatzliche Population von CD4'-T-Zellen darstellen, ebenfalls eine
supprimierende Wirkung (LUNN und HOROHOV, 2010). Dieser Mechanismus
beruht gleichermalRen auf der Ausschittung spezifischer immunregulatorischer
Zytokine wie dem IL-10 und dem transformierenden Wachstumsfaktor B (TGF-B)
(LUNN und HOROHOV, 2010).

Insgesamt ist eine Thl/Th2-Balance von entscheidender Bedeutung um das
immunologische Gleichgewicht zu bewahren und immunlogischen Krankheiten,
wie Allergien und Autoimmunreaktionen, vorzubeugen (KLINE, 2007).

2.6.2 Immunologie der COB

Bis heute werden die immunpathologischen Vorgange der COB kontrovers
diskutiert. Verschiedene Studien beweisen, dass die Inhalation von organischen
Stauben bei betroffenen Pferden zu einer Th2-Immunantwort mit IgE-vermittelter
Degranulation von Mastzellen fuhrt (AINSWORTH und CHEETHAM, 2010).
Gestitzt wird diese Hypothese sowohl von dem Nachweis einer erhdhten
Transkription von mRNA fiir IL-4 und IL-5 und Reduktion der mRNA fir IFN-y in
BAL-Zellen, als auch von dem Anstieg Antigen-spezifischer IgA-, IgE- und
Histamin-Konzentrationen in der BAL-Flissigkeit und dem vermehrte Auftreten
von Antigen-spezifischen IgE-Antikrpern im Serum von COB-Pferden
(HALLIWELL et al., 1993; MCGORUM et al.,, 1993b; LAVOIE et al., 2001;
CORDEAU et al., 2004; AINSWORTH und CHEETHAM, 2010). Im Gegensatz
dazu konnten AINSWORTH und Mitarbeiter (2003) keinen Unterschied in der
Zytokinexpression bei Pferden in Exazerbation im Vergleich zu Kontrollpferden
nachweisen. Stattdessen stellte diese Arbeitsgruppe eine erhéhte mRNA-
Expression fur IFN-y und IL-8 bei erkrankten Pferden wahrend einer chronischen
Phase fest, was gegen eine alleinige Th2-Uberreaktion spricht (AINSWORTH et
al., 2003). Genauso konnte gezeigt werden, dass in der BAL-FlUssigkeit
erkrankter Pferde ebenfalls Antigen-spezifische Antikérper vom Isotyp IgGa und
IgGb vermehrt vorkommen, welche nicht mit einer Th2-Immunantwort kompatibel
sind (HALLIWELL et al., 1993).

KLEIBER und Mitarbeiter (2005) konnten nach der Provokation von
Krankheitsschilben kein bestimmtes Zytokinmuster bei betroffenen Pferden
erkennen. Stattdessen war die Expression aller untersuchten Zytokine (IL-4, IL-5,
[I-13, IFN-y), sowohl in Blut-, als auch in BALF-Lymphozyten, herunterreguliert
(KLEIBER et al., 2005). Auch HOROHOV und Mitarbeiter (2005) stellten ein
gemischtes Zytokinprofil, abhéngig von der Phase der COB, fest. Zu Beginn der
Erkrankung bilden COB-Pferde eine typische Th2-Immunantwort auf vorhandene
Allergene aus, wohingegen mit zunehmender Dauer und Chronizitat vermehrt IL-
8 und IFN-y produziert werden (HOROHOV et al., 2005).

Fur das proinflammatorische und chemotaktisch wirkende IL-17 konnte ebenfalls
eine entscheidende Beteiligung am Pathomechanismus der COB nachgewiesen
werden (DEBRUE et al., 2005). Das von Th17-Zellen, welche erst in jlingster Zeit
als dritte Subklasse der T-Helferzellen entdeckt wurden, produzierte Zytokin wirkt
sowohl auf die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten ins Atemwegslumen, als
auch auf die Sezernierung proinflammatorischer Zytokine stimulierend (z.B. IL-6
und IL-8) (DEBRUE et al., 2005; SCHMIDT-WEBER, 2008).

Vergleicht man die COB mit dem allergischen Asthma des Menschen, fallt die
gemeinsame chronische Atemwegsentziindung mit Atemwegshyperreagibilitat
und Atemwegsobstruktion auf. Beide Phéanotypen lassen sich durch
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Allergenkontakt provozieren und zeigen eine Reversibilitdt nach Meidung der
auslésenden Noxe (HOROHOQV et al., 2009).

Neben diesen Ubereinstimmungen bestehen bei der COB des Pferdes einige
Merkmale, welche einer Typ-I-Uberempfindlichkeitsreaktion wie sie beim
humanen Asthma auftritt, widersprechen. So tritt beim Asthma nach
Allergenexposition der IgE-vermittelte Bronchospasmus innerhalb weniger
Minuten auf, wohingegen bei der COB eine Verzogerung der Klinischen
Symptomatik von Stunden bis Tagen besteht (ROBINSON, 2011). Da zusatzlich
nur eine geringe Korrelation zwischen dem Nachweis von Allergie-vermittelndem
IgE und der klinischen Ausbildung einer COB besteht und die Typ-I-
Effektorzellen, die Mastzellen, eine nur untergeordnete Rolle in der Pathogenese
besitzen, ist eine alleinige Typ-l-Uberempfindlichkeitsreaktion unwahrscheinlich
(LEGUILLETTE, 2003; HOROHOV et al., 2009; AINSWORTH und CHEETHAM,
2010). Ebenso spricht gegen diesen Uberempfindlichkeitstyp die Tatsache, dass
die vorherrschenden Entziindungszellen im Atmungstrakt bei der COB, nicht wie
beim humanen Asthma die eosinophilen Granulozyten, sondern die neutrophilen
Granulozyten sind, welche durch das IL-8 angelockt werden (LEGUILLETTE,
2003; AINSWORTH und CHEETHAM, 2010).

Allerdings konnen auch bei schweren und chronischen Asthmaféllen erhéhte
Neutrophilenzahlen auftreten (HOROHOQV et al., 2009). Zudem wird eine weitere
Form des Asthmas beschrieben, welche durch eine akute Entziindung und dem
Vorherrschen von neutrophilen Granulozyten und proinflammatorischen
Zytokinen, wie dem IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-a, gekennzeichnet ist (HOROHOV et
al., 2009).

Grundsatzlich wird heutzutage bei dem immunologischen Geschehen der COB
von einer gestorten Th1l/Th2-Balance mit einer Verschiebung zur Ubermafigen
Th2-Antwort und einer verzégerten, IgE-unabhangigen Typ-IV-Immunreaktion
ausgegangen (HOROHOQV et al., 2009).

2.6.3 Uberempfindlichkeitsreaktionen

Als Allergien werden Immunmechanismen bezeichnet, welche sich entgegen
ihrer eigentlichen Bestimmung und meist in Uberschielendem Malie gegen
spezifische, exogene Antigene, sogenannte Allergene, richten und so zur
klinischen Erkrankung fuhren (LUNN und HOROHOV, 2010). Richtet sich diese
Hypersensitivitatsreaktion des Immunsystems gegen korpereigene (endogene)
Antigene, so wird dies als Autoimmunkrankheit bezeichnet und von der Allergie
abgegrenzt (LUNN und HOROHOV, 2010).

Auch in der Veterinarmedizin wurde im Laufe der Zeit die humanmedizinische
Einteilung der Allergien in vier Typen Gbernommen. GELL und COOMBS (1963)
(GELL und COOMBS, 1963) unterschieden dabei AntikOrper-vermittelte
Immunreaktionen (Typ I-lll) von Antikdrper-unabhangigen, Zell-vermittelten
Reaktionen (Typ V).

Im Falle der allergischen Komponente der COB konnten einige Autoren bei
Pferden in Exazerbation eine erhohte mRNA-Transkription fir spezifische
Zytokine (IL-4, IL-5) in BAL-Zellen, einen Anstieg Antigen-spezifischer IgA-, IgE-
und Histamin-Konzentrationen in der BAL-Flissigkeit und erhohte IgE-Titer im
Serum nachweisen, was alles fiir eine Typ-1 Uberempfindlichkeitsreaktion spricht
(HALLIWELL et al., 1993; MCGORUM et al., 1993b; LAVOIE et al., 2001;
CORDEAU et al., 2004; AINSWORTH und CHEETHAM, 2010). Dem gegenuber
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stehen Studien, bei welchen kein spezifisches Zytokinmuster, jedoch Antigen-
spezifische Antikdrper vom Isotyp IgGa und IgGb in der BAL-Flissigkeit
nachgewiesen wurden (HALLIWELL et al., 1993; KLEIBER et al., 2005). Diese
Erkenntnisse sprechen fur eine Allergie des Typ-lll. HOROHOV und Mitarbeiter
(2009) beschreiben das allergische Geschehen der COB als eine Mischung aus
einer verspateten Typ-l Reaktion und einer IgE-unabhéngigen Typ-IV Reaktion.

2.6.3.1 Typ-l Allergie

Die Uberempfindlichkeitsreaktion vom Typ-I gilt als eine Reaktion vom Soforttyp
und wird auch als ,Klassische® Allergie bezeichnet (LUNN und HOROHOV,
2010). Hierbei treten die klinischen Symptome sehr schnell, innerhalb von
Sekunden bis Minuten nach Allergenkontakt auf (LUNN und HOROHOV, 2010).

Im Rahmen der immunologischen Antwort werden bei diesem Allergietyp B-
Lymphozyten dber das IL-4 aus Th2-Zellen zur Produktion von IgE angereqt,
welches spezifisch fur ein, an sich ungefahrliches Allergen ist (BROIDE, 2001).
Die antigenspezifischen IgE binden Uber den hoch affinen Fce-Rezeptor | (FceRI)
an Mastzellen und fuhren nach Kreuzvernetzung durch ein passendes Antigen
zur Degranulation und Mediatorenfreisetzung (u.a. Histamin, Heparin, Tryptasen)
(BROIDE, 2001). Zusatzlich fuhrt dieser Mechanismus zur Synthese von
Arachidonséuremetaboliten, wie bestimmten Leukotrienen und Prostaglandinen,
aber auch zur Transkription spezieller Zytokine (u.a. IL-4, IL-5, IL-13, TNF-a)
(BROIDE, 2001). Diese Entziindungsmediatoren sind fur die allergische
Sofortreaktion verantwortlich, stellen jedoch gleichfalls die Basis fur die
verzogerte Form der Typ-l Allergie, die sogenannte Spatreaktion (ca. 8-12
Stunden spater) dar (BROIDE, 2001; LUNN und HOROHOV, 2010). So steigert
Histamin die lokale Durchblutung und fuhrt durch Exsudation von Plasma zu
Odemen (LUNN und HOROHOV, 2010). Aktivierte Matrixmetalloproteinasen
bewirken eine lokale Gewebsdestruktion, wohingegen Leukozyten durch TNF-a
chemotaktisch angelockt werden (LUNN und HOROHOV, 2010).

Wie die Mastzellen besitzen auch aktivierte eosinophile und basophile
Granulozyten den FceRI und sind so in gleichem MalRe an der Reaktion beteiligt
(LUNN und HOROHOV, 2010). Deren Produktion wird Uber das IL-5 aus Th2-
Zellen stimuliert und die Expression der Rezeptoren durch die Aktivierung tber
Chemokine und Zytokine angeregt (LUNN und HOROHOV, 2010).

Neben dem Fce-Rezeptor | existiert ein weiterer, zu IgE niedrig affiner Rezeptor,
genannt CD23 (oder FceRIl), welcher auf B-Lymphozyten, Monozyten,
eosinophilen Granulozyten, Thrombozyten und follikular dendritischen Zellen
lokalisiert ist (LUNN und HOROHOV, 2010). Durch die Interaktion von IgE und
dem Rezeptor CD23 kommt es zu einer Steigerung der zellularen und humoralen
Immunantwort auf spezifische, an IgE gebundene Antigene (LUNN und
HOROHOV, 2010). Beim Pferd konnte eine stimulierende Wirkung des IL-4 auf
die Expression des CD23 nachgewiesen werden (LUNN und HOROHOV, 2010).

Insgesamt steigert eine erhohte Menge an IgE die Auspréagung IgE-spezifischer
Rezeptoren auf Mastzellen und basophilen Granulozyten (BROIDE, 2001).
Mehrere Studien lieferten den Nachweis dafir, dass IgE-knock-out Mause vier-
bis funfmal weniger FceRI auf Mastzellen und bis zu dreimal weniger CD23
Rezeptoren auf B-Lymphozyten ausbilden (BROIDE, 2001).

Die klinische Auspragung der Uberempfindlichkeitsreaktion hangt von der Menge
der vorhandenen IgE, der Menge des Allergens und der Art des
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Allergenkontaktes ab (LUNN und HOROHOV, 2010). Gelangt ein Allergen direkt
in den Blutkreislauf (Bsp. iatrogen verursacht) oder wird sehr schnell enteral
resorbiert, so kann es zu einer systemischen Anaphylaxie mit folgendem
anaphylaktischem Schock kommen (LUNN und HOROHOV, 2010). Im
Gegensatz dazu fihrt die Inhalation eines Allergens oder der Kontakt mit der
Haut nur zu einer lokalen Entziindung mit Quaddelbildung, Rétung, Ausbildung
eines Ekzems oder Urtikaria bei systemischer Reaktion (LUNN und HOROHOV,
2010). Typische Beispiele fir eine Typ-lI Allergie beim Menschen sind die
allergische Rhinitis oder das allergische Asthma, beim Pferd die saisonal
rekurrierende  atopische Dermatitis (Culicoides Hypersensitivitat oder
Sommerekzem).

2.6.3.2 Typ-lll Allergie

Diese Uberempfindlichkeitsreaktion resultiert aus der Entstehung von Antigen-
Antikorper-, bzw. Immunkomplexen (LUNN und HOROHOV, 2010). Die Antigene
liegen im Blutkreislauf gelost und, im Verhéltnis zu Antikérpern, im Uberschuss
vor (LUNN und HOROHOV, 2010) Somit kénnen nur kleine Immunkomplexe
gebildet werden, welche sich in BlutgefaBwanden und Geweben ablagern (LUNN
und HOROHOQOV, 2010).

Die Bildung von Immunkomplexen stellt eine physiologische Reaktion des
Immunsystems auf Antigene dar. Ist das Verhaltnis zwischen Antigen und
Antikorper ausgeglichen oder zu Gunsten der Antikorper verschoben, bilden sich
groRe Immunkomplexe, welche leicht durch die Aktivierung des
Komplementsystems Uber das retikulo-endotheliale System neutralisiert werden
kénnen (LUNN und HOROHOV, 2010).

Abgelagerte Immunkomplexe aktivierten sowohl das Komplementsystem, als
auch Fc-Rezeptor tragende Zellen, was zu einer Entziindungsreaktion fiihrt, die
je nach Entstehungsort lokal (Arthusreaktion: beispielsweise nach subkutaner
Injektion) oder systemisch (z.B. ,Serumkrankheit’) verlduft (LUNN und
HOROHOQV, 2010).

Das klassische Beispiel der Typ-lll Hypersensibilitat stellt die sogenannte
,~Serumkrankheit dar, welche bei der Behandlung von Schlangenbissen beim
Menschen auftritt. Serum von Pferden, welche zuvor mit Schlangengift
immunisierten wurden, wird Menschen injiziert und I6st in diesem Organismus
eine adaptive Immunantwort aus (LUNN und HOROHOV, 2010). Verantwortlich
fur die Bildung anti-equiner-lgG sind verschiedene Bestandteile des Serums,
insbesondere die equinen Antikérper (LUNN und HOROHOV, 2010). Bei
wiederholter Gabe eines solchen Pferdeserums bilden sich Immunkomplexe,
welche sich in Gefalen, Gelenken und Nieren ablagern kénnen und so zu
Fieber, Urtikaria, Vasculitis, Arthritis und Glomerulonephritis fihren kdnnen
(LUNN und HOROHOV, 2010).

2.6.3.3 Typ-lV Allergie

Die Typ-IV Allergie stellt eine verzbgerte Immunreaktion dar, welche
Antikorperunabhangig und allein von Zellen, insbesondere T-Lymphozyten,
Monozyten und Makrophagen, vermittelt ist (LUNN und HOROHOV, 2010). Wird
ein Antigen Uber ein MHC-Klasse | prasentiert, so reagieren CD8'-T-
Lymphozyten und differenzieren zu zytotoxischen T-Zellen (JANEWAY und
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MURPHY, 2009). Durch diese Zellen werden sowohl die antigenprésentierenden
Zellen direkt abgetdtet, als auch spezifische Zytokine (IFN-y, TNF-a, TNF-B)
sezerniert, welche phagozytierende Zellen anlocken und aktivieren (JANEWAY
und MURPHY, 2009).

Zu dieser Gruppe der Uberempfindlichkeitsreaktion zahlen beispielsweise die
Kontaktallergien oder der diagnostische Tuberkulintest, bei welchem unter dem
regulierenden Einfluss einer Thl-lImmunantwort antigenspezifische T-
Gedachtniszellen gebildet werden (LUNN und HOROHOV, 2010).

2.6.4 Immunmodulation

Die Modulation des Immunsystems stellt eine bedeutende therapeutische
Mdglichkeit dar, um sowohl physiologische Immunantworten zu steigern, als auch
ein geschwéachtes Immunsystem zu unterstitzen oder UberschielRende
Immunreaktionen herunter zu regulieren (LUNN und HOROHOV, 2010). Somit
zahlen in diese Gruppe gleichermalRen stimulatorisch, wie auch suppressiv auf
das Immunsystem wirkende Stoffe (LUNN und HOROHOV, 2010).

2.6.4.1 Immunsuppressiva

Die wohl gelaufigste Gruppe der immunsuppressiv wirkenden Stoffe stellen die
Kortikosteroide dar. Als Steroidhormone der Nebennierenrinde besitzen sie
weitreichende Effekte sowohl auf die angeborene, als auch auf die adaptive
Immunabwehr (LUNN und HOROHOV, 2010). Lipidlésliche Kortikoid-Molekiile
diffundieren durch die Plasmamembran ihrer Zielzellen ins Zytosol und binden
dort an spezifische Steroid-Rezeptoren (LUNN und HOROHOV, 2010). Uber
diesen Hormon-Rezeptor-Komplex wird ein Hitzeschockprotein (Hsp90) vom
Rezeptor losgeldst und gibt eine DNA-bindende Region frei mit welcher der
Komplex im Zellkern an seine Promotorregion binden kann (LUNN und
HOROHOV, 2010). Durch diese Hormonsteuerung wird die Transkription des
spezifischen Gens und somit die Produktion von pro- oder antiinflammatorischen
Enzymen, Zytokinen und Proteinen aktiviert oder inhibiert (LUNN und
HOROHOV, 2010).

Neben den Kortikosteroiden werden ebenfalls zytotoxische Arzneistoffe, wie das
Azathioprin oder das Cyclophosphamid, zur Immunsuppression eingesetzt,
welche Uber die Blockierung der DNA- und RNA-Synthese die Vermehrung der
T- und B-Lymphozyten hemmen (LUNN und HOROHOV, 2010). HUMBER und
Mitarbeiter (1991) und MESSER und ARNOLD (1991) beschreiben den Einsatz
dieser Arzneimittel bei Pferden mit immunvermittelter hamolytischer Andmie und
Thrombozytopenie.

Als nicht-toxische, immunsuppressive Alternative kbnnen Derivate aus Bakterien
oder Pilzen, wie das Cyclosporin, verwendet werden (LUNN und HOROHOV,
2010). Cyclosporin bindet intrazellular an spezifische Proteine (Immunophiline)
und hemmt somit (Uber blockierte Sighalwege die Ausschittung
immunstimulierender Lymphokine und somit die Aktivierung und Vermehrung von
Lymphozyten (LUNN und HOROHOQV, 2010). Beim Pferd wir dieses Arzneimittel
nur zur topischen Anwendung bei okular-entziindlichen Erkrankungen, wie der
Keratitits oder Uveitis, verwendet (GRATZEK et al., 1995; GILGER et al., 2001).
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2.6.4.2 Immunstimulatoren

Immunstimulantien werden durch die Fahigkeit definiert, antigenunspezifische
humorale und zellvermittelte Abwehrmechanismen zu fordern (TIZARD, 1993).
Laut TIZARD (1993) wird dieser Mechanismus durch Makrophagen angeregt,
welche Uber die Phagozytose der Stimulansantigene aktiviert werden, somit
spezifische Zytokine freisetzen (Interferne, Interleukine, Tumornekrosefaktor) und
dadurch zu einer Steigerung der Phagozytoseaktivitat, Antikdrperproduktion und
Zytotoxizitat fuhren.

Korpereigene Produkte, welche zur unspezifischen Stimulierung des
Immunsystems eingesetzt werden kdnnen sind zum einen Immunglobuline,
welche in Form eines polyklonales Serums intravends verabreicht werden (LUNN
und HOROHOV, 2010). Deren Verwendung zur Therapie von
Autoimmunerkrankungen zeigte Erfolge, wobei der genaue Wirkmechanismus
nicht geklart ist (LUNN und HOROHOV, 2010). Zum anderen konnten positive
therapeutische Ergebnisse durch den Einsatz von Zytokinen beim Pferd
verzeichnet werden. Neben antiviralen und immunstimulierenden Eigenschaften
konnte dem Interferon-a (IFN-a) eine Verbesserung der klinischen Parameter bei
Rennpferden, welche an ,Inflammatory airway disease“ (IAD) litten,
zugeschrieben werden (MOORE et al, 1997). Die Verabreichung von
»Granulocyte-colony Stimulating Factor® (G-CSF) an neugeborene Fohlen, fihrt
zu einer kontinuierlichen, dosisabhéngigen Steigerung der Neutrophilen-Anzahl
mit Linksverschiebung, was bei der Behandlung einer Sepsis oder Endotoxamie
hilfreich sein kann (LUNN und HOROHOV, 2010).

Zur Behandlung von respiratorischen Erkrankungen und equinen Sarkoiden beim
Pferd kommen heutzutage unter anderem verschiedene bakterielle, virale oder
pflanzliche Produkte zum Einsatz (LUNN und HOROHOV, 2010). So zeigen
kleinste Bestandteile (muramyl dipeptide) von Mykobakterien immunologische
und als Adjuvanz geeignete Aktivitat (AUDIBERT und LISE, 1993). Abgetttete
und aufbereitete Propionibacterium acnes-Praparate tragen zur Kklinischen
Besserung bei chronisch-infektiosen Respirationserkrankungen bei und kénnen
ebenso prophylaktisch bei Stress (beispielsweise vor dem Absetzen oder einem
Transport) verabreicht werden (LUNN und HOROHOV, 2010). Weit verbreitet ist
ebenfalls die prophylaktische und/oder therapeutische Gabe von inaktivierten
Parapox ovis Viren bei bakteriellen oder viralen Infektionen (RUSH und
FLAMINIO, 2000). Die Wirkung beruht auf einer spezifischen Hullproteinstruktur,
welche die Aktivitat von NK-Zellen steigert und Makrophagen aktiviert (RUSH
und FLAMINIO, 2000).

Seit einigen Jahren wird der Einsatz spezifischer bakterieller DNA-Motive und
deren immunmodulatorischen Effekten mit groBem Interesse erforscht (s. |
Literaturtbersicht, Kap. 3.).

Pflanzliche Extrakte wie Echinacea (aus Echinacea angustifolia) oder
Acemannan (aus Aloe Vera) gelten ebenfalls als Immunstimulantien, wobei
letztere Uberwiegend zur Behandlung von Fibrosarkomen bei Katzen und
Hunden eingesetzt wird (RUSH und FLAMINIO, 2000).

2.6.4.3 Antigen-spezifische Inmunmodulation

Die wichtigste antigen-spezifische Modulation des Immunsystems stellt mit
Sicherheit die aktive und passive Immunisierung dar. Durch die aktive Impfung,
also die Verabreichung toter oder lebender Antigene oder DNA, wird eine
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Antigen-spezifische Immunantwort provoziert (LUNN und HOROHOV, 2010).
Dagegen werden bei der passiven Immunisierung lediglich spezifische Antikdrper
verabreicht (LUNN und HOROHOQV, 2010).

Eine weit verbreitete, vor allem in der Human- und Kleintiermedizin angewandte
Therapie zur Antigen-spezifischen Immunsuppression stellt die spezifische
Immuntherapie (SIT) oder auch Hyposensibilisierung dar. Ziel ist es die
Uberschielende Immunantwort auf ein spezifisches Antigen herunter zu
regulieren und eine angemessene Reaktion des Immunsystems zu erreichen
(LUNN und HOROHOV, 2010) Dies bedeutet beispielsweise bei einer Allergie
des Typ-Il, welche durch eine Th2-Immunantwort vermittelt ist, den Shift zur Th1-
Anwort und somit einen Isotypen-Switch von IgE zu IgG zu erzielen (JANEWAY
und MURPHY, 2009). Der genaue immunologische Mechanismus, durch
welchen bei der SIT eine klinische Besserung erreicht wird, ist bis heute unklar
(LOEWENSTEIN und MUELLER, 2009). Bewiesen ist allerdings eine veranderte
Reaktion der APCs, T-Lymphozyten und B-Lymphozyten (LOEWENSTEIN und
MUELLER, 2009). Bei Hunden mit atopischer Dermatitis konnte nach
abgeschlossener spezifischer Immuntherapie in den mononukledren Zellen des
Blutes (PBMCs) ein Anstieg der IFN-y mRNA ohne Veranderung der IL-4 mRNA
verzeichnet werden, was auf einen Thl-Shift der Immunantwort schlieRen lasst
(LOEWENSTEIN und MUELLER, 2009).

Beim Pferd treten Uberempfindlichkeitsreaktionen, wie die Culicoides
Hypersensitivitat oder die COB vermehrt auf, weshalb die Verabreichung
spezifischer Allergene in steigenden Dosen eine vielversprechende Mdglichkeit
zur Minderung der Klinischen Symptomatik darstellt (LUNN und HOROHOV,
2010). Voraussetzung hierfir ist die genaue ldentifikation des Allergens, gegen
welches die Hypersensibilitat gerichtet ist (LUNN und HOROHOV, 2010). Die
variierende Sensitivitat und Spezifitat der verfiigbaren Testmethoden beim Pferd
erschweren die Bestimmung der richtigen Allergene und somit auch den
Therapieerfolg (LUNN und HOROHOQOV, 2010).

Eine vielversprechende Entwicklung stellt die kombinierte Anwendung mit CpG-
Motiven dar, welche die Thl-Immunantwort fordert (SENTI et al., 2009). SENTI
(2009) konnte beweisen, dass die kombinierte Therapie beim Menschen zu
einem vielfach schnelleren Behandlungserfolg fiihrte, als die alleinige
Verabreichung spezifischer Allergene.

2.7 Diagnostik

2.7.1 Anamnese

Als wichtigster Teil der Diagnostik ist die Anamnese zu nennen. Neben dem
Alter, der Art der Aufstallung, Futterung, Nutzung und Leistungsbereitschaft des
Pferdes, kénnen so einige Hinweise auf die Art, Dauer und den Sitz der
Erkrankung erlangt werden. Weiterhin sind das Auftreten von Husten oder
Atemproblemen ebenso wie vorangegangene Infektionen genau zu erfassen.
Voraussetzung fur die Diagnose einer COB ist auf jeden Fall der Nachweis tber
den chronischen Verlauf der Erkrankung. Die Symptome missen seit mindesten
6 Wochen bestehen (FEY, 2006b). Typischerweise erkranken Pferde mittleren
Alters, mit einer Aufstallung auf Stroh und Fitterung mit Heu (AINSWORTH,
2010). Die Haltungsform (Box, Paddock, Weide, etc.) gibt zwar keine Hinweise
auf das Bestehen der Erkrankung, kann jedoch die Symptome deutlich
beeinflussen und somit die Beurteilung der aktuellen klinischen Anzeichen
konkretisieren.
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2.7.2 Allgemeine Untersuchung

Bei mittel- und hochgradig betroffenen Pferden ist schon bei der allgemeinen
Untersuchung eine stark ausgepragt Dyspnoe auffallig. Die Atemfrequenz ist
dann erhéht und auch auskultatorisch sind meist inspiratorisch und/oder
exspiratorisch pathologische Gerausche zu héren (MAIR und DERKSEN, 2000).
Ebenso zeigt sich meist bei einem fortgeschrittenen Krankheitsverlauf bei der
Lungenperkussion ein eventuelle erweitertes Lungenfeld nach caudo-ventral.

Schwieriger zu diagnostizieren ist die COB bei geringgradig erkrankten
Patienten, die oftmals nur wegen einer unspezifischen Leistungsminderung
vorgestellt werden. Das Allgemeinbefinden erscheint vollig ungestoért und die
Atemfrequenz bewegt sich meist im oberen Referenzbereich (MAIR und
DERKSEN, 2000). Hinweise auf einen chronischen Nasenausfluss geben
Depigmentierungen im Bereich der ventralen pigmentierten Nasenschleimhaut
(sog. ,Sekretrinnen®) (AINSWORTH, 2010). Da die meist unaufféllige allgemeine
Untersuchung bei geringgradig betroffenen Pferden leicht zur Unterschatzung
einer pathologisch verdnderten Lungenfunktion fuhrt, sollten schon bei der
Veranderung von nur einem Parameter weiterflhrende Untersuchungen
eingeleitet werden. (ROBINSON et al., 2000).

2.7.3 Untersuchung von Blutproben

Grundsatzlich sollte eine vendse Blutprobe entnommen und auf erhohte
Entziindungsparameter untersucht werden. Somit kdnnen infektiose Ursachen fir
die Atemwegsproblematik ausgeschlossen werden. Zusatzlich kann arterielles
Blut entnommen und der arterielle Sauerstoffpartialdruck (p,0O,), der arterielle
Kohlenstoffdioxidpartialdruck (paCOy) und die alveolo-arterielle
Sauerstoffpartialdruckdifferenz (A-aDO,) bestimmt werden. Hierdurch erhalt man
Auskunft Uber eine eventuelle partielle oder globale respiratorische Insuffizienz
(KLEIN und DEEGEN, 1986a). Da die Diffusionsgeschwindigkeit von CO, um ein
vielfaches hoher ist als die des O,, féllt zu Beginn einer Stérung im Ventilations-
Perfusions-Verhéltnis  zunédchst eine  Erniedrigung des p,0O, auf
(Partialinsuffizienz) (KLEIN und DEEGEN, 1986a). Bleibt  die
Gasaustauschstérung weiter bestehen, kommt es schlieBlich zum Anstieg des
PaCO, und somit zur Auspragung einer Hyperkapnie (Globalinsuffizienz). Um
dies zu kompensieren und vermehrt CO, abzugeben reagiert der Korper mit
Hyperventilation.

2.7.4 Tracheobronchoskopie mit TBS- und BAL-Analyse

In der Diagnostik kommt der Tracheobronchoskopie eine entscheidende Rolle zu.
In der Trachea werden Farbe und Feuchtigkeit der Schleimhaut, eventuell
vorhandenes Sekret nach Menge, Viskositat und Verteilung, ebenso wie die
Dicke der Bifurcatio tracheae beurteilt (GERBER et al., 2004). Aul3erdem werden
sonstige Auffalligkeiten genau notiert.

Das Sekret eines lungengesunden Pferdes ist insgesamt zell- und schleimarm,
sowie von Klarer, wassriger Konsistenz (DIECKMANN und DEEGEN, 1990).
Vereinzelt finden sich Alveolarmakrophagen und selten Neutrophile und
Lymphozyten (MAY und GEHLEN, 2009). Die zytologischen Untersuchungen von
TBS- oder BAL-Proben COB kranker Pferde ergeben meist einen typischen
Anstieg der neutrophilen Granulozytenzahl (TBS >30%, BAL >25%)
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(ROBINSON, 2001b; MAY und GEHLEN, 2009). Bei hochgradig erkrankten
Tieren konnen diese auch das komplette Zellbild der Proben dominieren.
Physiologisch haufig in den Proben 2zu sehen sind pulmonale
Alveolarmakrophagen. Steigt ihre Phagozytoseaktivitat an, bekommen sie durch
die Fullung des Zytoplasmas mit lichtbrechenden Vakuolen ein schaumiges
Aussehen (Schaumzellen oder schaumige Makrophagen) (MAY und GEHLEN,
2009). Ihr relativ vermehrtes Auftreten im Verhéltnis zur
Gesamtmakrophagenzahl, wird als Anzeichen fir einen verlangsamten
Sekrettransport aus den terminalen Lungeneinheiten interpretiert (DIECKMANN
und DEEGEN, 1990). Steigt die Anzahl der schaumigen Makrophagen jedoch
absolut an, so kann von einer verbesserten mukoziliaren Clearence, nach
vorangegangener Obstruktion und Bronchospasmus ausgegangen werden (MAY
und GEHLEN, 2009). Riesenzellen (Epitheloidzellen) stellen ebenfalls eine Art
Makrophagen dar, die auf erhdhte Phagozytoseaufgaben spezialisiert sind
(KRAUS, 1982). Meist treten sie bei gering- und mittelgradigen Erkrankungen der
Lunge im TBS auf (DIECKMANN und DEEGEN, 1990). Ebenfalls regelmafig im
TBS eines an COB erkrankten Pferdes vorkommend sind eingedickte
Sekretausgusse der terminalen Bronchioli, sog. Curschmann-Spiralen. Sie
weisen zum einen auf die Beteiligung der kleinen Atemwege, zum anderen auf
die verminderte mukoziliare Clearence und Bronchialobstruktion hin (DECONTO,
1983). In einer Probe vermehrt auftretende, spontan abgeschilferte Becherzellen
stellen ein morphologisches Korrelat zur Dyskrinie dar (BRUNNER und DIX,
1988). Das Auftreten von vermehrt eosinophilen Granulozyten im TBS und/oder
der BAL lasst auf eine parasitare Infektion schliel3en, kann aber auch bei der
Hypersensitivitatsreaktion im Zuge einer allergischen Bronchitis auftreten (HARE
und VIEL, 1998). In Zusammenhang mit diesen Zellen stehen die Charcot-
Leyden-Kristalle, die Zerfallsprodukte der eosinophilen Entziindungszellen
darstellen.

Insgesamt beschreiben viele Autoren, die fur die COB typische erhthte Anzahl
an neutrophilen Granulozyten sowohl im TBS, als auch in der BAL (DERKSEN et
al., 1985; DIXON et al., 1995a; DEBRUE et al., 2005). Im Vergleich zu Proben
aus proximalen Anteilen des Atmungstraktes enthalt die BAL-Fllssigkeit weniger
Epithelzellen, jedoch mehr Makrophagen und Lymphozyten, was laut NAYLOR
und Mitarbeiter (1992) die Entziindungsprozesse besser widerspiegelt.

2.7.5 Réntgenologische Untersuchung des Thorax

Die Rontgenuntersuchung des Thorax kann bei der Diagnostik der COB
zusatzliche Informationen Uber Art und Schweregrad der Erkrankung liefern.
Zudem ist sie ein unersetzliches Hilfsmittel, um andere Erkrankungen, wie
Tumore oder Abszesse auszuschlieBen (GEHLEN et al., 2009). Um den
kompletten Thorax rontgenologisch zu erfassen muss eine caudo-dorsale, eine
caudo-ventrale, eine cranio-dorsale und eine cranio-ventrale Aufnahme
angefertigt werden (GEHLEN et al., 2009). Bei der Beurteilung der Lunge werden
die Lungenstrukturen und die durch die Lunge Uberlagerten Strukturen zunéchst
getrennt betrachtet (KANGSTROM, 1968). Rontgenologisch sind bei der
chronisch obstruktiven Bronchitis eine Bronchienwandverdickung und - im Falle
eines Emphysems - weniger rontgendichte Areale mit ,honigwabenartigem®
Interstitium auffallig (KLEIN und OFFENEY, 1990; GEHLEN et al., 2009).
Verursacht werden die typischen Rdntgenbefunde zum einen durch
peribronchiale Infiltrate an den Bronchien, zum anderen durch die pathologischen
Luftansammlungen des Emphysems.
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2.7.6 Lungenfunktionsanalyse

Unter den Begriff der Lungenfunktionsanalyse fallen verschiedene, zum Teil
technisch sehr aufwandige Methoden, um die funktionelle Beeintrachtigung der
Lunge objektiv beurteilbar zu machen. Am haufigsten werden die Techniken der
Spirometrie und Interpleuraldruckmessung verwendet.

In der Vergangenheit wurden diverse Methoden entwickelt, um das
Atemzugvolumen und den Atemfluss bei Pferden zu messen. In der Regel
werden diese Parameter mittels Atemmaske bestimmt. Die &lteste Messeinheit
stellt das Staudruckrohr nach FLEISCH (1925) dar, welches die Druckdifferenzen
in Abhangigkeit vom Strémungsverlauf misst. Ohne Maske kommt die neuere
indirekte Impedanz-Spirometrie aus. Hierbei wir die elektrische Impedanz des
Thorax dem Atemvolumen zugeordnet (REINHARD et al., 1972). In neuester Zeit
werden Messgerate auf der Basis der Ultraschalltechnologie eingesetzt (BUESS
et al.,, 1993). Die Messung der Strémungsgeschwindigkeit basiert bei diesem
System auf der absoluten Laufzeitmessung von Ultraschallimpulsen, welche mit
bzw. gegen die Strémung wandern (BUESS et al., 1993).

Um eine noch bessere Aussage Uber die Lungenfunktion eines Pferdes treffen zu
kénnen wird die Spirometrie meist durch die Interpleuraldruckmessung erganzt.
Diese gilt als der diagnostisch bedeutsamste Parameter und bezeichnet die
Druckdifferenz zwischen maximaler Inspiration (niedrigster Druck) und maximaler
Exspiration (héchster Druck) (DEEGEN und KLEIN, 1987). Die fruher verwendete
sehr invasive, direkte Messmethode wird heute von der indirekten
Osophagusdruckmessung abgelést. An COB erkrankte Pferde zeigen im
Vergleich zu lungengesunden Pferden einen deutlich veranderten Verlauf des
Interpleuraldrucks, weshalb mit der Osophagusdruckmessung eine Erweiterung
der Diagnostik relativ leicht erreicht werden kann (KLEIN und DEEGEN, 1987,
DEEGEN und KLEIN, 1987). Wie bereits BOERMA und Mitarbeiter (1986)
beschrieben haben, entspricht der Druck im thorakalen Abschnitt des Osophagus
mit nur minimalen Abweichungen dem direkt durch Thoraxpunktion gemessenen
interpleuralen Druck, womit die Messung iber eine Osophagussonde durchaus
aussagekraftig ist und eine anerkannte Methode zur Bestimmung der
Druckschwankungen im Thorax darstellt (KLEIN und DEEGEN, 1987).

2.7.7 Allergiediagnostik

2.7.7.1 Diagnostische Provokationstests

Um die bronchiale Hyperreagibilitat eines erkrankten Pferdes zu diagnostizieren,
konnen verschiedene Provokationstests zum Einsatz kommen. Der einfachste
qualitative Nachweis beruht auf der natirlichen Exposition. Hierbei wird eine
klinische Reaktion des Organismus durch den Kontakt mit qualitativ schlechtem
Heu oder Stroh provoziert (MCGORUM et al., 1993c).

Soll jedoch eine quantitative Messung der Atemwegsreagibilitdt erfolgen, so wird
zwischen Provokationstest, welche die spezifische und solchen welche die
unspezifisch Reaktionsbereitschaft der Atemwege messen unterschieden. Durch
die Inhalation von ultraschallvernebelten Schimmelpilz- oder Milbenextrakten,
bakteriellen Lipopolysacchariden oder Suspensionen aus fraktioniertem
Heustaub oder Futterpellets wird die spezifische Reaktion auf ausgewdhlte
Antigene provoziert (MCPHERSON et al., 1979; MCGORUM et al., 1993c; FINK,
1998; PIRIE et al.,, 2001; PIRIE et al., 2002b; PIRIE et al., 2003b). Diese
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Methoden werden heutzutage meist zur Erforschung der COB-Atiologie
angewandt.

Zur Ermittlung der unspezifischen Reaktionsbereitschaft des betroffenen
Organismus werden Substanzen wie Histamin, Ipratropiumbromid, Metacholin
oder Zitronensaure inhaliert (ARMSTRONG et al., 1986; KLEIN und DEEGEN,
1986b; ROBINSON et al., 1993).

Sowohl quantitative, als auch qualitative Inhalations-Provokationstestmethoden
werden heute meist nur noch in Forschungseinrichtungen eingesetzt.

Einen weiteren in vivo Provokationstest stellt der Intrakutantest dar. Die
Untersuchungen mit diesem diagnostischen Verfahren flhrten in der
Vergangenheit zu kontroversen Ergebnissen. EVANS und Mitarbeiter (1992)
zeigten, dass durch einen Intrakutantest klinisch gesunde Pferde nicht
zuverlassig von COB kranken unterschieden werden koénnen. Trotz der
Verwendung verschiedener Konzentrationen von speziellen Allergenextrakten
konnten sie ein positives Ergebnis nicht mit der klinischen Apparenz
gleichsetzen. Somit bestimmen zum einen die Konzentration des verwendeten
Antigens und zum anderen die klinische Bedeutung des Antigens, ob die
Injektion eine falsch oder richtig positive Hautreaktion provoziert (EVANS et al.
1992). Ebenso konnten MCGORUM und Mitarbeiter (1993a) bei der Anwendung
des Tests keinen Unterschied zwischen klinisch gesunden und COB kranken
Pferden erkennen. Hierfur titrierten sie in einem Vorversuch die anzuwendende
Konzentration einer Schimmelpilz-Praparation an je acht klinisch gesunden und
COB kranken Pferden aus.

Gegen diese Erkenntnisse spricht eine Studie von HALLIWELL und Mitarbeiter
(1979), welche bei der Untersuchung zahlreicher Schimmelpilz-, Actinomyceten-,
und Staubpréparationen hoch signifikante Unterschiede zwischen gesunden und
an COB erkrankten Pferden nachwies. Neben diesen kontroversen
Untersuchungsergebnissen stellt die fehlende Standardisierung zur Herstellung
der Allergenpraparationen ein weiteres Problem dar (MORRIS und LINDBORG,
2003).

Insgesamt dient der Intrakutantest heutzutage, trotz variierender Methodik bei
Durchfiihrung und Beurteilung, teilweise der Auswahl spezifischer Antigene fir
eine Hyposensibilisierung (WONG et al. 2005b).

2.7.7.2 Der funktionelle in vitro Test (FIT)

Mit dem FIT war es KAUL (1989) gelungen einen in vitro Allergietest zu
entwickeln, welcher die Histaminfreisetzung aus basophilen Granulozyten
zuverlassig misst und quantifiziert. Zudem arbeitet der Test mit ,gewaschenem®
Vollblut und detektiert somit nur die zum Zeitpunkt der Untersuchung auf den
Effektorzellen lokalisierten Antikorper.

Der Test beruht auf dem Prinzip der Messung des freigesetzten Histamins aus
Typ-l Effektorzellen im Blut, im Verhdltnis zur maximal mdglichen
Histaminfreisetzung dieser Zellen. Hierfir werden die basophilen Granulozyten in
vitro mit dem zu testenden Allergen in unterschiedlichen Konzentrationen in
Kontakt gebracht. Wurden die basophilen Granulozyten in vivo sensibilisiert, d.h.
sind ausreichend spezifische Antikorper (hauptséchlich vom Isotyp IgE) auf deren
Oberflache gebunden, reagieren sie mit einer Histaminfreisetzung (ROHWER et
al., 2008).
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Die Menge des freigesetzten Histamins wird mittels Radioimmunoassay
quantifiziert und mit der Menge ins Verhdltnis gesetzt, welche durch
physikalische Freisetzung (Kochen der Zellen) oder durch Bindung eines
spezifischen Antikdrpers maximal erreicht werden kann. Die H6he des
Verhaltnisses gibt das Maf3 der Sensibilisierung der basophilen Granulozyten an
und entscheidet, ob ein Pferd in Bezug auf das getestete Allergen insgesamt als
sensibilisiert anzusehen ist.

Im Vergleich zu verschiedenen in vivo Provokationstests (Intrakutantest,
Inhalationstest), wie von MCGORUM und Mitarbeitern (1993a, 1993b) oder
KLEIN und DEEGEN (1986b) praktiziert, stellt der FIT eine sichere und
gquantitativ genau beurteilbare Methode mit einem hohen Maf3 an Spezifitdt und
Sensitivitdt dar. Den Pferden wird lediglich das Probenmaterial, im Normalfall
Blut, entnommen und so der belastende Kontakt mit eventuellen Allergenen
erspart.

2.7.7.3 Der Cellular Antigen Stimulations Test (CAST)

Bei diesem Test werden nach Stimulation der Leukozyten mittels Antigen die
neusynthetisierten Sulfido-Leukotriene quantitativ mit einem Immunoassay auf
ELISA-Basis bestimmt (RENZ et al. 2002). Ahnlich dem FIT kommt auch bei
diesem Test gewaschenes Vollblut als Probenmaterial zum Einsatz. Nachteilig
stellt sich hierbei die Tatsache dar, dass bei der 40-minltigen Inkubationszeit der
Zellen mit Antigen auch andere Zellen in gewissem Mal3 die zu untersuchenden
Mediatoren freisetzen konnen. Aus diesem Grund konnten BASELGIA und
Mitarbeiter (2006) in ihrer Studie nur einen Wert von 61% fir die richtig positiven
Testergebnissen ermitteln.

2.7.7.4 Serologischer Nachweis von IgE

Um spezifisches IgE aus dem Serum nachzuweisen stehen heutzutage diverse
kommerzielle, allerdings nicht spezifisch flur das Pferd entwickelte Tests zur
Verfugung. Die meisten dieser Verfahren arbeiten Uberwiegend mit humanen
polyklonalen Antikdrpern und stitzen ihre Aussagekraft auf die Kreuzreaktivitat
zwischen humanen und equinen Antikérpern (WONG et al. 2005a). LORCH und
Mitarbeiter (2001) konnten in einer Studie beweisen, dass der FceRlalpha-ELISA
gegeniuber zwei anderen untersuchten ELISAs im Vergleich zum Intrakutantest
am besten abschneidet. Insgesamt zeichnen sich jedoch alle drei Methoden
durch eine niedrige Sensitivitat aus und liefern keine verlasslichen Informationen
(LORCH et al. 2001).

2.8 Therapieformen

Das grundsatzliche Ziel der BehandlungsmafRnahmen besteht zum einen in der
Vermeidung von Exazerbationen und zum anderen in der Verbesserung der
klinischen Symptome mit Stabilisierung des COB-Patienten auf einem
zufriedenstellenden Niveau (FEY, 2006b).

28.1 Haltungsoptimierung

Die optimale Anpassung von Management und Futterung der Pferde stellt mit
Sicherheit den bedeutendsten Teil der Therapie bei der COB dar
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(LEGUILLETTE, 2003; AINSWORTH, 2010). Grundvoraussetzung ist die
Vermeidung jeglicher Staube, besonders Heu- und Strohstaub und stets
ausreichend frische Luft, sei es durch das andauernde Halten des Pferdes in
einem Offenstall oder auf der Weide oder aber durch Boxenhaltung in einem sehr
gut bellfteten Stall. Bei letzterem sollte bei der Art der Einstreu komplett auf
Stroh, ebenso wie auf Sagemehl verzichtet werden (alternativ: Papier- oder
Holzspane, Gummimatten, feuchter Torf) (ROBINSON et al., 2001). Es ist darauf
zu achten, dass die Einstreu so haufig gewechselt wird, dass Kkein
Ammoniakgeruch wahrnehmbar ist (FEY, 2006b). Neben der Stroheinstreu stellt
die Futterung von Heu ein groRes Problem dar. Bestenfalls wird die Raufitterung
auf Silage umgestellt oder komplett durch gepresste Futtermittel ersetzt
(Heucobs, Pellets) (LEGUILLETTE, 2003). Oftmals ist jedoch die Akzeptanz der
Pferde gegeniuber diesen Futtermitteln nicht zufriedenstellend oder deren
Beschaffung fir den Besitzer nicht realisierbar. Auch kdnnen Obstipationskoliken
oder Verhaltensprobleme entstehen, weshalb sich die meisten Besitzer fur das
Einweichen von Heu in Wasser entscheiden (FEY, 2006b). Wichtig ist dabei, das
zu verfiitternde Heu nicht nur mit Wasser zu benetzt oder zu Ubergiel3en,
sondern fur mehrere Stunden in einem geeigneten Gefald komplett einzuweichen
(ROBINSON et al., 2001). Ebenso sollte eventuell nicht staubfreies Kraftfutter
feucht verfuttert werden (FEY, 2006b).

Im Gegensatz zu akuten Bronchitiden ist bei der COB eine der individuellen
Leistungsfahigkeit angepasste Bewegung des Pferdes hilfreich, da hierdurch die
Clearencefunktion der Lunge und der Atemwege gesteigert wird (FEY, 2006b).

Zwar stellt die Haltungsoptimierung den wichtigsten Teil der COB-Therapie dar,
jedoch auch gleichzeitig den aufwandigsten. Bei einer kompletten oder teilweisen
Boxenhaltung ist es oftmals fur die Besitzer schwierig die optimalen Bedingungen
fur ihr Pferd zu schaffen, da die Fltterung und Haltung der benachbarten Pferde
ebenfalls angepasst werden musste, um einen andauernden und ausreichenden
Effekt auf das erkrankte Pferd zu erzielen (LEGUILLETTE, 2003). Zudem stellt
die Beschaffung und Vorbereitung der Futtermittel einen erhdéhten Kosten- und
Zeitaufwand dar. Frustrierend konnen auch akute Krankheitsschiibe sein, die
durch einen ungewollten, oft nur wenige Minuten andauernden Kontakt zu Heu-
oder Strohstaub ausgelost werden kénnen (ROBINSON et al., 2001).

2.8.2 Medikamentdse Therapie

Wo bei geringgradigen Krankheitsfallen schon eine Haltungsoptimierung zur
Symptomfreiheit fihrten kann, ist bei mittel- oder hochgradig erkrankten Pferden
meist eine symptomatische Therapie durch ausgewahlte Medikamente indiziert.

2.8.2.1 Entzindungshemmende Wirkung

Die Anwendung von nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAIDs) zur Behandlung
der entzindlichen Schiene der COB gilt als nicht wirksam oder sogar
kontraindiziert, da sie die Produktion des Prostaglandin E, (PGE;) hemmen.
PGE, wirkt Entziindungsreaktionen im Atmungstrakt entgegen und verhindert
Bronchospasmen (ROBINSON et al., 2001).

Die Wirkstoffgruppe der Wahl stellen die Glukokortikoide dar. Sie hemmen die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und Eikosanoiden und
verhindern die ,Downregulation von B, — Adrenozeptoren (ROBINSON et al.,
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2001). Dadurch wird ein schnell eintretender schleimhautabschwellender Effekt
mit einer antibdematdse Wirkung und einer Verringerung der zellularen Infiltrate
erreicht (FEY, 2006b). Bei der Anwendung sollte stets auf kurzwirksame Vertreter
zurickgegriffen werden, um die Gefahr einer Hufrehe zu minimieren
(LEGUILLETTE, 2003). In der deutschsprachigen Literatur wird der orale Einsatz
von Prednisolon (0,5 bis 1,0 mg/kg KM 2 x tagl.) oder Dexamethason (0,04
mg/kg KM 1 x tagl.) empfohlen (FEY, 2006b). Nach 3- bis 5-tagiger Gabe sollte
die Dosis um etwa 1/10 der Initialdosis reduziert und ausgeschlichen werden
(FEY, 2006b). Auch die Hyperreagibilitat der Atemwege kann durch
Glukokortikoide herabgesetzt werden (FEY, 2006b).

2.8.2.2 Bronchospasmolyse

Zur Behandlung des Bronchospasmus stehen grundsétzlich die Gruppen der
Sympathomimetika, der Parasympatholytika und der Phosphodiesterasehemmer
zur Verfigung. Letztere und von diesen am bekanntesten die Xanthine wirken
Uber die Aktivierung der Kalziumpumpen entspannend auf die glatte Muskulatur
der Bronchien, haben jedoch eine sehr geringe therapeutische Breite (FEY,
2006b). Unerwiinschte Effekte sind Tachykardie, Unruhe und Hypertonie. Auf
Grund der hohen Nebenwirkungen und fehlender, zugelassener Medikamente
spielen die  Phosphodiesterasehemmer bei der Behandlung von
Atemwegserkrankungen beim Pferd keine Rolle.

Die bekanntesten Vertreter der Parasympatholytika sind Atropin, Butylscopolamin
und in der Humanmedizin Ipratropiumbromid. Besonders die intraventse Gabe
von Atropin gilt als &auRerst effektiv bei der Behandlung akuter Dyspnoe
(ROBINSON et al., 2001). Da diese Substanzen jedoch nicht spezifisch an der
Bronchialmuskulatur wirken und somit auch andere anticholinerge Effekte zu
erwarten sind, sollte die Anwendung auf eine einmalige Gabe limitiert werden
(ROBINSON et al., 2001). Auftretende Nebenwirkungen sind Tachykardie,
Erschlaffung  der  Magen-Darm-Muskulatur und  Verminderung  der
Sekretionstatigkeit (LEGUILLETTE, 2003).

Die in der Pferdemedizin am weitesten verbreiteten Vertreter der
Sympathomimetika sind die 3,-Agonisten und unter diesen im Besonderen das
Clenbuterol (ROBINSON, 2001b). Die Substanz greift spezifisch an [3,-
Rezeptoren an, wie sie an den glatten Muskelzellen der Atemwege, im Uterus
oder an GefaRen vorkommen (MAIR und DERKSEN, 2000). In der
deutschsprachigen Literatur gilt die orale Gabe von 0,8 pg/kg KM 2 x tagl. als
therapeutische Dosis (FEY, 2006b). Im englischsprachigen Raum werden Dosen
bis zu 3,2 pg/kg KM 2 x tagl. empfohlen (ROBINSON, 2001b). Neben dem
spasmolytischen Effekt steigern p,-Agonisten zusatzlich die mukozilidre
Clearence und wirken antiinflammatorisch (LECLERE et al., 2011). Auf Grund
der Herunterregulation der B,-Rezeptoren bei langerer Anwendung der
Agonisten, sollte die Therapie nur zeitweise erfolgen.

2.8.2.3 Expektorantien

Um der Dys- und Hyperkrinie entgegen zu wirken kdnnen Sekretolytika,
Mukolytika und Sekretomotorika zum Einsatz kommen.

Als Sekretolytika gelten Substanzen, welche die wassrige Sekretion des
Bronchialepithels steigern und somit den Abtransport der angesammelten
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Mukusmassen durch eine gesteigerte Zilienaktivitat erleichtern (FEY, 2006b). Als
beim Pferd wirksame Substanzen gelten Dembrexin (0,3 mg/kg KM 2 x tagl.
p.o.), Bromhexin (0,1 - 0,2 mg/kg KM) und Ambroxol (0,6 mg/kg KM 2 x tagl. p.o.)
(MAIR und DERKSEN, 2000; FEY, 2006b). Bei ungeniigender Wirkung der
Sekretolytika auf die Kklinische Symptomatik wird der Einsatz der
Hyperinfusionstherapie als sekretolytisch wirksame MaRnahme beschrieben
(FEY, 2006b). Hierbei wird intragastral (Uber eine Nasenschlundsonde) oder
intravends eine groRe Menge 0,9%-iger NaCl-Losung (67 ml/kg KM) an drei
aufeinanderfolgenden Tagen verabreicht (FEY, 2006b). Folge ist ein
geringgradiges, iatrogenes, intraalveoldres Lungenddem, was dazu fuhren soll,
dass die nach kranial abzutransportierende Flussigkeit die in den Atemwegen
haftenden Schleimbestandteile 16st. In der englischsprachigen Literatur gilt die
Methode der Hyperinfusionstherapie als umstritten und weniger wirksam
(LEGUILLETTE, 2003; AINSWORTH und CHEETHAM, 2010).

Bei Mukolytika wird die Viskositat des Sekrets durch Spaltung der oftmals stark
untereinander vernetzten Mukopolysaccharide und Mukoproteine herabgesetzt
(FEY, 2006b). Der einzige zugelassene Wirkstoff fir dieses Anwendungsgebiet
beim Pferd ist momentan das Acetylcystein (10 mg/kg KM 2 x tagl. p.o.) (MAIR
und DERKSEN, 2000; FEY, 2006b). Es spaltet Disulfidbriicken und erreicht so
ein wasserldslicheres Sekret.

Unter Sekretomotorika werden Wirkstoffe verstanden, die die Aktivitat des
Flimmerepithels der Bronchialschleimhaut steigern (FEY, 2006b). Neben dem [3,-
Sympathomimetikum Clenbuterol besitzt auch das Dembrexin eine starke
sekretomotorische Wirkung (FEY, 2006b; LECLERE et al., 2011).

2.8.3 Inhalation von Arzneimitteln

Die inhalative Verabreichung von Wirkstoffen besitzt im Gegensatz zur
systemischen Applikation die Vorteile der moglichen Dosisreduktion und der
lokalen Anwendung und somit der Wirkung der Medikamente am
Bestimmungsort (FEY, 2006b). Beide Vorteile verringern das Risiko von
unerwinschten Arzneimittelwirkungen.

Um einen ausreichenden Effekt der Wirkstoffe zu erreichen missen die
Tropfchen des Aerosols bis in die kleinen Atemwege und Alveolen gelangen.
Dies wird nur mit einer PartikelgréRe von 1-5 pm erreicht (NIEDERMAIER und
GEHLEN, 2009). GroRRere Partikel setzten sich bereits in den oberen Atemwegen
ab und werden abgeschluckt, was unter Umstanden zu systemischen
Nebenwirkungen flihren kann (NIEDERMAIER und GEHLEN, 2009). Bei zu
kleinen Partikeln (< 0,5 pum) besteht die Moglichkeit, dass sie ohne Wirkung
wieder ausgeatmet werden.

Da zur inhalativen Therapie keine Tierarzneimittel zur Verfiigung stehen, muss
Uber die  Umwidmungskaskade auf humanmedizinische  Préparate
zurickgegriffen werden. Hier haben sich das Glukokortikoid Beclametason (500-
3750 pg 2 x tagl.) und der B,-Agonist Salbutamol (360-1000ug) als auf3erst
wirksam erwiesen (ROBINSON et al., 2001; NIEDERMAIER und GEHLEN,
2009). Ebenso gelten Anticholinergika, wie das Ipratropiumbromid, als sehr
effektiv (MAIR und DERKSEN, 2000). Grundséatzlich sollten Bronchodilatatoren
bei Anwendung Uber einen langeren Zeitraum nicht ohne Glukokortikoide
eingesetzt werden, da sonst zwar die klinische Symptomatik (Bronchospasmus),
jedoch nicht die Ursache (Entziindung) therapiert wird (NIEDERMAIER und
GEHLEN, 2009).
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Durch die praventive Anwendung von Cromoglycinsaure als Mastzellstabilisator
wird von einem mehrwdchigen (bis zu 24 Tage) Schutz vor der Ausschittung von
Entzindungsmediatoren bei Allergenexposition ausgegangen (MAIR und
DERKSEN, 2000).

Erganzend zu allen Therapieverfahren, kann die inhalative Verabreichung von
isotonischer Kochsalzldsung sehr hilfreich sein. Sie bewirkt einen osmotischen
Effekt auf der Bronchialschleimhaut, reduziert so die Viskositat des Sekrets und
verbessert die mukoziliare Clearence (FEY, 2006b).

3. Cytosin-Phosphat-Guanin-Oligodeoxynukleotide (CpG-ODN)

3.1 Geschichtliche Entwicklung

Bereits vor Uber 100 Jahre wurden bei ersten klinischen Versuchen am
Menschen lebende Bakterien zur immunstimulatorischen Anti-Tumortherapie
eingesetzt (WEINER, 2000). Allerding konnte erst in den 1980er Jahren die
bakterielle DNA als die immunstimulatorische Komponente identifiziert werden
(TOKUNAGA et al., 1984; TOKUNAGA et al., 1988; YAMAMOTO et al., 1988).
TOKONUGA und Mitarbeiter (1988) und YAMAMOTO und Mitarbeiter (1988,
1992) zeigten, dass bakterielle DNA zu einer gesteigerten Aktivitat der
natirlichen Killerzellen und einer vermehrten Sekretion von IFN-y fihrt.

Welche Abschnitte der DNA fir die beobachtete immunstimulatorische Wirkung
im S&augerorganismus verantwortlich waren untersuchten KRIEG und Mitarbeiter
(1995) in den 1990er Jahren. Sie konnten beweisen, dass B-Lymphozyten durch
Oligonukleotide, welche ein CpG-Motiv enthalten, am starksten aktiviert werden
(KRIEG et al., 1995). Das zentrale Cytosin-Guanin-Dinukleotid wird hierbei von
zwei Purin- und zwei Pyrimidinbasen eingeschlossen (5" - P;P, CpG Py;Py, — 3")
(KRIEG et al., 1995). Die besten Ergebnisse erzielten KRIEG und Mitarbeiter
(1995) mit einem Motiv, bei welchem fiir P, ein Guanin, fur P, ein Adenin, fur Py,
ein Thymin und fur Py, ein Thymin oder Cytosin steht.

Weitere Studien zeigten Unterschiede in der immunstimulatorischen Wirkung
bestimmter CpG-Sequenzen auf verschiedene Spezies (HARTMANN et al.,
2000; BAUER et al., 2001; MUTWIRI et al., 2003). Diese sequenzabhangige
Speziesspezifitat wird hauptsdchlich von den, das zentrale CpG-Motiv
flankierenden Basen, beeinflusst (HARTMANN et al., 2000). Im Jahre 1998
konnte diese spezifische Sequenz fir die Maus bestimmt werden (5"-GACGTT-
37) (Yl et al., 1998). Zwei Jahre spéater gelang dies auch fir den Menschen (5'-
GTCGTT-3") (HARTMANN et al., 2000). RANKIN und Mitarbeiter (2001) konnten
anhand von umfangreichen Studien an verschiedenen Tierarten diese humane
Sequenz als die effektivste bei fast allen untersuchten Spezies (Rind, Schaf,
Ziege, Pferd, Schwein, Hund, Katze, Huhn) benennen (RANKIN et al., 2001).

Eine ideale CpG-Sequenz fiir das Pferd wurde 2004 von OLAFSDOTTIR und
TORSTEINSDOTTIR das erste Mal beschrieben (5-CTGTT-3). Allerdings ist
diese Sequenz in keiner anderen Publikation zu finden. Im Jahr 2011
untersuchten KLIER und Mitarbeiter in einer in vitro Studie die
immunstimulatorische Wirkung unterschiedlicher CpG-Motive auf equine BAL-
Zellen (KLIER et al., 2011). Anders als von RANKIN und Mitarbeitern (2001)
beschrieben, zeigte die humane Sequenz in dieser Studie keine effektive
Stimulation der BAL-Zellen (KLIER et al.,, 2011). Dies lasst sich auf die
Unterschiede in den vorherrschenden Zellpopulationen der mononukledren
Zellen des peripheren Bluts (PBMC) und der BAL-Zellen zurtckfihren (KLIER et
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al., 2011). Als effektivste Sequenz wurde die CpG-ODN Klasse A 2216 ermittelt:
5-G*G*G GGA CGA TCG TCG* G*G*G *G*G-3" (*Phosphothioester) (KLIER et
al.,, 2011). Diese Klasse besitzt ein gemischtes Zuckerrlickgrat aus
Phosphodiester und Phosphothioester, was sie sehr anféllig fir Nukleasen macht
(VOLLMER und KRIEG, 2009). Somit ist ein in vivo Einsatz dieser CpG-ODN
nicht ohne weiteres maglich.

3.2 Wirkungsmechanismen der CpG-ODN

Laut der ,Hygiene Hypothese® wird das juvenile Immunsystem durch die
Exposition gegenuber Bakterien, Viren oder deren Produkte zur Ausbildung einer
stabilen, zellvermittelten, proinflammatorischen Thl-Immunitat stimuliert und
gleichzeitig die Allergie-vermittelte, humorale Th2-Antwort unterdrickt (KLINE,
2007). Erfolgte dieser mikrobielle Kontakt in der Jugend nicht oder nicht
ausreichend, ist eine lebenslange Tendenz des Organismus zur Th2-
Immunantwort moglich, was sich in Uberempfindlichkeitsreaktionen gegeniiber
ungefahrlichen Antigenen auf3ern kann (KLINE, 2007).

Fir den immunstimulatorischen Effekt von mikrobieller DNA im
Saugerorganismus sind Cytosin-Phosphat-Guanin-reiche Sequenzen
verantwortlich (WEINER, 2000). Diese Motive kommen in bakterieller DNA
durchschnittlich alle 16 Dinukleotide vor, wohingegen im S&ugergenom nur etwa
ein Viertel so viel CG-Dinukleotide vertreten sind (WEINER, 2000). Dieses
Phanomen bezeichnen KRIEG und Mitarbeiter (1995) als ,CpG-Suppression®.

Ein Grund fir das verminderte Auftreten von Cytosin-Phosphat-Guanin-
Sequenzen im eukaryontischen Genom besteht in deren Methylierungsgrad.
Immunstimulatorische CpG-Motive liegen immer unmethyliert vor, wohingegen
sie im Saugergenom zu 70% methyliert sind (BOHLE, 2002). Da diese
methylierten Sequenzen ,hotspots“ fur Mutationen zu Thymin-Phosphat-Guanin-
Dinukleotide darstellen, ist das Vorliegen von CpG-Motiven im Saugergenom
deutlich reduziert (BOHLE, 2002). Somit dient der Nachweis von unmethylierten
CpG-Motiven im Koérper dem Immunsystem als Friiherkennung einer moglichen
mikrobiellen Infektion und  fohrt  zur  Aktivierung korpereigener
Abwehrmechanismen (BOHLE, 2002).

3.2.1 Molekulare Mechanismen

Nach dem Kontakt der CpG-ODN mit der Zielzelle, binden diese an spezielle
sequenzunabhangige DNA-Oberflachenproteine und werden Uber Endozytose
ins Zellinnere aufgenommen (FONSECA und KLINE, 2009). Die ODN-
Aufnahmekapazitat der unterschiedlichen Zellen ist sehr variable. So besitzen
beispielsweise B-Lymphozyten und Makrophagen eine weitaus hohere
endosomale  Aufnahmefahigkeit als T-Lymphozyten und neutrophile
Granulozyten (KRIEG, 2002a). In den saurehaltigen endosomalen
Kompartimenten wird tber die Bindung der DNA-Sequenzen an den toll-like
receptor-9 (TLR-9) die Zelle aktiviert (VOLLMER und KRIEG, 2009).

Neben dem TLR-9 existieren noch weitere Rezeptorklassen, welche alle jedoch
eine individuelle Ligandenspezifitait aufweisen. So detektieren TLR-4 nur
Lipopolysaccharide (LPS) aus Bakterien, TLR-3, TLR-7 und TLR-8 nur RNA und
TLR-9 nur DNA (VOLLMER und KRIEG, 2009). Wohingegen die meisten TLRs
(TLR-1, -2, -4, -5, -6, -10, -11) auf der Zelloberflache ausgebildet werden, ist der
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TLR-9 ausschlieB3lich im Zellinneren, in Endosomen lokalisiert (FONSECA und
KLINE, 2009). Die bisher einzigen Immunzellen beim Menschen, von welchen die
Expression des TLR-9 bewiesen ist, sind B-Lymphozyten und plasmazytoide
dendritisch Zellen (pDC) (VOLLMER und KRIEG, 2009). Allerdings konnte dieser
auch in nicht-Immunzellen wie Lungenepithelien, Keratinozyten und intestinalen
Epithelzellen und nach Zellaktivierung in neutrophilen Granulozyten, Monozyten
und CD4"-T-Zellen nachgewiesen werden (VOLLMER und KRIEG, 2009). Beim
Pferd konnten SCHNEBERGER und Mitarbeiter (2009) die Expression von TLR-
9 in pulmonalen Zellen wie intravaskulare Makrophagen, Alveolarmakrophagen,
Bronchialepithelzellen und Typ-lI-Alveolarepithelzellen beweisen.

Der toll-like-Rezeptor 9 stellt den Schlisselmechanismus zwischen CpG-ODN
und Immunantwort dar, was durch TLR-9-knock-out Mause, welche keine ODN-
induzierte Aktivierung von B-Lymphozyten, DC oder NK zeigen, bewiesen
werden konnte (KRIEG, 2002a). Eine Studie mit TLR-9 unterschiedlicher Spezies
(Mensch, Maus) in Kombination mit spezifischen CpG-ODN hat gezeigt, dass
dieser Rezeptor fur die variierende Wirkungsweise, also die Speziesspezifitat der
unterschiedlichen CpG-Klassen verantwortlich ist (KRIEG, 2002a).

Uber die Dimerisierung der Toll/Interleukin-1-Rezeptor-Molekile (TIR), welche
eine zytoplasmatische Signaltransduktionsdoméane des TLR-9 darstellen, kommt
es zur allosterischen Konformationsanderung der TIR-Domane und zur
Rekrutierung von Signaladaptormolekilen (MyD88) (VOLLMER und KRIEG,
2009). MyD88 bindet nun an den zytoplasmatischen Abschnitt des TLR-9 und
initiiert so Uber die Phosphorylierung von Signaltransduktionsmolekile, wie ,IL-1-
Rezeptor-asoziierte Kinase“ (IRAK), ,mitogenaktivierte Proteinkinase* (MAPK)
oder ,IFN regulatory factors®, die CpG-ODN vermittelten Effekte (VOLLMER und
KRIEG, 2009). Ein weiterer Abschnitt der Signalkaskade besteht in der
Aktivierung des IkBa-Kinase-Komplex (IKK), welcher die auf den NF-kB
inhibitorisch-wirkenden Proteine abbaut und somit zytoplasmatisch gelegene NF-
kB-Molekdle fir den Weg in den Zellkern freisetzt (KRIEG, 2002a). Das Resultat
dieses Stufenprozesses ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors ,nuclear
factor-kB“ (NF-kB), mit anschlielRender Produktion von Zytokinen und Expression
kostimulatorischer Molekile in den Zielzellen (VOLLMER und KRIEG, 2009).

Neben der Aktivierung des NF-kB besteht ein zweiter MyD88-abhéngiger Weg,
welcher ebenfalls aus einem Komplex mit IRAK-1, IRAK-4, ,TNF receptor-
associated factor 6“ (TRAF 6) und zuséatzlich ,interferon-regulatory factor 7“ (IRF-
7) besteht (VOLLMER und KRIEG, 2009). Uber die Phosphorylierung des IRF-7
wird die Genexpression von Typ-1 Interferonen stimuliert und die NF-kB-
Aktivierung unterbleibt (VOLLMER und KRIEG, 2009).

Um die TLR-9-spezifischen Immunreaktionen zu regulieren, bestehen
verschiedene Kontrollmechanismen. Prozesse und Produkte wie die
Cyclooxygenase-2 (COX-2), ,die NO Synthase 2“ (NOS 2), die Produktion von
Stickstoffmonoxid, Prostaglandin E2 (PGE 2) und dem regulatorischen Zytokin
IL-10 werden durch CpG-ODN stimuliert, wobei sie gleichzeitig Uber ein
negatives Feedback die Effekte der DNA-Sequenzen herunterregulieren
(VOLLMER und KRIEG, 2009). Weitere negative Regulatoren des TLR-9-
Signalwegs sind IRAK-M, ,suppressors of cytokine signaling” (SOCS), ,MAPK-
Phosphatase” (MKP)-1 und ,single immunoglobulin IL-1R-related molecule”
(SIGIRR) (VOLLMER und KRIEG, 2009). Diese Kontrolleinheiten unterstitzen
die Bildung von Treg-Zellen und unterdriicken sowohl die T-Lymphozyten-
Expansion, als auch die zytotoxische T-Zell-Aktivitdt (VOLLMER und KRIEG,
2009). Nach VOLLMER und KRIEG (2009) konnen diese Mechanismen
maoglicherweise die Entstehung von Autoimmunkrankheiten verhindern.
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3.2.2 Immunologie

Nach der Aufnahme der CpG-ODN in den Zellkern kommt es Uber die Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NF-kB zur Ausschuttung verschiedener Zytokine- und
Chemokine (FONSECA und KLINE, 2009). Eine zentrale Rolle spielt hier das IL-
12, da es durch die Schaffung eines Thl-Zytokin-Millieus die Thl-Zell-
Differenzierung (Th1-Shift) aus naiven CD4"-T-Helfer-Zellen induziert und indirekt
Uber IFN-y Th2-spezifische Zytokine (IL-4, IL-5, IL-13) unterdrickt (FONSECA
und KLINE, 2009). Hierflr spricht auch die Tatsache, dass CpG-ODN ihre
immunmodulatorischen Effekte bei Mausen, welche mit anti-IL-12-Antikdrper
behandelt wurden, verloren haben (BOHLE, 2002). Durch die Th2-Interleukine 4,
5 und 13 werden eosinophile Granulozyten und Mastzellen angelockt und zur
Degranulation stimuliert, zudem induzieren sie die IgE-Produktion durch B-
Lymphozyten (FONSECA und KLINE, 2009).

Die bedeutendsten Zellen zur Freisetzung von IL-12 sind die APCs (Antigen-
prasentierende Zellen), im Speziellen aktivierte Makrophagen, Monozyten und
dendritische Zellen (DC) (WEINER, 2000). Naturliche Killerzellen und T-Helfer-
Zellen, hauptsachlich aktiviert durch IL-12 und IL-18 aus APCs und nur in
geringem Mal3 durch CpG-ODN direkt, produzieren das Zytokin IFN-y, welches
wiederum stimulatorisch auf APCs und inhibitorisch auf Th2-Zytokine wirkt
(WEINER, 2000). Zusatzlich besitzt dieses Interferon auch eine steigernde
Wirkung auf die IL-6 und IL-10 Produktion von B-Lymphozyten (KRIEG, 2002a).

Einen weiteren wichtigen Mediator, um ein Th1-Shift zu erreichen stellt das IFN-a
dar, welches ebenfalls in APCs gebildet wird (BOHLE, 2002). Es stellt eine
bedeutende Komponente der Immunantwort auf virale Infektionen dar (KRIEG,
2002a). Als die bedeutendste Quelle der IFN-a-Produktion werden die
plasmazytoiden dendritischen Zellen angesehen (BOHLE, 2002). Es konnte
gezeigt werden, dass bei Patienten mit allergischem Asthma reduzierte IFN-a-
Level im Blut vorliegen (BOHLE, 2002).

Neben den Thl-Lymphozyten werden, durch die Aktivierung mit IL-10 aus DC,
auch allergenspezifische regulatorische Zellen (Treg) produziert (FONSECA und
KLINE, 2009). Diese T-Lymphozyten besitzen durch ihre Produktion von IL-10
sowohl auf Thl-, als auch auf Th2-Immunantworten eine regulatorische Wirkung
(BOHLE, 2002; FONSECA und KLINE, 2009). Ebenso verhindern sie eine
immunologische Antwort auf kdrpereigene Antigene (BOHLE, 2002). Trotz der
inhibitorischen Wirkung der Treg auf naive und aktivierte Thl-Lymphozyten ist
die spezifische Immuntherapie bei einer Uberempfindlichkeit gegen Insektengift
nur mit dem Einfluss von Treg erfolgreich (BOHLE, 2002).

Entscheidend fir die T-Lymphozyten-Differenzierung sind spezielle
Transkriptionsfaktoren. Diese sind fur die Thl-Immunantwort der Faktor T-bet
und fir die Th2-Immunantwort die Faktoren GATA3 und STAT6 (FONSECA und
KLINE, 2009). Da bekannt ist, dass T-bet einen durch IFN-y vermittelten
Immunglobulin-Isotypenswitch induziert, wurden die Effekte von CpG-ODN auf T-
bet in B-Lymphozyten untersucht (FONSECA und KLINE, 2009). Neben einer
erhohten Expression von T-bet in behandelten B-Zellen konnte auch eine
vermehrte Induktion von IgG2a und eine Suppression von IgGl und IgE
festgestellt werden (Isotypenswitch) (FONSECA und KLINE, 2009). Zusatzlich
kommt es zu einer Konkurrenz der verbleibenden, Allergie-vermittelten IgE und
der 1gG2 um die gemeinsame Bindungsstelle an den Mastzellen (FONSECA und
KLINE, 2009). Durch die Verdrangung der IgE-Subtypen bleibt eine
Mastzelldegraulation aus und somit auch die allergischen Symptome (FONSECA
und KLINE, 2009).
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Neben dem Einfluss durch IFN-y auf die Immunglobulinproduktion besitzen die
CpG-ODN, speziell die der B-Klasse, Uber den TLR-9 einen direkten Effekt auf B-
Lymphozyten (KRIEG, 2002a). Sie induzieren die IL-6 und IL-10 Synthese, was
zur Produktion von IgM und Reduktion von IL-12-Sekretion fuhrt (KRIEG, 2002a).
Zuséatzlich kommt es, wie auch bei anderen APCs, zur vermehrten Ausbildung
von ,major histocompatibility complex | und 11 (MHC-I und -Il) und anderen
costimulatorischen Molekilen (KRIEG, 2002a)

3.3 Einteilung in Klassen

Ein zentrales Cytosin-Guanin-Dinukleotid bildet zusammen mit seinen vier
flankierenden Basen ein spezifisches CpG-Motiv. Die variable Struktur dieses
sogenannten Hexamers ist verantwortlich fir die Wirkung auf spezielle Zellen des
Immunsystems (VOLLMER und KRIEG, 2009). Zusatzliche Abweichungen
bezuglich der immunstimulatorischen Wirkung sind durch variierende Primar-
oder Sekundarstrukturen des Motivs gegeben (VOLLMER und KRIEG, 2009).
Hierbei sind die Menge der enthaltenen CpG-Dinukleotide, ihr Abstand und ihre
Anordnung zueinander, das Vorhandensein von Poly-Guanin-Sequenzen und
das Zuckerriickgrat von Bedeutung (KRIEG, 2006). Insgesamt werden drei
Hauptklassen unterschieden (A-, B-, C-Klasse) (VOLLMER et al., 2004).

Die Struktur der A-Klasse ist gekennzeichnet durch eine zentrale
Phosphodiesterregion, bestehend aus mehreren Cytosin-Guanin-Motiven in
palindromischer Anordnung (KRIEG, 2006). Flankiert werden die Sequenzen von
Poly-Guanin-Schwéanzen mit einem Phosphothioesterriickgrat am 5- und 3’-
Ende (KRIEG, 2006). Von anderen Autoren wird diese Klasse auch als D-Typ
bezeichnet (KRIEG, 2002b).

Das gemischte Zuckerriickgrat, oder auch Rickgratchimare genannt, im
speziellen die Phosphodiesterregion, der A-Klasse ist besonders anfallig fir
DNAsen, was einen in vivo Einsatz dieser CpG-ODN nicht ohne weiteres mdglich
macht (SENTI et al., 2009). Dahingegen sorgen die Poly-G-Sequenzen an den
Flanken fiir eine verbesserte Stabilitat, eine gesteigerte endosomale Aufnahme
und somit eine erhdhte intrazellulare Konzentration um die Rezeptoren
(VOLLMER und KRIEG, 2009).

Die CpG-A ODN besitzen neben einer aktivierenden Wirkung auf NK-Zellen eine
starke stimulatorischen Wirkung auf die Reifung von antigenprasentierenden
Zellen (APC), was zu einer grof3en Produktion von IFN-a und IFN-B durch
plasmazytoide dendritische Zellen (pDC) fuhrt (SENTI et al., 2009). Auf andere
TLR9 abhangigen Effekte, wie die Reifung der pDC oder Vermehrung der B-
Lymphozyten, besitzt die A-Klasse einen nur schwachen Einfluss (VOLLMER
und KRIEG, 2009).

Die B-Klasse, auch bekannt als K-Typ, besitzt eine lineare Struktur mit einem
kompletten Phosphothioesterriickgrat, was sie somit deutlich stabiler gegentber
ubigitaren Nukleasen macht (KRIEG, 2006). Zu dieser Klasse gehdren die CpG-
Motive, welche als optimal fir Mensch und Maus ermittelt wurden (s. |
Literaturubersicht, Kap. 4.1) (VOLLMER und KRIEG, 2009). Die Wirkung beruht
auf einer starken Stimulierung von B-Lymphozyten und einer Reifeinduktion von
pDC und Monozyten (VOLLMER und KRIEG, 2009). Die Produktion von IFN-a
und IFN-B wird nur in geringem Mal} geférdert (SENTI et al., 2009).

Als dritte Untereinheit wird die C-Klasse beschrieben, welche die positiven
Eigenschaften der A- und B-Klasse kombiniert und somit sowohl B-Lymphozyten
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als auch pDC stimuliert (VOLLMER und KRIEG, 2009). Folge ist eine vermehrte
Sekretion von IL-6, Immunglobulin Typ-M (IgM) und IFN-a (SENTI et al., 2009).
Verantwortlich wird dafiir die einzigartige Struktur der ODN gemacht, welche aus
mindestens einem CpG-Motiv in der Nahe des 5°-Ende und einer, durch Thymin
verbundenen, palindromischen Sequenz am 3'-Ende besteht (KRIEG, 2006;
VOLLMER und KRIEG, 2009). Dieses Palindrom ermdglicht eine
Doppelformation von zwei aneinander gelagerten Motiven innerhalb eines
Endosoms (KRIEG, 2006). Durch ihre hohe Stabilitat besitzen sowohl die C-
Klasse, als auch die B-Klasse eine Halbwertszeit von zwei Tagen im Gewebe
(SENTI et al., 2009).

VOLLMER und KRIEG (2009) beschreiben auerdem noch eine sogenannte P-
Klasse, welche ein Cytosin-Guanin-reiches Palindrom am 3"-Ende und ein C-G-
armes am 5-Ende enthdlt. Diese doppelpalindromische Struktur scheint fir die
bisher starkste Typ | IFN-Induktion durch CpG-ODN verantwortlich zu sein
(VOLLMER und KRIEG, 2009).

Eine letzte Gruppe stellen die suppressiven Oligodeoxynukleotide dar (S-Klasse),
welche die immunstimulatorischen Effekte der CpG-ODN blockieren (VOLLMER
und KRIEG, 2009). Zudem sind S-Klasse ODN in der Lage die TLR-7 und TLR-8
vermittelten Immunantworten zu hemmen und somit einen therapeutischen Effekt
bei rheumatischer Arthritis und systemischen Lupus erythematosus zu erzielen
(VOLLMER und KRIEG, 2009).

34 Therapeutischer Einsatz

Der Effekt von CpG-ODN auf periphere mononukleare Zellen des Blutes (PBMC)
verschiedener Tierarten wurde bereits in einigen in vitro Studien untersucht
(RANKIN et al., 2001; LIU et al., 2008; ZWIOREK et al., 2008). Der Schwerpunkt
lag darauf, die Hochregulation von Th1-Zytokinen in Bezug auf variierende CpG-
Motive zu beurteilen und somit sequenzabhdngige speziesspezifische
Unterschiede zu ermitteln.

Ebenso zeigten sich bei der in vivo Anwendung von CpG-ODN
vielversprechende Erfolge.

34.1 CpG-ODN als Vakzineadjuvans

Die meisten der heutzutage eingesetzten Adjuvanzien nehmen nur einen
positiven Einfluss auf die Th2-Antwort, steigern allerdings nicht die zellulare
Immunreaktion (WEINER, 2000). Der meistverbreitete Vertreter bei
kommerziellen Impfstoffen ist das Aluminiumhydroxid, welches jedoch die
Aktivierung von CD8"-zytotoxischen T-Lymphozyten blockiert (WEINER, 2000).
Im Gegensatz dazu steigern CpG-ODN, als TLR9-Agonisten, sowohl die antigen-
spezifische humorale, als auch die zellulare Immunantwort (KRIEG, 2006).
VOLLMER und KRIEG (2009) machen fiur diesen starken Effekt auf die humorale
Immunantwort ein Zusammenspiel von TLR9 und antigen-spezifischen B-Zell-
Rezeptoren, eine Hemmung der B-Lymphozyten-Apoptose und eine Stimulation
der Immunglobulin Typ-G (IgG) Produktion verantwortlich. Zusatzlich zeigen
CpG-ODN, im Vergleich zu anderen Wirkverstarkern wie dem Freund-Adjuvans,
keine lokale Entziindungsreaktion am Applikationsort (WEINER, 2000). Die
Verabreichung der Oligodeoxynukleotide kann laut KRIEG (2006) oral, vaginal,
rektal, konjunktival, inhalativ oder transdermal erfolgen, ohne deren
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Adjuvansaktivitat zu verlieren, wobei die Wirkung Uber die Schleimhaut neben
der systemischen Reaktion auch eine lokale Immunitat induziert.

In einer Studie am Menschen wurden ODN der Klasse B als Adjuvans in
Kombination mit einer Hepatitis B Impfung eingesetzt. Hier konnte gezeigt
werden, dass die Hepatitis B-spezifischen Antikorper bei Probanden, die mit der
CpG-ODN-Vakzine geimpft wurden, friiher und in Verbindung mit einem héheren
Titer auftraten als bei der Kontrollgruppe (VOLLMER und KRIEG, 2009). Die
meisten Probanden der Versuchsgruppe (92%) erreichten bereits 2 Wochen
nach der ersten Impfung protektive Antikorperlevel, wahrend bei der
Kontrollgruppe eine solche Beobachtung nicht gemacht werden konnte (0%)
(VOLLMER und KRIEG, 2009). Zudem zeigten die Probanden nach der zweiten
Dosis CpG-ODN und Vakzine einen 30mal hoheren Antikérpertiter als die
Kontrollgruppe (WEINER, 2000).

Eine Anthrax-Impfstudie bewies eine deutlich schnellere Serokonversion durch
den kombinierten Einsatz mit CpG-ODN B (KRIEG, 2006). Wahrend die
Kontrollgruppe ihren Maximalwert an Toxin-neutralisierenden Antikdrpern am Tag
46 erreichte, erzeugte die Versuchsgruppe denselben Wert bereits nach 22
Tagen (VOLLMER und KRIEG, 2009).

Durch den kombinierten Einsatz von CpG-ODN und Vakzine kann die Dosis des
Impfantigens verringert, somit gesundheitliche Risiken minimiert und eine
ausreichende Produktion des Impfstoffes gewahrleistet werden, was gerade bei
der Herstellung von Influenzavakzinen entscheidend ist (VOLLMER und KRIEG,
2009). In einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass durch das Einbauen
von CpG-Sequenzen die Impfdosis um 99% verringert werden kann (VOLLMER
und KRIEG, 2009). So wird mit nur einem Zehntel der normalen Impfdosis in
Kombination mit CpG-ODN das gleiche IFN-y-Level erreicht, wie mit der vollen
Dosis (KRIEG, 2006).

3.4.2 Vorbeugung und Bekampfung infektidoser Erkrankungen

Da der Einsatz von CpG-ODN einen Wechsel zur Thl-Immunantwort stimuliert
liegt die Vermutung nahe, dass dies, durch die Verbesserung der angeborenen
Immunitat, von Nutzen bei der Vorbeugung und Behandlung infektitser
Krankheiten sein kann (WEINER, 2000). Verschiedene Studien konnten zeigen,
dass der prophylaktische Einsatz von TLR-9-Agonisten bei Mausen einen
voribergehenden Schutz gegen ein weites Feld von viralen, bakteriellen und
einigen parasitaren Krankheitserregern bietet (VOLLMER und KRIEG, 2009). Der
Schutz vor, unter anderem tddlichen Erregern wie Bacillus anthracis, Ebola,
Vakziniavirus oder auch Listeria monocytogenes und Francisella tularensis
reichte je nach Modell und Applikationsart der CpG-ODN von einem Tag bis zu
zwei Wochen (VOLLMER und KRIEG, 2009). Auch die Verabreichung post
infectionem verbessert die Uberlebenschancen und fiihrt zu einem
therapeutischen Nutzen bei chronischen Erkrankungen (VOLLMER und KRIEG,
2009). Erste Erfolge konnten bereits durch den Einsatz von C-Klasse CpG-ODN
bei chronisch an Hepatitis C erkrankten Patienten erzielt werden. In einer Phase
1b Studie fihrte die ODN-Monotherapie zu einem Absinken der Virus-RNA Level
im Blut (VOLLMER und KRIEG, 2009). Auf Grund der hohen Rezidivrate nach
Abschluss der Therapie bedarf es in dieser Hinsicht jedoch weiterer
Untersuchungen.
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3.4.3 Anti-Tumor-Therapie

Schon in den 1890er Jahren erreichte Dr. Wiliam Coley durch die, direkt in die
Tumormasse verabreichte Injektion von zu Anfang lebenden Streptokokken und
spater durch Hitze abgetdtete gram-positive und gram-negative Bakterien
(Coley’s Toxin) eine Tumorregression (WEINER, 2000). Zu spaterer Zeit wurde
erkannt, dass fur diesen therapeutischen Effekt des Coley’s Toxins mit hoher
Wahrscheinlichkeit die bakterielle DNA und deren Einfluss auf das Immunsystem
verantwortlich war (WEINER, 2000). Heutzutage ist bekannt, dass CpG-ODN
neben einem direkten Effekt auf Immunzellpopulationen wie natlrliche
Killerzellen, B-Lymphozyten, dendritische Zellen, Monozyten und Makrophagen,
welche alle eine wichtige Rolle in der anti-Tumor-Immunitét spielen, auch einen
steigernden Effekt auf die Produktion von einigen anti-Tumor wirksamen
Zytokinen besitzen (TNF-a, IL-12, IFN-y) (WEINER, 2000).

In verschiedenen Mausmodellen konnte ein synergistischer Effekt bei der
kombinierten Anwendung von CpG-ODN und anderen Tumortherapieverfahren,
wie die Behandlung mit monoklonalen anti-Tumor-Antikérpern, Radiotherapie,
Chemotherapie und chirurgische Verfahren, gezeigt werden (VOLLMER und
KRIEG, 2009). WEINER (2000) applizierte Mausen, welche am murinen B-Zell-
Lymphom 38C13 litten, zum einen CpG-ODN als Monotherapie und zum anderen
als Kombination mit anti-Tumor-Antikdrpern. Die Monotherapie fuhrte zu keiner
erkennbaren Steigerung der Uberlebensrate, wohingegen die
Kombinationstherapie, im Gegensatz zur alleinigen Therapie mit Antikdrpern, die
Chancen auf Eliminierung der Tumorlast auf das 30fache erhdhte (WEINER,
2000).

Ebenso konnten VOLLMER und KRIEG (2009) in einer Phase Il Studie am
Menschen eine Wirksamkeit von B-Klasse CpG-ODN in Kombination mit einer
Standard-Taxan/Platin Chemotherapie bei Lungenkrebs nachweisen. Wo in der
Kontrollgruppe (alleinige Chemotherapie) nur 19% auf die Therapie ansprachen,
zeigten in der Gruppe mit der kombinierten Therapie 38% einen positiven Effekt
(VOLLMER und KRIEG, 2009). Die mittlere Uberlebenszeit belief sich bei der
Monotherapie auf 6,8 Monate, bei der Kombinationstherapie auf 12,3 Monate
(VOLLMER und KRIEG, 2009). Phase lll Studien an Menschen mit inoperablen
Tumorstadien  konnten keine  Verbesserung der allgemeinen oder
progressionsfreien Uberlebenszeit zeigen (VOLLMER und KRIEG, 2009).

344 Kombinierte spezifische Immuntherapie

Bei Allergien oder allergisch bedingten Erkrankungen reagiert das Immunsystem
auf spezielle Antigene mit einer starken Th2-Antwort. Die Behandlung dieser
Uberempfindlichkeitsreaktionen mit Hilfe der spezifischen Immuntherapie, also
der Verabreichung steigender Mengen an Antigenextrakten, ist bereits seit mehr
als 80 Jahren bekannt (BOHLE, 2002). An sensibilisierten Mausen konnte
bewiesen werden, dass inhalativ verabreichte CpG-ODN die Th1/Th2-Balance zu
Gunsten der Thl-Antwort verschieben, somit eine Eosinophilie der Atemwege
verhindern und einer bronchialen Hyperreagibilitat vorbeugen (WEINER, 2000).
Mit diesen Erkenntnissen stellte sich die Frage, ob beide Therapien kombiniert
werden kénnen. TIGHE und Mitarbeiter (2000) koppelten immunstimulatorische
DNA an spezifische Antigene und erzielten somit durch eine antigenspezifische
Thl-Immunantwort einen optimalen Therapieerfolg. Zusatzlich fihrt dieses
Verfahren zu einer verstarkten Antigenaufnahme und reduziert die bendtigte
Antigenmenge (TIGHE et al., 2000).
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Auch in der Humanmedizin konnten bereits mehrere Studien erfolgreich
abgeschlossen werden (MARSHALL et al.,, 2001; SPIEGELBERG und RAZ,
2002; SENTI et al., 2009). Die kombinierte Therapie fihrte bei Probanden zu
einem deutlichen Anstieg allergenspezifischer IgG-Antikdrper und bereits nach
10-wochiger Behandlung praktisch zur Symptomfreiheit (SENTI et al., 2009).
Eine solche klinische Verbesserung ist bei der konventionellen Immuntherapie
mit der alleinigen Applikation von spezifischen Allergenen erst nach ca. zwei
Jahren zu erwarten (SENTI et al., 2009).

4, Gelatinenanopartikel

Im Gegensatz zu den CpG-ODN Klassen B und C besitzt die A-Klasse, auf
Grund des fehlenden Phosphothioesterriickgrats, eine sehr kurze Halbwertszeit
im Gewebe und wird durch ubiquitare DNAsen schnell abgebaut (ZWIOREK et
al., 2008). Allgemein besteht bei ungebundenen CpG-ODN eine erschwerte
Aufnahme in die Zellen und eine verminderte zellulare Spezifitdat (ZWIOREK et
al., 2008). Neben diesen zellularen Nachteilen der unverpackten CpG-ODN kann
es zusatzlich zu einer Verteilung im Organismus kommen, was sich in einer
Splenomegalie oder toxischen Schockreaktionen auf3ern kann (STORNI et al.,
2004).

Um diese Probleme zu I6sen wurden verschiedene Transportsysteme entwickelt,
an welche die DNA-Moleklle gekoppelt wurden. So kénnen CpG-ODN in ihre
Zielzellen beftrdert und ihre immunstimulatorische Wirkung sogar verstarkt
werden (ZWIOREK et al., 2008; WILSON et al., 2009). Ein entscheidender Vorteil
der Kombination von Oligodeoxynukleotide und nanopartikularem Tragersystem
ist die Aufnahme der DNA-Molekile in regionare Lymphknoten und somit eine
unterbleibende systemische Ausbreitung (STORNI et al., 2004; BOURQUIN et
al., 2008). Zusatzlich steigern die Nanopartikel die lokale Phagozytose, wodurch
die CpG-ODN direkt an die Toll-like-Rezeptoren-9 (TLR-9) innerhalb der
Endosomen gelangen (STORNI et al., 2004).

Als auRerst vielversprechendes Transportsystem erwiesen sich
Gelatinenanopartikel (GNP). ZWIOREK und Mitarbeiter (2008) verknlpften die
kationisierten GNP mit negativ geladenen CpG-ODN Uber elektrostatische
Anziehung. Die Kationisierung wurde durch die Kopplung mit Cholamin und tber
dessen quaterndre Aminogruppe erreicht (ZWIOREK et al., 2008). Bei dieser
Methode sitzen die DNA-Molekiile auf der Oberflache des Transportsystems und
sind so in der Lage das Immunsystem schneller zu aktivieren (ZWIOREK et al.,
2008). Hergestellt werden die Gelatinenanopartikel aus Gelatine Typ A, welche
aus Schweinehaut (175 Bloom) extrahiert wird (ZWIOREK et al., 2008).

Gegentber anderen Transportsystemen besitzen die GNP den Vortell
immunologisch inert zu sein (ZWIOREK et al., 2008). Somit wird auch bei
wiederholtem Einsatz der Nanopartikel keine immunologische Reaktion
provoziert. Zudem erwiesen sich GNP als biologisch sehr gut vertraglich und
abbaubar (BOURQUIN et al., 2008; TSENG et al., 2009; KLIER et al., 2011).

4.1 In vitro- und In vivo-Einsatz von GNP

In ihrer Studie bezeichneten ZWIOREK und Mitarbeiter (2008) bei der Beladung
der GNP ein Verhaltnis von 1:20 (5 %) als optimal. Bei einer héheren Beladung
konnen vermehrt Aggregationen der GNP beobachteten werden, die aus der
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neutralen Oberflache der Partikel und der somit fehlenden elektrostatischen
Wechselwirkungen resultieren (ZWIOREK et al., 2008).

In einem in vitro Versuch konnte nachgewiesen werden, dass nach zwolf
stindiger Inkubation von CpG-ODN/GNP mit murinen myeloiden dendritischen
Zellen (DC) 68% der Zellen die nanopartikular gebundenen DNA-Molekiile
aufgenommen hatten, wohingegen unbeladene, nichtkationisierte GNP nur von
33% der Zellen aufgenommen wurden (ZWIOREK et al., 2008). Zudem konnte
bewiesen werden, dass der Hauptaufnahmemechanismus der Zellen, im
Besonderen der Abwehrzellen, die Phagozytose ist, was vermutlich auf die
GroRRe der Formulierungen zurtickzuschlieRen ist, die den GroRRenverhaltnissen
von Mikroorganismen ahnelt (ZWIOREK et al., 2008).

Nach einer Inkubation der murinen myeloiden DC von 24 Stunden wurden von
ZWIOREK und Mitarbeitern (2008) mittels quantitativem ELISA spezifische Thl-
Zytokine bestimmt (IL-12 p70, IL-6, TNF-a). Mit diesem Verfahren konnte gezeigt
werden, dass CpG-ODN gebunden an GNP einen zwei- bis dreifach starkeren
Anstieg des IL-12 p70 und einen sieben- bis neunfach starkeren Anstieg des
TNF-a auslésen, im Vergleich zu ungebundene CpG-ODN (ZWIOREK et al.,
2008). Zudem wird durch die nanopartikular gebundenen CpG-ODN die
Expression der Oberflachenmolekile MHC-11 und CD86 durch die dendritischen
Zellen hochreguliert, wodurch diese in ihrer Fahigkeit, T-Zellen zu pragen und zu
aktivieren verbessert werden (ZWIOREK et al., 2008).

Um zu beweisen, dass CpG-ODN durch die Bindung an GNP auch in vivo
immunstimulatorisch wirksam sind, wurden zwei GNP unterschiedlicher GroRRe
mit jeweils der gleichen CpG-Klasse beladen und M&usen intravenés verabreicht
(ZWIOREK et al., 2008). Als positiver Kontrollwert wurden ungebundene CpG-
ODN eingesetzt. Wahrend unbeladene GNP zu keiner Zytokinproduktion fuhrten,
konnte 18 Stunden nach der Injektion bei den grof3eren Partikeln (300 nm) eine
dreifach hohere IL-12-Produktion und eine leichte Erhéhung der IL-6 Werte, im
Vergleich zu denen der ungebundenen CpG-ODN festgestellt werden (ZWIOREK
et al., 2008). Die kleineren Nanopartikel (150 nm) erlangten einen Zytokinanstieg,
der dem der ungebundenen DNA-Molekile entsprach.

Eine immunologische Reaktion auf die GNP selbst wurde durch eine dreiwochige
Versuchsreihe ausgeschlossen. Den Mausen wurde zweimal im Abstand von 14
Tagen CpG-ODN/GNP subkutan verabreicht und nach weiteren sieben Tagen
deren Antikorperlevel mittel ELISA ermittelt (ZWIOREK et al., 2008). Keine der
behandelten Mause zeigte einen Anstieg der spezifischen Antikorper. Als positiv
Kontrolle wurden GNP zusammen mit Freund-Adjuvans appliziert, was zu einem
deutlichen IgG-Anstieg fuhrte (ZWIOREK et al., 2008). Somit konnte eine direkte
Immunantwort auf die Proteinmatrix des Tragersystems ausgeschlossen werden
(ZWIOREK et al., 2008).

ZWIOREK und Mitarbeiter (2008) konnten weder in vitro noch in vivo toxische
Effekte durch die Anwendung von GNP nachweisen.

4.2 Inhalative Anwendung von GNP

Gelatinenanopartikel sind als Tréagersysteme dafir verantwortlich gebundene
Substanzen an deren Bestimmungsort zu transportieren. Sollen Zellen des
Respirationstrakts Ziel der Formulierungen sein, so stellt die Inhalation ein
bewéhrtes Transportsystem dar. Die Stabilitdt der GNP nach Vernebelung konnte
bereits mehrfach nachgewiesen werden (TSENG et al., 2009; KLIER et al.,
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2012). Klier und Mitarbeiter (2012) konnten eine immunologische Reaktion durch
inhalativ verabreichte CpG-ODN gebunden an GNP beweisen. In der Studie
wurde ein Effekt von CpG-ODN/GNP auf Bronchoalveolarzellen in vitro
nachgewiesen (KLIER et al., 2012). Dieser Effekt konnte durch Vernebelung und
Inhalation am Pferd ebenso in vivo gezeigt werden. Daraus kann gefolgert
werden, dass die Inhalation von GNP ein stabiles Transportsystem darstellt.

Voraussetzung fur eine Inhalation bis in die Alveolen ist eine PartikelgroRe des
Aerosols von 1-5 pm, was nur durch einen leistungsstarken, geeigneten
Vernebler zu erreichen ist (NIEDERMAIER und GEHLEN, 2009).
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1] MATERIAL UND METHODEN

1. Studiendesign und Zielsetzung

In dieser Studie sollte die therapeutische Wirkung von inhalativ verabreichten
nanopartikular gebundenen CpG-ODN in Zusammenhang mit spezifischen
Allergenen untersucht werden.

Der spezifisch immunmodulatorische Effekt der CpG-ODN wurde in Bezug auf
das Verhaltnis von Therapiedauer und Lange des Effekts genauer untersucht. Im
Besonderen sollte die Frage beantwortet werden, ob die Inhalation von
spezifischen Allergenen in Kombination mit der Inhalation von A-Typ CpG-ODN
einen hyposensibilisierenden Effekt bewirkt.

Hierfir wurden die Studienteilnehmer (n = 21) nach einer Eingangsuntersuchung
in geringgradig, mittelgradig und hochgradig an COB erkrankt eingestuft. Die
Zuordnung zur jeweiligen Erkrankungsgruppe erfolgte anhand eines
standardisierten Untersuchungsplans (s. IX Anhang, Kap. 2. und 4.).

11 Pferde wurden mit entsprechend ausgewahlten Allergenen und nanopartikulér
gebundenen CpG-ODN inhaliert, zehn Pferde erhielten die alleinige Inhalation
der nanopartikular gebundenen CpG-ODN. Die Zuteilung zur jeweiligen Gruppe
erfolgte per Losverfahren, wobei aus den drei Erkrankungsstufen getrennt gelost
wurde. So konnte gewahrleistet werden, dass beziiglich des Erkrankungsgrades
die Gruppen homogen verteilt waren. Zwei Probanden schieden wéhrend der
Versuchsdauer auf Grund von Kortisongabe oder Euthanasie aus. Die Griinde
hierflir standen nicht mit der Studie in Zusammenhang.

Die Studie sah insgesamt bei jedem Pferd sieben Inhalationen (s. Il Material und
Methoden, Kap. 8.2) mit zwei anschlieBenden Folgeuntersuchungen (s. llI
Material und Methoden, Kap. 9.) vor.

Die Behandlung der Pferde erfolgte jeweils im Heimatstall unter gewohnter
Umgebung. Somit konnte eine Veranderung der Symptomatik auf Grund eines
Ortswechsels, bzw. einer Haltungsanderung ausgeschlossen werden.

Die Studie wurde als Tierversuch von der Regierung von Oberbayern genehmigt
(Nr. 55.2-1-54-2531-31-10).

2. Bewertung mittels Punktesystem

Alle Pferde wurden am Ende der Erstuntersuchung anhand eines
standardisierten Punktesystems in lungengesund, geringgradig, mittelgradig oder
hochgradig an COB erkrankt eingestuft (s. IX Anhang, Kap. 3.). Das Scoring-
System berucksichtigte die Befunde der Anamnese und der allgemeinen und
speziellen Untersuchung, ebenso wie die weiterfihrenden Untersuchungen
(arterielle  Blutgase, Interpleuraldruckmessung, Tracheobronchoskopie mit
zytologischer Untersuchung des TBS). Die Befunde jeder Untersuchung wurden
nach ihrem Schweregrad mit einer Punktzahl bewertet und daraus die Summe
gebildet. Somit konnten auch, die zum Teil nicht direkt messbaren Parameter
semiquantitativ in die Bewertung mit einflie3en.

Direkt messbare Parameter (Atemfrequenz, Ergebnisse der Blutgasanalyse und
Interpleuraldruckmessung, Scoring-Punkte der endoskopischen Untersuchung
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nach GERBER et al. (2004), Menge der neutrophilen Granulozyten) wurden
festgelegten Wertebereichen zugeordnet und diese mit Punkten bewertet.

Bei subjektiv zu beurteilenden Parametern wurden nach standardisierten
Definitionen Punkte verteilt und so méglichst objektiv bewertet.

Die maximal zu erreichenden Punkte der einzelnen Untersuchungen sind in Tab.
1 zu sehen.

Tab. 1: Maximal zu erreichende Punktzahlen der einzelnen Untersuchungen.

maximale

Untersuchung Punktzahl

Anamnese, klinische Allgemeinuntersuchung
(Husten auslésbar, Husten, Nasenausfluss,
Atemfrequenz, Atemtyp, 23
Dampfrinne/Zwischenrippenatmung,
Lungenauskultation, Lungenfeld)

Blutgasanalyse
(PaO2, paCO,, A-aD0Oy)

indirekte interpleurale Druckmessung 3

endoskopische Untersuchung
(Trachealsekretmenge, Trachealsekretkonsistenz, 9
Schleimhautschwellung)
TBS-Zytologie

(Neutrophile Granulozyten, Makrophagen, 10
Curschmann-Spiralen)

Summe 54

Der Grad der Erkrankung wurde anhand der errechneten Summe aller erzielten
Punkte ermittelt (s. Tab. 2). Somit war es moéglich Pferde aus unterschiedlichen
Krankheitsstadien fiir die Studie zu evaluieren, wodurch eine Einschatzung des
Therapieerfolgs auf den gesamten Krankheitsverlauf getroffen werden konnte.

Tab. 2: Einteilung des Erkrankungsgrads mit Hilfe der Summe aller erzielten
Punkte.

gesund 0—-4 Punkte
geringgradige COB 5—-21 Punkte
mittelgradige COB 22 — 38 Punkte

hochgradige COB 39-54 Punkte
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In die vorliegende Studie wurden nur Pferde eingeschlossen, welche zweifelsfrei
an COB erkrankt waren.

3. Ein- und Ausschlusskriterien

Voraussetzung zur Teilnahme an der Studie war es, dass der Besitzer oder
Halter des Pferdes das Tier zumindest ein Jahr lang kannte, um die
Zuverlassigkeit der vorberichtlichen Aussagen zu erh6hen. Das Mindestalter der
Teilnehmer wurde auf sieben Jahre festgelegt. Die Dauer der respiratorischen
Symptomatik musste bei jedem Pferden mindestens 12 Monate betragen. Somit
konnte eine gewisse Chronizitat in Zusammenhang mit einer eventuellen
Saisonalitat erkannt werden.

Die letzte medikamentose Behandlung, im Besonderen mit
lungenfunktionsbeeinflussenden Medikamenten, durfte nicht kirzer als zwei
Monate her sein.

Ausschlusskriterien  waren Befunde der allgemeinen oder speziellen
Untersuchung, die auf anderweitige organische Erkrankungen hindeuteten oder
ein Punkteergebnis im Lungenscoring von weniger als vier Punkten. Zudem
wurden Pferde, die wahrend der Studie, das heil3t vor der letzten Untersuchung
nach sechs Wochen, medikamentts behandelt werden mussten, komplett von
der Studie ausgeschlossen.

4. Besitzeraufklarung

Die Besitzer der Pferde, welche sich auf Grund der Befunde der
Erstuntersuchung und der Ein- und Ausschlusskriterien als fir die Studie
geeignet erwiesen, wurden Uber den genauen Ablauf der Studie informiert. Die
Einverstandniserklarung der Patientenbesitzer zur Teilnahme an der Studie und
die Aufklarung wurden schriftlich festgehalten.

5. Patientengut

Die eigenen Untersuchungen fanden an insgesamt 21 Pferden mit einem
mittleren Alter von 17,43 + 5,14 Jahren zwischen Juni 2012 und November 2012
statt (s. IX Anhang, Kap. 1.). Die Studienteilnehmer entstammten zum einen dem
Patientengut der Klinik fir Pferde der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen,
zum anderen wurde die Gruppe durch Vermittlungen von
Haustierarzten/Haustierarztinnen und direkte Anfragen an Pferdebesitzer
ergdnzt. Alle Pferde fielen anamnestisch durch chronischen Husten,
Leistungsabfall oder Atemnot auf.

Voraussetzung zur Teilnahme an der Studie war fur alle Tiere das Erfillen
definierter Einschlusskriterien (s. lll Material und Methoden, Kap. 3.). Ebenso
musste bei jedem Pferd ein Zeitraum von mindestens zwei Monaten ohne
medikamentdse Behandlung gewéhrleistet sein.
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6. Anamnese

Vor der Erstuntersuchung wurde ein ausftuhrlicher Vorbericht erhoben, welcher
die gangigen Daten zu Besitzer und Pferd beinhaltet. Ebenso wurden die
Nutzung, etwaige Vorerkrankungen, der genaue Impf- und Entwurmungsstatus
und eventuelle Vorbehandlungen erfragt. Auch Angaben zu aktuellen
Symptomen wie Nasenausfluss (Menge, Farbe, Konsistenz), Leistungsabfall,
Husten (Charakter, Haufigkeit, Zeitpunkt) und Dyspnoe wurden aufgenommen.
Die Antworten auf Fragen zum vermuteten Zeitpunkt des Erkrankungsbeginns,
bzw. Beginn einer Verschlechterung der Symptomatik und zum Auftreten sowie
Auspragung der Symptome wurden genau erfasst.

Besondere Beachtung galt der Haltung und Aufstallung, inklusive der Art der
Einstreu und des Futterungsmanagement. Hierfur wurde ein kurzer Fragebogen
konzipiert, welcher von allen Pferdebesitzern auszufillen war. Bei der Aufstallung
wurde zwischen Box, Paddock, Offenstall und Weide unterschieden. Im Falle
einer Box oder Unterstands war anzugeben, welche Einstreu (Stroh, Sdgemehl,
Sagespane, Torf, Sonstige) dort verwendet wurde und aus welchem Material die
Wande (Holz, Fliesen, Sonstige) waren. Ebenso wurde erfragt, ob ein eventueller
Boxennachbar anders aufgestallt oder gefittert wurde, als das eigene Pferd. Das
Futterungsmanagement wurde madglichst genau erfasst (Heu nass/trocken, Musli
nass/trocken, Silage, Gras, Heucobs, Pellets, Sonstige). Bei einer eventuell
wiederkehrenden Verschlechterung der Symptomatik wurde der Zeitpunkt in
Bezug auf die Jahreszeit, den Aufenthaltsort (Box, Weide) und den
Zusammenhang zur korperlichen Belastung (vor, wahrend nach Belastung)
erfragt. Eine vermehrte Staubexposition durch vorwiegende Bewegung in der
Reithalle oder dem Reitplatz wurde in Verbindung mit einer eventuellen
Bewasserung der Trainingsflache ermittelt. Zuletzt wurde das Wachsen
ausgewahlter Baume und Straucher in unmittelbarer Umgebung zum Stall
abgefragt. AuBerdem hatten die Pferdebesitzer die Moglichkeit am Ende des
Fragebogens eigene Beobachtungen im Zusammenhang mit auftretenden
Symptomen zu notieren.

7. Klinische Erstuntersuchung

Zu Beginn wurden alle Pferde einer klinischen Allgemeinuntersuchung (1. US) in
Ruhe unterzogen. Hier wurden neben der Koérperhaltung, dem Verhalten und
Habitus, auch der Erndhrungs- und Pflegezustand des Pferdes festgehalten.
Weiter wurden die rektale Korpertemperatur, die Herz- und Atemfrequenz und die
kapillare Fillungszeit gemessen. AuRerdem wurden die Farbe der Schleimhaute,
die Herzauskultation und die Lnn. mandibulares beurteilt.

AnschlieRend erfolgte die spezielle Untersuchung des Atmungstraktes, wobei auf
eine Belastungsuntersuchung auf Grund der unterschiedlichen konditionellen
Verfassung der Pferde verzichtet wurde.

7.1 Spezielle klinische Untersuchung

7.1.1 Untersuchung des Atmungstraktes

Waren vorberichtlich Hinweise auf eine Erkrankung im Bereich der Atemwege
oder der Lunge gegeben, lag das Hauptaugenmerk der speziellen klinischen
Untersuchung auf dem Respirationstrak.
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Die Untersuchung beinhaltete unter anderem die Beurteilung der Qualitat der
Atemtatigkeit, bzw. die Differenzierung einer evtl. Dyspnoe nach inspiratorisch
(verlangerte Einatmung, Einsinken der Intercostalmuskulatur, Nusternblahen)
oder exspiratorisch  (verlangerte Ausatmung, biphasische Exspiration,
Dampfrinne, Afteratmung, Nusternblahen) und die Bestimmung des Atemtyps.
Zudem wurde adspektorisch etwaiger Nasenausfluss erfasst und nach Qualitét
und Quantitat beurteilt.

Es wurde wahrend der gesamten Untersuchung auf spontanen Husten geachtet
und zuletzt versucht durch manuellen Druck auf die ersten Trachealspangen
HustensttRe auszulosen. Neben der Anzahl wurde auch die Qualitdt solcher
aufgezeichnet.

AbschlieBend erfolgten eine sorgfaltige Auskultation von Kehlkopf, Trachea und
Lunge und eine Perkussion der caudo-ventralen Lungengrenzen.

Um die nicht direkt messbaren vorberichtlich und klinisch erfassten Parameter
auswerten zu koénnen, wurden sie mittels eines Punkte-Systems semiquantitativ
bewertet. Ebenfalls mit in die Punktebewertung floss die ermittelte Ruhe-
Atemfrequenz ein. Die Einteilung erfolgte in Anlehnung an das von
OHNESORGE und Mitarbeiter (1998) entwickelte Scoring-System (s. Tab. 3).

Somit wurde ein auslésbarer Husten mit 1 bewertet. War dies nicht mdglich
wurde die Punktezahl O vergeben.

Ein anamnestischer Husten wurde in 0 = ,kein Husten“ bis 3 = ,spontan, bzw.
vorberichtlich anfallsweise” unterteilt.

Fur den gezeigten Nasenausfluss wurden Punkte von 0 bis 3 verwendet, wobei 0
= ,kein Nasenausfluss® und 3 = ,khochgradig mukéser Nasenausfluss®
bezeichnete.

Die Bewertung des Atemtyps erfolgte von 0 Punkten = ,costoabdominal“ bis 4
Punkte = ,Nlsternbldhen in Ruhe®. Einzeln bewertet wurde hierbei eine
Dampfrinne oder Zwischenrippenatmung einmalig mit 3 Punkten.
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Tab. 3: Bewertung der anamnestischen und klinischen Befunde.

Parameter Punkte

o

nein

ja

keiner

vorberichtlich selten
vorberichtlich mehrmals taglich
spontan, bzw. vorberichtlich anfallsweise
keiner

ggr. serés

ggr.-mgr. sero-mukas

hgr. mukds

<16/ min.

Atemfrequenz in Ruhe | 17 — 22/ min.

223/ min.

costoabdominal

ggr. abdominal verstarkt

Husten auslosbar

Husten

Nasenausfluss

Atemtyp deutlich abdominal verstarkt

Nusternblahen in Ruhe
Dampfrinne, nein
Zwischenrippenatmung | ja

physiologisch

ggr. inspiratorisch verschéarft
inspiratorisch ~ verscharft und ggr.
exspiratorische Atemgerausche

mgr. in- und exspiratorische
Atemgerédusche  und/oder tracheale
Rasselgerausche

hgr. exspiratorische Atemgerausche
und/oder Hiemen, Giemen

physiologisch

Lungenfeld ggr. vergroRRert

deutlich vergro3ert

N RPIOW| ORWINIOWINIOWINIFLIOW|INFLIO|RF

Lungenauskultation

w

N[O &

7.1.1.1 Auskultation des Respirationstraktes

Im Zuge der speziellen Untersuchung des Respirationstraktes wurden der
Kehlkopf, die Trachea und die Lunge schematisch auskultiert. Begonnen wurde
im Bereich des Larynx und der Apertura thoracis um die Atemgerdusche der
oberen luftleitenden Wege beurteilen und eventuelle Sekretansammlungen in der
Trachea erfassen zu kénnen. AnschlieRend wurde die rechte und linke Lunge
vergleichend beurteilt. Die Auskultationspunkte befanden sich an der Bifurcatio
tracheae, den Lobi caudales und den Spitzenlappen (OTTO et al., 2002).

Insgesamt wurde sowohl auf abnorme Atemgerédusche wie Giemen, Rasseln
oder Knistern als auch auf eine veranderte in- oder exspiratorische Atemtatigkeit
geachtet.

Die Bewertungsskala fur die Lungenauskultation reichte von 0 = ,physiologisch*
bis 4 = ,hgr. exspiratorische Atemgerausche und/oder Hiemen, Giemen®.
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7.1.1.2 Lungenperkussion

Zur Bestimmung der Lungengrenzen wurden bei allen Pferden beide
Thoraxseiten mit Hilfe eines Perkussionshammers und eines Plessimeters
interkostal perkutiert. Die physiologischen Grenzen des Lungenperkussionsfeldes
wurden durch eine Verbindungslinie ermittelt, die den 16. IKR auf H6he des
unteren Randes des Tuber coxae, den 14. IKR auf Hohe des unteren Randes
des Tuber ischiadicum und den 10. IKR auf Hohe des Tuberculum majus des
Humerus verbindet (DEEGEN und GLITZ, 2002).

Der Lungenschall wurde qualitativ bewertet und es wurde auf Abweichungen, wie
tympanischer oder gedampfter Schall, geachtet. Weiterhin wurden eventuell
vergroRerte Lungengrenzen ausgemessen, nhotiert und mit Score-Punkten
bewertet. Hierbei entsprachen 0 Punkte = ,Physiologisch® und 2 Punkte =
~deutlich vergréRert® (s. Tab. 3).

7.1.2 Weiterfihrende Untersuchungen

Im Folgenden werden die weiterfihrenden Untersuchungen beschrieben, welche
jeweils vor der ersten Inhalation, 2 Tage nach der letzten Inhalation und 6
Wochen nach der letzten Inhalation durchgefihrt wurden. Sie galten zur
Sicherung der Diagnose (Voruntersuchung) und zur Einschatzung des
Schweregrades der Erkrankung. Zudem sollte so ein moglicher therapeutischer
Erfolg Uberprift werden.

7.1.2.1 Arterielle Blutgasanalyse

Zu Beginn der weiterfiihrenden Untersuchungen wurde arterielles Blut aus der
rechten Arteria carotis communis entnommen. Die Punktion erfolgte nach
Desinfektion in der rechten Drosselrinne etwa handbreit proximal der Apertura
thoracis mit einer Kanlle 22G (BD Microlance™, 0,7 mm x 30 mm, Becton
Dickinson, Heidelberg, Deutschland) (KLEIN und DEEGEN, 1986a). Das aus
dem Kanitlenkonus austretende Blut wurde luftblasenfrei in eine heparinisierte
Monovette (Sarstedt Monovette®, 2ml, Sarstedt AG & Co, NUmbrecht,
Deutschland) aufgezogen. Hierbei wurde darauf geachtet, dass nach der
Aspiration die im Konus der Monovette verbleibende Luftblase sofort ausgedriickt
wird. Die Analyse der Partialdriicke von Sauerstoff (p,O,) und Kohlenstoffdioxid
(pa0O,) erfolgte umgehend mit Hilfe eines automatischen Blutgasanalysegerates
(IRMA TruPoint® Blood Analysis System, ITC, Edison, NJ). Unmittelbar vor der
Probengewinnung wurde die rektale Kérpertemperatur ermittelt und in das Gerat
eingegeben.

Um einen, vom aktuellen Luftdruck und der Kérpertemperatur unabhangigen und
somit vergleichbareren Wert zu erlangen, wurde bei jeder Messung die alveolo-
arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz  (A-aDO,) bestimmt. Bei diesem
Parameter wird neben den gemessenen Sauerstoff- und
Kohlenstoffdioxidpartialdriicken auch der aktuelle Luftdruck bericksichtigt.

Zur Berechnung diente folgende Formel (GRABNER, 2005a):
Pa0, = (ps [MMHg] — 47 [mmHg]) x 0,2095 — p,CO, [mmHg]
A'aDOZ = pAOZ - paOZ
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Referenzwerte bei NN (GRABNER, 2005a):

PaO2: 95-105 mmHg
PaCOs.: 35-45 mmHg
A-aDO.: 5,4+ 5,1 mmHg

Dabei steht pg fir den aktuellen Luftdruck wahrend der Blutentnahme. Die
Wasserdampfdruck-Konstante 47 spiegelt den Wasserdampfdruck der
Ausatemluft von 47 mmHg bei 37 °C Korpertemperatur wieder, wahrend der
Faktor 0,2095 den prozentualen Sauerstoffgehalt (20,95 Vol.-%) der Atemluft
angibt.

Wie von GRABNER (2005a) beschrieben, kann durch die gemessenen Werte der
Schweregrad der Erkrankung wie folgt abgeschéatzt werden:

latent PO,  90-95 mmHg A-aDO, <10 mmHg
geringgradig 80-90 mmHg 10-15 mmHg
mittelgradig 65-80 mmHg 15-25 mmHg
hochgradig < 65 mmHg > 25 mmHg

Die Punktevergabe zur endgultigen Ermittlung des Schweregrads der COB im
Scoring-System richtete sich nach der Einteilung von GRABNER (2005a)
(s. Tab. 4).

Tab. 4: Bewertung der Blutgasanalyse.

Punkte
p.CO, in mmHg < 45 0
> 45 2
pP.O, in mmHg > 95 0
90 - 95 1
80 -90 2
65 — 80 3
<65 4
A-aDOin mmHg <10 0
10-15 1
15-25 2
>25 3
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7.1.2.2 Vendse Blutuntersuchung

Neben der arteriellen Blutgasanalyse wurde jedem Pferd bei allen drei
Untersuchungen auch venéses Blut entnommen. Hierfur wurde die V. jugularis
externa nach Desinfektion, am Ubergang vom oberen in das mittlere Halsdrittel
mit einer 18G Kandle punktiert (BD Microlance™, 1,2 x 50mm, Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland) (WISSDORF et al.,, 2002). Das so gewonnene Blut
wurde in EDTA-, Natriumcitrat- und Serumréhrchen (S-Monovette®, Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland) abgefillt. Von den Proben wurde im Kklinikeigenen
Labor ein Differenzialzellbild erstellt. Zudem wurden die absolute Leukozytenzahl
und die GesamteiweilRkonzentration bestimmt. RoutinemaRig wurde auch das
rote Blutbild analysiert (Hamatokrit, Erythrozytenanzahl, Hamoglobingehalt).
Primar solten mit den Ergebnissen akute Entzindungs- oder
Infektionsgeschehen ausgeschlossen werden. Auch konnten so eventuelle
systemische Reaktionen auf die Behandlung friihzeitig erkannt werden.

Am Tag der ersten Untersuchung wurde zusatzlich eine Blutprobe fir den
funktionellen in vitro Test (FIT) entnommen.

In die Studie aufgenommen wurden ausschliel3lich Pferde, deren klinische
Untersuchung und  vendse Blutuntersuchung keine  systemische
Entzindungsreaktion oder Erkrankung anderer Organe vermuten lief3.

7.1.2.3 Indirekte interpleurale Druckmessung

Um objektive Daten einer Lungenfunktionsveranderung zu erhalten wurde bei
allen Pferden eine indirekte Interpleuraldruckmessung Uber eine
Osophagussonde durchgefihrt. Diese registriert vorhandene
Luftdruckdifferenzen und leitet sie an einen Druckwandler, den Venti-Graph
weiter. Das MelRgerat formt die gemessenen Luftdruckdifferenzen in elektrische
Impulse um und zeichnet diese auf ein Thermoregistrierpapier in Form von
Ausschlagen auf.

Zu Beginn der Untersuchung wurde die Sonde von auRen am Pferd angelegt und
in ihrem spateren Verlauf entlang des ventralen Nasengangs und des
Osophagus so abgemessen, dass ihre Spitze auf Hohe der Herzbasis lag.
AnschlieRend wurde sie gleitfahig gemacht und Utber den ventralen Nasengang
an die abgemessene Position in den Osophagus vorgeschoben. Bei einigen der
Pferde war es erforderlich eine Oberlippenbremse anzulegen, welche auch im
weiteren Verlauf der Untersuchung meist nicht abgenommen wurde, da eine
mafigebliche Beeinflussung der Messergebnisse durch die Oberlippenbremse
nicht zu erwarten war (DEEGEN und KLEIN, 1987). Lediglich zwei der
Probanden zeigten sich so unkooperativ, dass eine Sedierung mit 0,01 mg/kg KM
Detomidin (Domidine®, Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland) und 0,01 mg/kg
KM Butorphanol (Dolorex®, MSD Animal Health GmbH, Luzern, Schweiz)
unumganglich war.

Nach einer kurzen Beruhigungsphase wurde die Sonde an das Messgerat (Venti-
Graph, Modell PG100/REC, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim,
Deutschland) angeschlossen und die Messung gestartet (s. Abb. 1). Die
Aufzeichnung der Kurven erfolgte Uber eine Zeitspanne von ca. funf Minuten
oder solange bis mindestens 5-10 gleichméRige, zusammenhéangende Atemzlge
zu sehen waren.
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Abb. 1: Venti-Graph mit Osophagussonde zur Interpleuralen Druckmessung.

Die Auswertung der aufgezeichneten Kurven erfolgte mit einer eigens fur das
Messgerat konzipierten Schablone (Venti-Graph  Auswertungsschablone,
Boeringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim, Deutschland). Durch anlegen
des Registrierpapiers auf die Auswertungsschablone konnte die maximale
interpleurale Druckdifferenz (APpl max) ermittelt werden. Die Einteilung der
ermittelten APpl max-Werte in die jeweilige Gruppe (lungengesund, geringgradig,
mittelgradig, hochgradig erkrankt) und die Bewertung mit Punkten erfolgte
anhand der Untersuchungsergebnisse von THOMSON und MCPHERSON
(1984), sowie nach DEEGEN und KLEIN (1987) (s. Tab. 5).

Tab. 5: Bewertung der maximalen interpleuralen Druckdifferenz.

APpl max in cmH,0 Punkte
<46 0
46-125 1
12,5-20,3 2
> 20,3 3

7.1.2.4 Endoskopie des Respirationstrakts

Fur die endoskopische Untersuchung wurden alle Pferde mit 0,01 mg/kg KM
Detomidin (Domidine®, Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland) und 0,01 mg/kg
KM Butorphanol (Dolorex®, MSD Animal Health GmbH, Luzern, Schweiz) durch
eine intravendse Injektion in die V. jugularis externa sediert. Das flexible
Endoskop (ETM VET 175, Endoskopische Technik GmbH, Minchen,
Deutschland) wurde Uber den ventralen Nasengang bis zum Rachen- und
Kehlkopfbereich vorgeschoben. Hier wurde auf eventuelle Verdnderungen, wie
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eine Dorsalverlagerung des weichen Gaumens, Hemiplegia laryngis, oder
entziindlich veranderte lymphoide Follikel am Rachendach geachtet. Beim
weiteren Vorschieben des Endoskops in die Luftrohre wurde vorhandenes Sekret
nach Menge, Viskositat und Verteilung beurteilt. Zudem wurde eine eventuelle
Mukosaschwellung an der Aufzweigung der Trachea in die beiden
Hauptbronchien bewertet (s. Abb. 2).

Abb. 2: Endoskopische Darstellung einer geringgradig verbreiterten Bifurcatio
Tracheae (links) und eines intratrachealen Sekretsees mit Sekretflocken (rechts).
TBS-Scoring nach GERBER et al. (2004) Grad 3-4.

Die Bewertung der tracheobronchoskopischen Befunde erfolgte in Anlehnung an
das TBS-Scoring von GERBER wund Mitarbeitern (2004) anhand eines
Punktesystems (s. Tab. 6). Bei der Beurteilung der Schleimhautschwellung an
der Bifurcatio tracheae wurde einem physiologischen Aussehen 0 Punkte und
einer hochgradigen Schwellung 2 Punkte zugeordnet.



MATERIAL UND METHODEN 49

Tab. 6: Bewertung der endoskopischen Befunde.

Parameter Punkte
Trachealsekretmenge Scoring nach
GERBER et al.
(2004)
<1 kein Sekret 0
erkennbar
kleine, vereinzelte
1<2 Sekretflocken 1
groliere
Sekretflocken,
2<3 schmale 2
unterbrochene
Sekretstralie
durchgehende
3<4 Sekretstralle 3
Sekretsee, extreme
>4-5 Menge an Sekret 4
Trachealsekretkonsistenz serds, fliissig
S 2 ) L] L] 1
flieRend
seros bis viskos,
>2-4 nicht flieRend 2
24-5 hochviskds, zah 3
Schleimhautschwellung keine Schleimhautschwellung 0
ggr. bis mgr. Schwellung der 1
Bifurcatio tracheae
hgr. Schwellung der Bifurcatio
tracheae, kaum zu erkennende 2
Trachealspangen

War bei der endoskopischen Untersuchung ausreichend Sekret in der Trachea
zu finden, wurde eine Probe zur zytologischen Untersuchung des TBS
entnommen. Hierfir wurde ein Polyvinylkatheter Uber den Arbeitskanal des
Endoskops bis zu dessen Spitze vorgeschoben und mit Hilfe einer, am Ende des
Katheters aufgesetzten 20 ml Spritze (BD Discardit™Il, Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland) eine kleine Menge des TBS aspiriert. Die Probe wurde
auf einem Objekttrager ausgestrichen und luftgetrocknet.

Nach Abschluss der endoskopischen Untersuchung wurde der sedierte Patient
fur zwei Stunden ohne Futtermdglichkeit aufgestallt.

7.1.2.5 Zytologische Untersuchung des Tracheobronchialsekrets

Die bei der Tracheobronchoskopie gewonnenen, auf Objekttrager
ausgestrichenen und luftgetrockneten TBS-Proben wurden mit Hilfe eines Diff-
Quick®-Sets (Diff-Quick staining set, Medion diagnostics, Dudingen, Schweiz)
gefarbt. Die Auswertung unter dem Lichtmikroskop erfolgte zunachst bei 200-
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facher VergroRerung. Hier wurde nach mé&anderférmiger Durchmusterung die
Zelldichte, sowie die Menge und Struktur der mukdésen Grundmasse
semiguantitativ bewertet (GRABNER, 2005b). Danach erfolgte die quantitative
Bewertung einzelner  Zellpopulationen bei  500-facher  Vergrof3erung
(Olimmersion) (s. Abb. 3). Hierfir wurde das Praparat maanderformig
durchgemustert und 200 Zellen ausgezahlt. Dabei wurde darauf geachtet, dass
die auszuzéahlenden Gesichtsfelder gleichm&Rig Gber das Praparat verteilt lagen.

Abb. 3: TBS-Praparat eines mittelgradig COB-kranken Pferdes, mittels Diff-
Quick®-Set angefarbt. Zu sehen sind tberwiegend polymorphkernige neutrophile
Granulozyten (links) und Curschmann-Spiralen (rechts).

Als physiologische, prozentuale Anteile von neutrophilen Granulozyten,
Makrophagen und Lymphozyten galten folgende Werte (MAY und GEHLEN,
2009):

Makrophagen 30-35%
Lymphozyten 25-30%
neutrophile Granulozyten 10-30%

Auf Grund der mikroskopischen semiquantitativen und quantitativen Befunde
erfolgte die Punkteverteilung und Einordnung in das Scoring-System (s. Tab. 7).
So wurde bei vereinzelt vorkommenden Makrophagen O Punkte und bei vielen 2
Punkte vergeben. Bei den Curschmann-Spiralen wurde von 0 — 4 unterschieden,
wobei 0 = ,keine” und 4 = ,viele“ bedeutete.

Tab. 7: TBS-Scoring.

Parameter Punkte

neutrophile Granulozyten < 30%

30-50%

> 50%

o (WO

Makrophagen vereinzelt

vermehrt

[EnN

viele

Curschmann-Spiralen keine

wenige

AlWO| N

viele
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Zellarmes Sekret oder Sekret mit einer Endoskopie-Bewertung von 0-1 Punkte
wurde immer mit einem TBS-Score von 0 Punkten bewertet.

8. Therapieaufbau

8.1 Inhalationslésungen

Auf Grund der Studienergebnisse von KLIER und Mitarbeiter (2011) kam fir die
Inhalationsreihe die einzelstrangige A Klasse 2216 CpG-ODN zum Einsatz.
Kennzeichnend fur diese Sequenz sind 20 Basen, Poly-Guanin-Motive an den
Flanken und ein gemischtes Zuckerrickgrat aus Phosphodiester und
Phosphothioester (= *): 5’-G*G*G GGA CGA TCG TCG* G*G*G *G*G-3" (KLIER
et al., 2012). Die Oligodeoxynukleotide wurden von der Firma Biomers GmbH
(Ulm, Deutschland) in lyophilisierter Form bezogen.

Die GNP wurden nach dem Standardprotokoll von COESTER und Mitarbeitern
(2000) im Institut fur Pharmazie und pharmazeutische Technologie der LMU
Munchen hergestellt.

Um das ODN-Lyophilisat zu l6sen wurde ,highly purified water (HPW)
verwendet. Nach der Verdinnung auf eine Arbeitskonzentration von 1 mg/ml,
wurde die Lésung aliquotiert und bei -80 °C tiefgefroren.

Pro Inhalation wurden 3,75 mg GNP aus der hergestellten Dispersion
entnommen und in 2,5 ml sterilem highly purified water (HPW) gelost.
AnschlieRend wurden 187,5 ug CpG-ODN zugefligt und die Lésung bei 22 °C
und 300 rpm im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) fir 20
Minuten inkubiert. Diese Inhalationskonzentration entspricht einer Menge von 1,5
mg/ml GNP und 0,075 mg/ml CpG-ODN. Diese 5% Beladung war fir die
kolloidale Stabilitat der Dispersion erforderlich.

Die Allergene (Artuvetrin, Artu Biologicals Europe BV, Lelystad, Netherlands)
wurden aus der Medizinischen Kleintierklinik, Abteilung Dermatologie der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen bezogen. Alle verwendeten Allergene wurden
auf eine Arbeitskonzentration von 1 pl/ml (1:1000) in PBS verdinnt. Aus dieser
Stammldsung wurde die der Inhalation entsprechende Menge enthommen (s.
Tab. 8 und 9).

Tab. 8: Menge der inhalierten Allergene.

Menge der

Allergenstammldsung
Inhalation Nr. 1 0,6 ml
Inhalation Nr. 2 0,6 ml
Inhalation Nr. 3 0,8 ml
Inhalation Nr. 4 0,8 ml
Inhalation Nr. 5 1,0 ml
Inhalation Nr. 6 1,0 ml
Inhalation Nr. 7 1,2 ml
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8.2 Inhalationsprotokoll

Zur Inhalation der GNP-gebundenen CpG-ODN (CpG-GNP) und der Allergene
wurde ein geeigneten Inhalator (Equine Haler, Equine HealthCare Aps,
Hoersholm, Danemark) in Kombination mit einem leistungsstarken Vernebler
(Aeroneb® Go Micropump Nebulizer, Aerogen, Galway, Irland) verwendet (s.
Abb. 4). Die Beiden Gerate wurden uber ein Verbindungsstick zu einem
geschlossenen System zusammengefiigt und dber ein, mit einem Kabel
verbundenes Steuergerét, geregelt.

Abb. 4: Inhalationssystem aus ,Equine Haler® und ,Aeroneb® Go Micropump
Nebulizer.

Wahrend der Behandlung der Pferde bedurfte es keiner weiteren
Fixationsmaflnahmen. Der ,Equine Haler® wurde mit seiner Vorrichtung Gber die
eine Nuster gelegt und die andere mit der Hand bestmdglich abgedeckt, was von
den Pferden gut toleriert wurde (s. Abb. 5). So war eine maximale Inhalation der
vernebelten Flissigkeit gewahrleistet.

Abb. 5: Inhalation mit dem ,Equine Haler” in Kombination mit dem ,Aeroneb®
Go Micropump Nebulizer®.
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Ein Teil der Pferde wurde mit spezifischen Allergenen und nanopartikular
gebundenen CpG-ODN inhaliert, der andere Teil erhielt die alleinige Inhalation
der nanopartikular gebundenen CpG-ODN. Die Zuteilung zur jeweiligen Gruppe
erfolgte per Losverfahren, wobei aus den drei Erkrankungsstufen getrennt gelost
wurde. Die verwendeten Allergene wurden nach vorherigem FIT-Test und
entsprechend nachgewiesener Sensibilisierung ausgewahlt.

Das Protokoll sah insgesamt sieben Inhalationen im Abstand von jeweils zwei
Tagen vor (s. Abb. 6). Die Dosierung der verwendeten CpG-ODN betrug 0,18 mg
pro Inhalation, gebunden an 3,75 mg GNP und geldst in 2,5 ml HPW. Die Menge
der verdiinnten Allergene (1:1000) steigerte sich mit jeder Inhalation von 0,6 ml
der verdinnten Lésung zu Beginn bis 1,2 ml bei der letzten Inhalation. Die
Inhalationszeit betrug bei den in HPW dispergierten CpG-GNP etwa 10 Minuten
und bei den verdiinnten Allergenen je nach Menge zwischen 2 und 5 Minuten.

Vor der ersten Inhalation, zwei Tage nach der letzten und 6 Wochen nach der
letzten Inhalation erfolgte jeweils eine ausfuhrliche allgemeine und spezielle
klinische Untersuchung mit Blutprobennahme, Interpleuraldruckmessung und
Endoskopie der Atemwege, inklusive TBS-Zytologie (1. US, 2. US, 3. US) (s.
Abb. 6).

1. US und FIT 2.US 3.US

1.lnhal. 2. Inhal.  3.Inhal.  4.Inhal. 5.Inhal. 6. lnhal. 7. Inhal.
1 1 I | | 1 | | | >
Tag O 1 3 5 7 9 11 13 15 55

Abb. 6: Zeitlicher Ablauf der Untersuchungen und Inhalationen.

Alle verwendeten Allergene wurden in einem Verhéltnis 1:1000 in PBS (PBS
Dulbecco, Biochrom AG Berlin, Deutschland) verdiinnt. Um eine Adaptation des
Immunsystems an die spezifischen Allergene zu stimulieren, wurde die zu
inhalierende Menge der Losung bei jeder Behandlung gesteigert (s. Tab. 9).

Tab. 9: Darstellung der Konzentrationen der inhalierten Substanzen.

Menge CpG-ODN Menge GNP Menge Allergen-
Reinsubstanz
Inhalation Nr. 1 187,5 pg 3,75 mg 0,6 pl
Inhalation Nr. 2 187,5 pg 3,75 mg 0,6 pl
Inhalation Nr. 3 187,5 pg 3,75 mg 0,8 ul
Inhalation Nr. 4 187,5 pg 3,75 mg 0,8 ul
Inhalation Nr. 5 187,5 pg 3,75 mg 1,0 pl
Inhalation Nr. 6 187,5 g 3,75 mg 1,0 u
Inhalation Nr. 7 187,5 pg 3,75 mg 1,2 ul
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8.3 Uberwachung der Studienteilnehmer

Vor jeder Inhalation wurden die Pferde klinisch allgemein untersucht und
wahrend der Behandlung das Allgemeinbefinden kontinuierlich Gberwacht. Dabeli
wurde die Korpertemperatur kontrolliert und im Falle eines Anstiegs Uber den
Normwert der Versuch abgebrochen und das Pferd von den weiteren
Behandlungen ausgeschlossen.

Bei allen Studienteilnehmern wurden die Leukozytenzahlen im Rahmen der
Eingangsuntersuchung und bei beiden Nachuntersuchungen bestimmt. Die
Untersuchungen dienten dazu akute Entziindungs- oder Infektionsgeschehen
auszuschlieBen und, im Besonderen wahrend der Inhalationsperiode,
systemische Reaktionen zeitnah 2zu erkennen. Zudem sollte durch die
Probenahme bei der zweiten Nachuntersuchung ein eventuell negativer Einfluss
der CpG-ODN/GNP auf das Immunsystem in Bezug auf die Langzeitwirkung des
Praparats ausgeschlossen werden.

Ein Anstieg der Korpertemperatur, Normabweichungen im Blutbild, eine
Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens und lokale Reaktionen wurden als
Hauptabbruchskriterien festgelegt. Dabei wurden beobachtete unerwiinschte
Reaktionen anhand eines modifizierten Schemas (Veterinary co-operative
oncology group- common terminology criteria for adverse events (VCOG-
CTCAE) following chemotherapy or biological antineoplastic therapy in dogs and
cats v1.0) eingeteilt (s. IX Anhang, Kap. 2.2).

9. Klinische Folgeuntersuchungen

Die beiden Folgeuntersuchungen gestalteten sich in gleichem MalRRe wie die
Eingangsuntersuchung. Es wurde zZu Beginn eine klinische
Allgemeinuntersuchung durchgefiihrt mit folgender spezieller Untersuchung des
Atmungstrakts inklusive aller beschriebenen weiterfiihrenden Untersuchungen.
Die erste Nachuntersuchung (2. US) erfolgte zwei Tage nach, die zweite
Nachuntersuchung (3. US) 42 Tage nach der letzten Inhalationsbehandlung (s.
Abb. 6).

10. Der funktionelle in vitro Test (FIT)

Fur den Allergietest wurde jedem Pferd im Zuge der Erstuntersuchung 20 ml Blut
aus der desinfizierten V. jugularis externa, am Ubergang vom oberen in das
mittlere Halsdrittel mit einer 18G Kanile entnommen (BD Microlance™, 1,2 x
50mm, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland). Das Blut wurde in EDTA-
Rohrchen (S-Monovette®, Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland) verbracht und
umgehend per Express-Bote versandt. Durchgefuhrt wurde der FIT-Test im
Institut fur Immunologie der Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover.

Im FIT-Test wird nach Provokationen der in gewaschenem Vollblut vorhandenen
basophilen Granulozyten die, aus diesen Zellen freigesetzte Histaminmenge
quantifiziert. Als Formen der ,Provokation® kommen die physikalische
(thermische) Behandlung (zehn-minitiges Kochen), zur Ermittlung des maximal
vorhandenen Histamins in den Zellen, und die Behandlung mit
Antigenpraparationen, zur Prifung der spezifischen Sensibilisierung, zum
Einsatz. Zudem werden die Proben mit Anti-Isotop-Antikorper (Anti-lgG, Anti-IgE)
auf eine generelle Sensibilisierung der basophilen Granulozyten Uberprift. Die
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Quantifizierung des Histamins erfolgt mittels kompetitivem Radioimmunoassay
(RIA). Ob ein Pferd fur ein bestimmtes Allergen als sensibilisiert anzusehen ist
entscheidet bei der Auswertung der Testergebnisse die freigesetzte
Histaminmenge bei einer definierten Allergenkonzentration im Verhaltnis zur
physikalisch freigesetzten Histaminmenge. Das MalR der Sensibilisierung wird
unterteilt in O=negativ, l1=schwach positiv, 2=positiv, 3=stark positiv,
4=hochgradig positiv.

Die fur die Studie eingesetzten Allergengemische und Einzelallergene zur
Uberprifung der spezifischen Sensibilisierung sind in Tab. 10 aufgefihrt.

Tab. 10: Im FIT eingesetzte Allergengemische und Einzelallergene.

LPx Spéatbluher-Mischung GMx Gréaser-Mix (Pollen)

Amaranthus hybridus (Fuchsschwanz) | Festuca elatior (Rohrschwingel)

Xanthium commune (Spitzklette) Poa pratensis (Wiesenrispengras)

Iva ciliata (Weidenréschen) Dactylis glomerata (Gem. Knauelgras)

Chenopodium ambrosianum (Mex. Agrostis alba (Straussgras)

Teekraut) Phleum pratense (Wiesenlieschgras)

Artemisia vulgaris (Gem. Beiful3) Lolium perenne (Dt. Weidegras)
Anthoxantum odoratum (Gew.
Ruchgras)

TMx - early GMx Gréaser-Mix (Korn)

Fagus grandifolia (Amer. Buche) Wiesenlieschgras

Ulmus americanus (Amer. Weil3ulme) | Wiesenschwingelgras

Acer saccharum (Zuckerahorn) Wiesenrispengras

Salix nigra (Schwarzweide) Rotschwingel

Alnus glutinosa (Schwarzerle) Rohrschwingel

Populus deltoides (Schwarzpappel) Wiesenfuchsschwanz
Deutsches Weidelgras

TMXx - late MMx Schimmelpilz-Mix

Quercus rubra (Roteiche) Alternaria tenuis

Platanus occidentalis (Am. Platane) Aspergillus niger

Juglans nigra (Schwarze Walnuss) Helminthosporium sativum

Carya ovata (Hickorynuss) Hormodendrum hordei

Fraxinus americana (Esche weif3) Penicillium notatum

Birken — Mix Einzelallergene

Betula pendula Corylus avellana (Haselnuss)

Betula nigra Brassica apus (Raps)
Lepidoglyphus destructor
(Pflaumenmilbe)
Dermatophagoides pteronyssinus
(Hausstaubmilbe)
Acarus siro (Mehlmilbe)

Da fur die Typ-lI-Reaktion der COB nachgewiesenermafllen hauptsachlich
Schimmelpilzsporen, Milben und Pollen verantwortlich sind, wurde auf die
Untersuchung weiterer Allergengruppen (Insekten, Futtermittel) verzichtet.
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Anhand der Ergebnisse des FIT-Test wurden die spezifischen Allergene zur
Inhalationsbehandlung ausgewahlt.

11. Statistische Analysen

Die statistische Bearbeitung der Daten erfolgte mit Microoft® Excel 2010
(Microsoft Corporation, Redmond, USA) und IBM® SPSS Statistics 20.0 (IBM
Corporation, Armonk, USA).

Alle erhobenen Daten wurden zu Beginn auf Normalverteilung untersucht. Um
auf Unterschiede zwischen zwei Gruppen zu prifen erfolgte bei normalverteilten
Datensatzen der t-Test, bei den nicht-normalverteilten Werten und bei
Scoreparametern der U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney. Erfolgte eine
Unterteilung in mehr als zwei Gruppen, so wurde zur Uberprifung von
statistischen Unterschieden zwischen den Gruppen der Kruskal-Wallis-Test
angewendet.

Um mogliche Zusammenhange zwischen verschiedenen Parametern zu ermitteln
erfolgte  bei schief verteilten Werten die Berechnung des Rang-
Korrelationskoeffizient nach Spearman (rs), bei anndhernd normalverteilten
Werten die Berechnung des Korrelationskoeffizient nach Pearson (r).

Fur alle statistischen Verfahren wurde die statistische Signifikanzgrenze in
Abhangigkeit der Irrtumswahrscheinlichkeit p auf < 0,05 festgelegt. Wurde nicht
der jeweils berechnete p-Wert angegeben, so wurden folgende Bezeichnungen
verwendet:

n.s. = nicht signifikant (p > 0,05)

* = schwach signifikant (p < 0,05)
o = signifikant (p < 0,01)
rrk = hoch signifikant (p < 0,001)

Die einzelnen Daten wurden als Mittelwerte mit Standartabweichung in der Form
X + s angegeben.

Die grafischen Darstellungen der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Programms
Microsoft® PowerPoint 2010 und Microoft® Excel 2010 (Microsoft Corporation,
Redmond, USA).
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v ERGEBNISSE
1. Allgemeine Daten zu den Patienten

11 Patientengut und Gruppeneinteilung

Alle in diese Studie aufgenommenen 21 Pferde wiesen vorberichtlich seit
mindestens einem Jahr eine chronische Lungenerkrankung auf, welche bei allen
Pferden mit den Ergebnissen der klinischen Allgemeinuntersuchung und der
speziellen  Lungenuntersuchung als chronisch  obstruktive  Bronchitis
diagnostiziert wurde. Der Schweregrad der COB wurde anhand eines
standardisierten Untersuchungsbogens mittels Score-Punkten bewertet (s. IX
Anhang, Kap. 4.). Somit stellten sich 4 Pferde (19 %) als geringgradig, 11 Pferde
(52 %) als mittelgradig und 6 Pferde (29 %) als hochgradig erkrankt dar. Die
Aufteilung in die jeweilige Behandlungsgruppe erfolgte wie in Tab. 11
beschrieben.

Tab. 11: Darstellung des Erkrankungsgrads und Anzahl der Patienten mit Score-
Punkten in den jeweiligen Gruppen.

Gruppe | Gruppe Il
(Inhalation mit Allergenen) (Inhalation ohne Allergene)
Score-Punkte Score-Punkte
n Mittelwert £ SD n Mittelwert £ SD
geringgradig 2 42,5+ 3,7 2 42,0+ 2,8
mittelgradig 5 25,4+ 4.6 6 26,0+ 3,3
hochradig 4 17,8+ 3,2 2 21,0+0,0

Somit bestand kein signifikanter Unterschied der beiden Therapiegruppen in
Bezug auf den Erkrankungsgrad zu Beginn der Studie (p=0,843).

Das Alter der Patienten variierte zwischen 8 und 27 Jahren, wobei der Mittelwert
+ Standardabweichung 17,43 £ 5,14 betrug. Am haufigsten trat die Altersspanne
zwischen 17-18 Jahre auf (s. Abb. 7)
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Abb. 7: Altersverteilung der Patienten.

Eine Ubersicht Uber die Gruppenverteilung beziglich des Alters, des
Geschlechts, der Rasse und der Grof3e gibt Tabelle 12 wieder. Die Nutzungsart
betreffend kamen ausschliellich freizeitlich gerittene Pferde zum Einsatz.
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Tab. 12: Patientengut der Studie nach Gruppen aufgelistet.

Alter Grol3e
Plf\lerrd Geschlecht Rasse
' (Jahre) (cm)
1 27 Stute Hannoveraner 160
2 25 Wallach Leutstettner 160
3 21 Wallach Hannoveraner 172
Pura Raza
Gruppe |

pp 4 25 Hengst Espanol 158
(mit 5 21 Wallach Haflinger 145

Allergenen) - _
6 14 Wallach Osterreicher 165
7 18 Wallach Islander 141
8 18 Hengst Friese 168
9 14 Wallach Tinker 153
10 22 Wallach Trakehner 164
11 12 Wallach Dt. Reitpony 148
12 16,5 Wallach Trakehner 175
13 20 Wallach Mecklenburger 173
14 18 Stute Islander 130

Sachsen-
15 17 Wallach Anhaltiner 172
Gruppel ll 16 16 Stute Islander 128
(ohne 17 8 Stute Islander 143
Allergene)

18 8,5 Wallach Connemara 144

Pony
19 16 Wallach Islander 130
20 11 Wallach Islander 138
21 18 Wallach Quarter Horse 145

Die Verteilung der mannlichen und weiblichen Tiere war nahezu homogen und
unterschied sich nicht signifikant (p = 0,311). Bei der Uberprifung der
Altersverteilung der zwei Gruppen fiel auf, dass das Durchschnittsalter in der
Gruppe mit Allergenen signifikant hoher war, als in der Gruppe ohne Allergene (p
= 0,036). Der mittlere Wert belief sich in Gruppe | auf 19,73 + 4,98 und in Gruppe
[l auf 14,9 + 4,2 Jahre.

Fur die statistische Berechnung bezlglich des Einflusses der Rasse erfolgte eine
Einteilung in GroR3pferde und Kleinpferde/Ponys. Hier war zu erkennen, dass sich
in Gruppe | deutlich mehr GroR3pferde und in Gruppe Il mehr Kleinpferde
befanden. Allerdings erwies sich dieses Verhaltnis als statistisch nicht signifikant
(p = 0,198).
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1.2 Anamnestische Grunddaten

1.2.1 Erkrankungsdauer

Vorberichtlich wurden alle Besitzer genauestens nach dem ersten zeitlichen
Auftreten typischer Symptome wie Husten, Leistungsmangel oder Nasenausfluss
befragt. Demnach zeigten 66,7% (n = 12) der Pferde seit weniger als 10 Jahren
und von diesen 75% (n = 9) seit weniger als 5 Jahre fur die Besitzer deutliche
Symptome. Im Mittel belief sich die Erkrankungsdauer auf 6,69 + 5,39 Jahre. Die
statistische Untersuchung ergab in diesem Punkt keinen signifikanten
Unterschied zwischen beiden Gruppen (p = 0,489) (s. Abb. 8).

Erkrankungsdauer
[Jahre]
20
*
18
*
16
14
12 *
10 +6¢
A 4
8
6 *~—
4 *—¢
A 4 L 2B 4
2 +
* o *
0
Gruppe | Gruppe I
(mit Allergenen) (ohne Allergene)

Abb. 8: Erkrankungsdauer (in Jahren) der Pferde in der jeweiligen Gruppe.
Medianwert als horizontale Linie gekennzeichnet.

Ebenso ergab die Untersuchung des Alters beim Auftreten der ersten Symptome
keine statistisch signifikante Inhomogenitat der Gruppen (p = 0,546) (s. Abb. 9).
Es konnte ein mittleres Alter zu Krankheitsbeginn von 10,33 + 4,04 Jahren
ermittelt werden.
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Krankheitsbeginn
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Abb. 9: Krankheitsbeginn (in Jahren) der Pferde in der jeweiligen Gruppe.
Medianwert als horizontale Linie gekennzeichnet.

Bei der Uberprifung von mdoglichen Zusammenhangen zwischen der
Erkrankungsdauer und anamnestischen oder klinischen Parametern fiel ein
signifikanter (p = 0,001) Korrelationskoeffizient von r = 0,705 zwischen der
Erkrankungsdauer und dem Alter der Patienten auf (s. Abb. 10). Ebenso konnte
eine signifikante (p = 0,014) Korrelation (r = 0,567) zwischen der
Erkrankungsdauer und dem Gesamtscore ermittelt werden.
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Alter
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Abb. 10: Zusammenhang zwischen Alter der Pferde und anamnestischer
Erkrankungsdauer.

1.2.2 Jahreszeitlich variierende Symptomstarke

In der anamnestischen Erfassung der jahreszeitlichen Anderung der Symptome
zeigten sieben Pferde keine dem Besitzer Uber das Jahr hinweg auffalligen
Veranderungen (k. V.). Bei allen weiteren Pferden konnten die Besitzer von einer
deutlichen Verbesserung oder Verschlechterung der Symptome zu einer
bestimmten Jahreszeit berichten. Somit war es mdglich die verbleibenden Pferde
bezlglich der Verschlechterung der Symptomstarke in Frihling/Sommer und
Herbst/Winter zu unterteilen. Die entsprechende Haufigkeitsverteilung ist in Abb.
11 dargestellt.
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Pferde

12

47,6 %

10

333 %

191 %

k. V. Friihling/Sommer Herbst/Winter ~ Jahreszeit

Abb. 11: Jahreszeitliche Verschlechterung der Symptome aller Pferde
(k. V. = keine Veranderung).

Die statistische Untersuchung der zwei Gruppen (mit und ohne Allergene)
erbrachte eine nahezu homogene Verteilung ohne signifikante Varianz (p = 1,0).

1.2.3 Management der Pferde

In Bezug auf das Management wurden die Haltungsbedingungen und somit die
Staubbelastung fir die Pferde, sowie der Kontakt der Tiere zu Stroh und
trockenem Heu genau vom Besitzer erfragt (s. IX Anhang, Kap. 3).

1.2.3.1 Haltungsformen

Der Uberwiegende Anteil der Pferde (n = 12, entspricht 57,1 %) wurde in
Offenstall- oder Weide-Haltung untergebracht. 9 Tiere (42,9 %) kamen aus
Boxenhaltung mit zumindest stundenweisem Koppelgang oder Auslauf auf einem
Paddock.

Die Betrachtung der Gruppenaufteilung zeigt, dass die Gruppe | (mit Allergenen)
deutlich, jedoch nicht signifikant mehr Pferde aus Boxenhaltung beinhaltete (p =
0,8).

In Bezug auf die Gesamtscore-Punktezahl, die Ruheatemfrequenz, den
Auskultations-Score und die endoskopische Untersuchung ergaben sich des
Ofteren unterschiedliche Werte zwischen diesen zwei Haltungsformen, allerdings
ohne jegliche statistische Signifikanz. Die aufgeschlisselten Daten mit der
statistischen Signifikanz p beziglich der Gruppenunterscheidung zeigt Tabelle
13.
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Tab. 13: Klinische Ergebnisse (X £ s), nach Haltungsform eingeteilt.

Boxenhaltung Offenstall- Signifikanz
Weidehaltung p

Gesamtscore- 31+11,8 28,2 + 7,4 0,017
Punkte
Ruheatemfrequenz
(Ziige/min) 24,2 + 6,7 28,3+10,9 0,508
Auskultationscore- 24+13 21+11 0,602
Punkte
Sekretmenge
(Score-Punkte) 29+12 3,2+0,9 0,917
Sekretviskositat
(Score-Punkte) 3,0+1,0 32+1,1 0,702

Alle Pferde wurden beziglich ihrer Gesamtreaktion auf die untersuchten
Allergene anhand des FIT-Ergebnisses in negativ, schwach positiv, positiv und
stark positiv eingeteilt und auf statistische Unterschiede der Gruppen untersucht.
Demnach reagierten im FIT-Test aus der Gruppe mit Boxenhaltung insgesamt
signifikant mehr Tiere starker positiv auf eines der untersuchten Allergene, als
aus der Gruppe ohne Boxenhaltung (p = 0,048) (s. Abb. 12).

Pferde

Boxenhaltung

7. negativ

schwach positiv

Offenstall- Weidehaltung

¥ positiv B stark positiv

Abb. 12: Nach der Haltungsform eingeteiltes Ergebnis des FIT-Tests. Bei
mehrfach positiven Reaktionen auf unterschiedliche Allergene wurde die starkste
in die Bewertung aufgenommen.
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Wurden die Reaktionen der beiden Gruppen auf die einzelnen, im Test
untersuchten Allergene aufgeschliisselt, so ergab sich eine deutliche, wenn auch
nicht signifikant haufigere und starkere Reaktion der Pferde aus Boxenhaltung
auf Schimmelpilze (p = 0,299), Gréaser-Mix (Korn) (p = 0,21), Baum-Mix (spéat) (p
= 0,244), Raps (p = 0,111), Dermatophagoides pteronyssinus (p = 0,114) und
Acarus siro (p = 0,099). Bei den ubrigen verwendeten Allergenen konnten keine
sichtbaren Unterschiede zwischen den Gruppen erkannt werden.

Beide Haltungsformen wurden anhand der Gesamtscoredifferenz zwischen
Eingangsuntersuchung und erster Nachuntersuchung auf einen Therapieerfolg
hin Uberprift. Es konnte kein bedeutender Unterschied zwischen den
Haltungsformen in Bezug auf den Therapieerfolg ausgemacht werden (p = 0,67).

1.2.3.2 Einstreu

Neben der Haltungsform ist in groRem Mal3e die Einstreu der Boxen, Auslaufe
und Unterstdnde ausschlaggebend fir die Staubbelastung der Pferde. Als
relevante Materialien wurden hier Stroh und Sédgemehl angenommen, um die
Tiere zu unterteilen. Insgesamt hatten nur sechs Pferde (28,6 %) Uberhaupt
keinen Kontakt zu diesen Einstreumaterialien. Jeweils sechs Pferde (28,6 %)
wurden auf Stroh oder Sagemehl gehalten und drei Tiere (14,3 %) hatten Kontakt
zu beiden Materialien.

Betrachtete man die beiden Hauptgruppen der Studie, so befanden sich in
Gruppe | (mit Allergenen) signifikant mehr Pferde, welche regelm&Rlig Kontakt zu
Stroh, Sagemehl oder zu beiden Materialien hatten (p = 0,04). Zudem konnten
signifikant unterschiedliche Werte in Bezug auf die Einstreu der Boxen fir die
Parameter p,O, (p = 0,018), Trachealsekretmenge (p = 0,038) und Gesamtscore-
Punkte (p = 0,027) ermittelt werden. Somit wiesen die Pferde, welche weder
Kontakt zu Stroh noch zu Sagemehl hatten, einen signifikant hoheren p,O, auf,
als diejenigen, von welchen die Boxen nur mit Stroh (p = 0,017) oder mit Stroh
und Sagemehl (p = 0,036) eingestreut wurden. In Bezug auf die Sekretmenge in
der Trachea erreichten die Pferde mit Stroheinstreu signifikant mehr Score-
Punkte (p = 0,041) als die Pferde mit Sagemehleinstreu. Ebenso erreichten die
Pferde mit Stroh und S&gemehl einen signifikant hoheren Gesamtscore als
diejenigen ohne (p = 0,024).

1.2.3.3 Raufuttergabe

Alle Pferde wurden beziglich ihres Raufutters in zwei Gruppen unterteilt.
Insgesamt neun Tieren (42,9 %) wurde als Raufutterkomponente trockenes Heu
verflttert. Diesen gegeniber standen 12 Tiere (57,1 %), welche ausschlief3lich
nasses Raufutter bekamen, was neben eingeweichtem Heu auch Silage,
Heulage oder Gras beinhaltete.

Verglich man die Gruppe | (mit Allergenen) mit der Gruppe Il (ohne Allergene),
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen ausgemacht
werden (p = 0,198).
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2. Ergebnisse der Erstuntersuchung

Bei der Untersuchung aller Pferde wurde nach dem im Anhang aufgeflhrten,
standardisierten Untersuchungsbogen vorgegangen (s. IX Anhang, Kap. 2.).

Ausnahmslos allen Besitzern fiel anamnestisch ein zumindest sporadisch
auftretender Husten ihrer Pferde auf. Bei 28,6 % (n = 6) trat dies sogar mehrmals
taglich auf und bei 9,5 % (n = 3) der Pferde berichteten die Besitzer von
anfallsartigen Hustenepisoden. Bei der klinischen Allgemeinuntersuchung konnte
bei nur einem Pferd ein physiologisch costo-abdominaler Atmungstyp
diagnostiziert werden. Bei mehr als der Halfte der Tiere (52,4 %) war eine
geringgradig abdominal verstarkte Atmung zu erkennen, bei 9,5 % (n = 2) war
diese sogar deutlich abdominal verstarkt. Als Anzeichen einer Dyspnoe zeigten
33,3 % (n = 7) der Pferde in Ruhe geweitete Nustern und 14,3 % (n = 3) die
sogenannte Zwischenrippenatmung und/oder eine Dampfrinne (s. Abb. 13).

Abb. 13: Inspiratorische Dyspnoe: Hervortreten der Rippen (li.: Pferd Nr. 22)
und in Ruhe geblahte Nustern (re.: Pferd Nr. 1).

2.1 Ruheatemfrequenz

In der allgemeinen klinischen Untersuchung konnte bei 14,3 % (n = 3) der Pferde
eine physiologische Ruheatemfrequenz von < 16 Atemzugen/min ermittelt
werden. Die restlichen 18 Pferde zeigten zu gleichen Teilen (je 42,9 %) gering bis
mittelgradig erhdhte Atemfrequenzen von Uber 16 bis 26/min und hochgradig
erhdhte Frequenzen von > 26/min.

Bei der Erstuntersuchung konnte in der statistischen Untersuchung kein
signifikanter Unterschied (p = 0,85) zwischen Gruppe | und Gruppe Il in Bezug
auf die Ruheatemfrequenz festgestellt werden.

In der statistischen Uberpriifung von Zusammenhdngen zwischen der
Atemfrequenz und anderen klinischen und anamnestischen Parametern konnte
eine signifikante (p = 0,028) Korrelation (r = 0,478) zwischen der
Ruheatemfrequenz und der Rasse ermittelt werden. Somit zeigten die Probanden
aus der Gruppe Kleinpferde/Ponys eine deutlich hdhere Ruheatemfrequenz als
die Pferde der Gruppe Grol3pferde.
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2.2 Auskultation des Respirationstrakts

Bei der Lungenauskultation der Erstuntersuchung stellten sich die
Durchschnittswerte mit Standardabweichung fir die Gruppe | mit 2,09 + 1,3 und
fur Gruppe Il mit 2,4 + 1,07 Score-Punkten dar. Die statistische Uberpriifung
ergab keinen signifikanten Unterschied der Gruppen (p = 0,309). 23,8% (n =5)
der Pferde zeigten einen hochgradig veranderten Auskultationsbefund mit
exspiratorischen Atemgerauschen und/oder Giemen. Bei 42,9 % (n = 9) der
Patienten waren gering- bis mittelgrad in- und exspiratorische Atemgerausche,
teilweise mit trachealen Rasselgerauschen auszukultieren. Demnach zeigten nur
1/3 der Pferde (33,3 %, n = 7) ein geringgradig inspiratorisches Atemgerausch.
Die Score-Punktzahl 0 fur einen physiologischen Befund wurde vor
Behandlungsbeginn bei keinem Proband vergeben.

2.3 Arterielle Blutgasanalyse

Die mittleren Werte der gesamten Studienteilinehmer vor Inhalationsbeginn
beliefen sich fur p,O, auf 82,98 £ 12,3 mmHg, fur p,CO, auf 45,63 = 4,67 mmHg
und fir A-aDO, auf 21,06 £+ 9,23 mmHg.

Vor Behandlungsbeginn konnte bei der statistischen Untersuchung kein
signifikanter Unterschied der beiden Gruppen festgestellt werden (s. Tab. 14).

Tab. 14: Blutgasergebnisse (X = s in mmHg) und ihre Signifikanzen zur
Ermittlung von Unterschieden zwischen den Gruppen vor Inhalationsbehandlung.

Gruppe | Gruppe ll Signifikanz
(mit Allergenen) | (ohne Allergene) | p
L P02 80,24 + 11,79 86,32 + 12,74 0,261
Untersu.chung PaCO2 46,29 + 4,03 44,91 £ 5,51 0,603
A-aDO» 23,05 + 9,36 18,62 + 8,97 0,295

Zudem konnten statistisch signifikante Korrelationen zwischen spezifischen
Blutgasparametern und der, in der endoskopischen Untersuchung ermittelten
Sekretmenge erkannt werden (p,O,: p = 0,046, r = -0,450; p,CO,: p = 0,029, r =
0,489). Ebenso zeigten alle Blutgasparameter eine teils hoch signifikante
Beziehung zu den Ergebnissen der indirekten interpleuralen Druckmessung
(paO.: p = <0,001, r = -0,856; p,CO,: p = 0,026, r = 0,497; A-aDO,: p = <0,001, r
= 0,888).

2.4 Vengdse Blutuntersuchung

Bei der Eingangsuntersuchung zeigten die Differenzialzellbilder, die absoluten
Leukozytenzahlen, die Gesamteiweil3konzentration und die roten Blutbilder aller
Pferde ausnahmslos physiologische Werte. Somit bestand bei keinem Pferd der
Verdacht einer systemischen Entzindungsreaktion oder einer Erkrankung
anderer Organe.
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2.5 Indirekte interpleurale Druckmessung

Zur Einschatzung der Lungendynamik wurde mittels einer Osophagussonde die
maximale interpleurale Druckdifferenz (APpl max) ermittelt. Es konnten von allen
21 Pferden auswertbare Lungenfunktionsprotokolle gewonnen werden. Die
Werte variierten vor der Behandlung in Gruppe | von 7 bis 68 cmH,O und in
Gruppe Il von 6 bis 68 cmH,O (s. Abb. 14). Eine statistisch signifikante Varianz
der Gruppen war nicht vorhanden (p = 0,557).

Abb. 14: Vergleichende Darstellung zweier Interpleuraldruckmessungen mit
deutlicher biphasischer Exspiration. Links hochgradige (Pferd Nr. 2), rechts
geringgradige (Pferde Nr. 18) Erhdhung des indirekten Interpleuraldrucks.

Die Korrelationen zwischen Lungenmechanik und Gasaustausch in den Alveolen
zeigte sich deutlich in den statistischen Berechnungen (s. Tab. 15). Zudem
konnte ein hoch signifikanter (p = <0,001) Zusammenhang zum
Auskultationsscore nachgewiesen werden (r = 0,795).

Tab. 15: Rangkorrelationskoeffizienten (r) mit Signifikanz (p) zwischen APpl max
und den Blutgasparametern.

Parameter APpl max
r p
PaOy: -0,856 <0,001
PaCO; 0,497 0,026
A-aDO, 0,888 <0,001
2.6 Endoskopische Untersuchung

Die mittleren Punktwerte aller Pferde beliefen sich bei der Sekretmenge auf 3,05
= 1,04 und bei der Sekretviskositat auf 3,14 = 1,02. Eine statistisch signifikante
Gruppenvarianz war weder fur die Sekretmenge (p = 0,654), noch fur die
Sekretkonsistenz (p = 0,314) vorhanden.
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Bei der Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson ergab sich ein
signifikant negativer Zusammenhang zwischen der Sekretmenge und dem p,O,
(p = 0,046, r = -0,450) zum einen und eine positive Korrelation zwischen
Sekretmenge und p,CO, (p = 0,029, r = 0,489) zum anderen. Die
Blutgasparameter waren umso besser, je weniger Sekret in der Trachea
vorhanden war.

Zusétzlich konnten Beziehungen zwischen den Ergebnissen der endoskopischen
und der zytologischen Untersuchung ermittelt werden (s. Tab. 16). Die
Korrelationen zwischen Sekretmenge des TBS auf der einen Seite und
Neutophilen mit r = 0,702 (p = 0,001) und Makrophagen mit r =-0,675 (p = 0,002)
auf der anderen Seite zeigten sich als signifikant. Ebenso konnte eine Korrelation
zwischen Sekretkonsistenz und Neutrophilen (r = 0,598, p = 0,007) und
Sekretkonsistenz und Makrophagen (r = -0,760, p = <0,001) errechnet werden.
Je hoher der Sekretmenge- und Sekretkonsistenzscore, desto mehr neutrophile
Granulozyten und desto weniger Makrophagen traten im TBS auf.

Tab. 16: Korrelationskoeffizienten (r) mit ihren Signifikanzen (p) zwischen
endoskopischen und zytologischen Parametern.

Sekretmenge Sekretkonsistenz
Parameter
r p r p
Neutrophile
Granulozyten (%) 0,702 0,001 0,598 0,007
Makrophagen (%) -0,675 0,002 -0,760 <0,001
2.7 Zytologische Untersuchung

Neutrophile Granulozyten und Makrophagen wurden in jeder TBS-Probe
nachgewiesen, wobei drei der einundzwanzig Proben auf Grund von
Speichelkontamination nicht auswertbar waren. Im Mittel belief sich die Zahl der
Neutrophilen auf 65,64 + 34,6 % und die der Makrophagen auf 28,38 + 33,37 %.
Die Verteilung der Zellen vor der Behandlung auf die beiden Gruppen zeigt
Abbildung 15. Hier ist zu erkennen, dass die geringgradig erkrankten Pferde (n =
4) deutlich weniger Neutrophile im TBS aufwiesen.
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Abb. 15: Prozentuale Anteile der neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
an den TBS-Gesamtzellbildern vor der Behandlung. Jedes Balkenpaar
symbolisiert ein Pferd.

Ein statistisch signifikanter Unterschied vor der Behandlung fand sich weder bei
den neutrophilen Granulozyten (p = 0,431), noch bei den Makrophagen (p =
0,835).

In den Korrelationsuntersuchungen zeigten sich, wie bereits beschrieben, teils
signifikante Beziehungen zwischen den endoskopischen und zytologischen
Untersuchungen des Tracheobronchialsekrets (s. IV Ergebnisse, Kap. 2.6).

Die prozentualen Anteile der neutrophile Granulozyten und Makrophagen
korrelierten negativ miteinander (r = -0,965, p = <0,001).

2.8 Gesamtscore

Der Mittelwert mit Standardabweichung der Gesamtscore-Punkte aller Pferde
belief sich auf 29,24 + 9,41, wobei sich in Gruppe | eine Punktzahl (X + s) von
30,32 + 10,8 und in Gruppe Il von 28,15 + 8,05 errechnen liel3. Die Verteilung der
nach der Erstuntersuchung erreichten Score-Punkte auf die zwei Gruppen ist in
Abbildung 16 zu sehen.
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Abb. 16: Errechnete Score-Punktzahl der einzelnen Pferde, aufgeteilt auf die
zwei Gruppen. Medianwert als horizontale Linie gekennzeichnet.

Die statistische Untersuchung ergab, dass in Bezug auf die Gesamtscore-Punkte
eine nahezu homogene Verteilung und somit kein signifikanter Unterschied der
beiden Gruppen bestand (p = 0,809).

3. Ergebnisse der Folgeuntersuchungen nach Inhalationstherapie

3.1 Ruheatemfrequenz

In der statistischen Untersuchung war zu keiner Zeit ein signifikanter Unterschied
der Gruppe | und Gruppe Il in Bezug auf die Ruheatemfrequenz zu sehen. Die
bei den drei Untersuchungen ermittelten mittleren Werte, sowie die jeweiligen
Signifikanzwerte p sind in Tabelle 17 zu sehen.

Tab. 17: Mittlere Ruheatemfrequenzwerte (X + s Zuge/min) der 3
Untersuchungen mit den dazugehorigen Signifikanzwerten zur Analyse der
Gruppenvarianz.

1. Untersuchung | 2. Untersuchung | 3. Untersuchung

Gruppe |
(mit Allergenen)
Gruppe ll
(ohne Allergene)

2291 +7,12 21,09 + 7,87 16,4 + 8,04

30,6 +£10,16 25,33 £8,49 19,56 +11,26

Signifikanz p 0,85 0,370 0,4
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Die Verbesserung der Ruheatemfrequenzwerte zwischen 1. (vor Behandlung)
und 2. (direkt nach Behandlung) Untersuchung war in Gruppe | nicht signifikant
(p = 0,41) und in Gruppe Il nur knapp nicht signifikant (p = 0,058). Die
Verbesserung zur 3. Untersuchung erwies sich in Gruppe | ebenfalls als knapp
nicht signifikant (p = 0,057), wohingegen die Gruppe Il eine signifikante
Verbesserung zeigte (p = 0,018).

3.2 Auskultation des Respirationstrakts

Es konnten deutliche Besserungen in den Auskultationsbefunden nach der
Behandlung verzeichnet werden, welche in Gruppe | signifikant waren (2.
Untersuchung p = 0,006, 3. Untersuchung p = 0,004). In Gruppe Il stellte sich die
Verbesserung der Befunde zwischen erster und dritter Untersuchung als
signifikant heraus (p = 0,028) (s. Abb. 17).

Score-Punkte

*k *

K

3,6

25

Gruppe |
(mit Allergenen)

Gruppe |l
(ohne Allergene)

B 1. Untersuchung 2. Untersuchung # 3. Untersuchung

Abb. 17: Mittlere Score-Punkte der Lungenauskultation mit Standartabweichung
vor, direkt nach und sechs Waochen nach letzter Inhalation.

Dennoch bestand zu keinem Untersuchungszeitpunkt ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen Gruppe | und Gruppe Il (s. Tab. 18).

Tab. 18: Mittlere Punktzahlen (X + s) des Auskultationscores mit der jeweiligen
Signifikanz p zur Ermittlung von Unterschieden zwischen den Gruppen.

1. Untersuchung

2. Untersuchung

3. Untersuchung

Gruppe | 209+13 173+1,723 0,95+ 0,72
(mit Allergenen)

Gruppe Il 24+1,07 1.66 + 1,41 111 +1,02
(ohne Allergene)

Signifikanz p 0,309 0,163 0,853
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3.3 Arterielle Blutgasanalyse

Mit der statistischen Auswertung der Blutgasanalysedaten konnte gezeigt
werden, dass bezlglich der Verbesserung der Werte, basierend auf der
Inhalationsbehandlung, weder bei der 2. Untersuchung, noch bei der 3.
Untersuchung ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Gruppe | und
Gruppe Il bestand (s. Tab. 19). Obwohl statistisch nicht signifikant konnten im
Gruppenvergleich durchschnittlich etwas bessere Werte bei Gruppe Il erkannt
werden.

Tab. 19: Ergebnisse der arteriellen Blutgasanalyse (X = s in mmHg) und
Unterschiede zwischen den Gruppen nach Inhalationsbehandlung.

Gruppe | Gruppe ll Signifikanz
(mit Allergenen) | (ohne Allergene) | p

1 PaO2 80,24 + 11,79 86,32 +12,74 0,261
Untersuchung PaCO; 46,29 + 4,03 44,91 £ 5,51 0,603
A-aDO> 23,05 + 9,36 18,62 + 8,97 0,295

5 PaO2 85,33 £ 15,25 89,08 + 13,11 0,603
Untersuchung | PeC02 | 44,25+ 4,92 4242+1,73 0,412
A-aDO; | 20,61 + 15,29 18,57 + 13,72 0,766

3 PaO2 91,07 + 15,57 95,37 £ 11,94 0,604
Untersuchung PaCO; 45,69 * 2,98 42,19 £ 3,01 0,035
A-aDO, | 13,01 +13,97 12,26 + 12,25 0,905

Die Verbesserung der Werte zwischen 2. und 3. Untersuchung in Gruppe |
konnten bei den Parametern p,O, (p = 0,013) und A-aDO, (p = 0,027) als
signifikant ermittelt werden.

34 Venose Blutuntersuchung

Bei keinem der Pferde konnte zu irgendeinem Zeitpunkt der Therapie eine
Abweichung von den Normwerten des Differenzialzellbilds, im Speziellen weder
eine Leukopenie noch eine Leukozytose festgestellt werden. Auch die roten
Blutbilder (Hamatokrit, Erythrozytenanzahl, Hamoglobingehalt) aller Pferde
wiesen bei keinem der Untersuchungstermine unphysiologische Werte auf.

35 Indirekte interpleurale Druckmessung

Im Laufe der Behandlung verringerten sich die Werte im Mittel (X + s) in Gruppe |
von 28,45 + 25,07 auf 26 + 24,16 cmH,O und zuletzt auf 22,78 + 22,39 cmH,0,
in Gruppe Il von 23,8 + 22,89 auf 21 + 21,85 cmH,0O und am Ende auf 16,88 +
16,77 cmH,O. In der statistischen UberprUfung erwiesen sich die
Verbesserungen der APpl max im Laufe der Inhalationstherapie als nicht
signifikant (s. Abb. 18).
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Abb. 18: Mittlere APpl max-Werte (X £ s) vor, direkt nach und 6 Wochen nach
letzter Inhalation.

Die Werte der Gruppe |l schienen sowohl zu Beginn, als auch bei den weiteren 2
Untersuchungen deutlich geringer als in Gruppe |. Dies bestatigte sich in den
Signifikanzberechnungen nicht (p, = 0,557, p, = 0,412, ps = 0,541).

3.6 Endoskopische Untersuchung

Bei keiner der zwei Folgeuntersuchungen konnte in der endoskopischen
Untersuchung ein statistisch signifikanter Unterschied der beiden Gruppen (I + II)
erkannt werden (fir TBS-Menge: 2.US: p = 0,552, 3. US: p = 0,400; fur TBS-
Konsistenz: 2. US: p = 0,603 3. US: p = 0,356). Trotz der fehlenden Signifikanz
im Gruppenvergleich schien der Abfall der TBS-Scoring-Punkte der Sekretmenge
in der Gruppe | deutlicher zu sein. In dieser Gruppe féllt die Score-Punktzahl von
1. auf 2. Untersuchung mit einer Signifikanz von p = 0,005 und von 1. auf 3.
Untersuchung mit einer Signifikanz von p = 0,003. Bei Gruppe Il lasst sich
lediglich zwischen 1. und 3. Untersuchung ein statistisch signifikanter Abfall der
Scoring-Punkte mit p = 0,002 verzeichnen (s. Abb. 19).
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Abb. 19: Mittlere Score-Punkte der Sekretmenge mit Standartabweichung vor,
direkt nach und 6 Wochen nach letzter Inhalation.

Bezlglich der Sekretkonsistenz der Gruppe | zeigte sich sowohl bei der 2.
Untersuchung (p = 0,003), als auch bei der 3. Untersuchung (p = 0,002) eine
statistisch signifikante Verbesserungen im Vergleich zur Eingangsuntersuchung
(s. Abb. 20).
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Abb. 20: Mittlere Score-Punkte der Sekretkonsistenz mit Standartabweichung
vor, direkt nach und 6 Wochen nach letzter Inhalation.

In Gruppe Il waren die Veranderungen der Untersuchungsergebnisse dagegen
statistisch nicht signifikant.

3.7 Zytologische Untersuchung

Die statistische Uberpriifung wies eine Senkung der Neutrophilen Granulozyten
im Laufe der Behandlung in Gruppe | auf, welche im Gruppenvergleich keinen
statistisch signifikanten Unterschied darstellte. Der prozentuale Anteil in Gruppe
Il blieb nahezu unverandert. Genau umgekehrt stellte sich die Situation bezlglich
der Anteile an Makrophagen dar (s. Tab. 20).
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Tab. 20: Mittlere prozentuale Anteile (X £ s) der neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen an den TBS-Gesamtzellbildern mit der Signifikanz p zur Erkennung

von Gruppenvarianzen.

1. Untersuchung | 2. Untersuchung | 3. Untersuchung
Neutrophile
Graulozyten (%)
Gruppe | 68,22 + 36,53 57.9 + 34,33 51,77 + 39,13
(mit Allergenen)
Gruppe Il 63,06 + 34,56 63,83 + 31,99 67,52 + 39,0
(ohne Allergene)
Signifikanz p 0,431 0,873 0,525
Makrophagen (%)
Gruppe | 29,46 + 35,67 27,01 + 28,47 15,52 + 19,13
(mit Allergenen)
Gruppe |l 27,31 + 33,05 15,02 + 16,09 82 +828
(ohne Allergene)
Signifikanz p 0,835 0,291 0,341
3.8 Gesamtscore

Zwar konnte sowohl in Gruppe I, als auch in Gruppe |l eine deutliche Besserung
der Symptome, also eine Verringerung der Score-Punktzahl im Verlauf der 3
Untersuchungen verzeichnet werden, jedoch reagierten beide Gruppen mit einer
Signifikanz von p = 0,882 bei der 2. Untersuchung und von p = 0,842 bei der 3.
Untersuchung statistisch gleich (s. Abb. 21).
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Abb. 21: Mittlere Score-Punktezahl (x * s) vor, direkt nach und 6 Wochen nach
letzter Inhalation.

Die Punkte verringerten sich in Gruppe | von durchschnittlich 30,23 + 10,8 auf
21,68 £ 11,1 (p = < 0,001) und nach 6 Wochen auf 16,32 + 11,41 (p = < 0,001).
In Gruppe |l fielen sie von durchschnittlich 28,15 + 8,05 auf 19,55 + 11,4 (p =
0,149) und zuletzt auf 17,2 £ 10,08 (p = 0,010).

Weiterhin wurde anhand des Gesamtscores rechnerisch der erreichte
Therapieerfolg ermittelt. Verringerte sich die Score-Punktzahl um mindestens 8
Punkte oder mehr zwischen der 1. und 2. Untersuchung, so wurde der
Therapieerfolg mit gut bewertet. War dies nicht der Fall, so ging man von einem
schlechten Therapierfolg aus. In der statistischen Uberpriifung der Gruppen war
kein signifikant unterschiedlicher Therapieerfolg zu verzeichnen (p = 0,714).
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Vv DISKUSSION

1. Diskussion von Material und Methoden
1.1 Diskussion der allgemeinen Patientendaten

111 Patientengut

Das Patientengut wies mit einem Mittelwert von 17,43 = 5,14 Jahren bei einer
Spanne von acht bis 27 Jahren eine breite Streuung der Altersverteilung auf.
Nach LEGUILLETTE (2003) sind die meisten an COB erkrankten Pferde lter als
funf Jahre, nach AINSWORTH (2010) sogar alter als sieben Jahre. Auch in einer
Studie von MCPHERSON und Mitarbeiter (1979) wiesen 21 der 38 Pferde mit
diagnostizierter COB, ein Alter von sechs bis 10 Jahren auf. Die Autoren
betonen, dass die Pravalenz der Erkrankung mit dem Alter deutlich zunimmt, was
mit den eigenen Ergebnissen bestatigt werden kann. 90,5 % (n = 19) der
Studienteilnehmer wiesen ein Alter von Uber 11 Jahren auf. Allerdings ist hierbei
fraglich, ob Besitzer eventuell jungerer Pferde, welche erst seit kurzem und/oder
geringgradig erkrankt waren, einer Teilnahme bei dieser Studie zugestimmt
hatten. Um die Wahrscheinlichkeit einer COB als Ursache der chronisch
respiratorischen Erkrankung der Probanden zu erhdéhen und das Risiko anderer
Ursachen (beispielsweise bakteriellen oder parasitéaren Ursprungs) zu verringern,
wurde fur die Teilnahme an der Studie ein Mindestalter von sieben Jahren
gefordert. Im Gruppenvergleich fiel ein statistisch signifikant hdherer
Altersdurchschnitt in Gruppe | auf, was durch das erfolgte Losverfahren bei der
Zuteilung der Gruppen zuféllig zu Stande kam. Diese Tatsache ist bei der
statistischen Auswertung einer mdoglichen Korrelation von Alter und
Erkrankungsdauer zu berucksichtigen.

Die eigenen COB Patienten gehérten Giberwiegend und zu gleichen Teilen (38,1
%) der Gruppe der Warmblutpferde und der Ponys an. Lediglich vier Pferde
(23,8%) konnten auf die Gruppe der Barock- und Kleinpferde aufgeteilt werden.
Diese Daten decken sich mit der Schweizer Studie von BRACHER und
Mitarbeiter (1991), welche zur Ermittlung der Inzidenz bei COPD hauptséachlich
Warmblutpferde einbezogen. Ebenso konnte unter gleichen
Haltungsbedingungen eine familidare Haufung der Erkrankung bei Warmblitern
gegeniuber Lipizzanern nachgewiesen werden (MARTI et al.,, 1991). Das
vermehrte Auftreten der Erkrankung bei Ponys gegenuber Vollblitern
beschrieben MCPHERSON und Mitarbeiter (1979) in ihrer Studie. Diese Daten,
ebenso wie die eigenen Ergebnisse unterscheiden sich deutlich von den von
DIXON und Mitarbeitern (1995a, 1995b) beschriebenen. Deren Patientengut
bestand zum grof3ten Teil aus englischen Vollblitern (40,6 %). Ponys zusammen
mit Pferden anderer Rassen machten in dieser Studie nur 21,7 % der
Gesamtteilnehmerzahl aus, wovon lediglich 2,7 % Warmbliter waren. Erklarend
fur die hohe Anzahl der Vollblutpferde war die Hauptnutzungsart (Galopprennen)
der Probanden (DIXON et al.,, 1995a, 1995b). Vor allem fir Warmblutpferde
scheint eine echte Rassepradisposition moglich, konnte jedoch bisher nicht
nachgewiesen werden (BRACHER et al., 1991, DIXON et al., 1995Db).

In die Studie einbezogen wurden Stuten ebenso wie Wallache und Hengste,
wobei die mannlichen Tiere, davon zwei Hengste, mit 81 % (n = 17) deutlich
Uberwogen. Diese Datenlage widerspricht einer Studie von LEGUILLETTE
(2003), in welcher keine Hinweise auf eine Geschlechtspréadisposition festgestellt
werden konnten. Auch weitere Studien zur COPD konnten keine Pradisposition in
Bezug auf die Geschlechterverteilung erkennen (MCPHERSON et al.,, 1979;
MARTI et al., 1991; DIXON et al., 1995b).
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1.1.2 Anamnestische Grunddaten

1.1.2.1 Vorberichtliche Dauer der Erkrankung

Die anamnestische Erkrankungsdauer zum Zeitpunkt der Eingangsuntersuchung
belief sich im Mittel auf 6,69 + 5,39 Jahre, wobei 33,3% (n = 9) der Pferde seit
mehr als 10 Jahren deutliche Symptome zeigten. Zwar ohne statistische
Relevanz, jedoch klar im Vergleich zusehen, waren deutlich langere
Erkrankungszeiten in Gruppe |. Dieses Ergebnis dirfte auf das signifikant hohere
Alter in dieser Gruppe, in Zusammenhang mit der nachgewiesenen signifikanten
Korrelation von Alter und Erkrankungsdauer zurtickzufihren sein. Da eine
Spontanheilung bei der COB des Pferdes nicht beschrieben ist, lasst sich die
Aussagekraft dieser statistischen Untersuchungen als durchaus hoch einstufen.
Diese Ergebnisse decken sich mit den Patientendaten von DIXON et al. (1995b),
bei welchen die jungeren Pferde ebenfalls deutlich kiirzere Erkrankungszeiten
aufwiesen. Zu bericksichtigen ist bei den eigenen Ergebnissen das fiur die
Studienteilnahme geforderte Mindestalter von sieben Jahren.

Die Untersuchung der eigenen Patienten bezlglich des Alters beim Auftreten der
ersten Symptome ergab einen Mittelwert von 10,33 + 4,04 Jahren. Somit
erwiesen sich die eigenen Patienten als etwas é&lter als die von DIXON und
Mitarbeitern (1995a) untersuchten Pferde, welche einen Medianwert von neun
Jahren zum Zeitpunkt der Diagnose aufwiesen. Angemerkt werden muss an
dieser Stelle die Tatsache, dass die Werte dieses anamnestischen Parameters in
der vorliegenden Studie allein von der Einschatzung der Besitzer abhingen.
Naturgemall besteht bei den verschiedenen Besitzern eine variierende
Sensibilitat bezuglich der Interpretation typischer Symptome (Husten,
Leistungsmangel, pumpende Atmung). Ein meist schleichender Krankheitsbeginn
erschwert die Einschatzungen. Somit wird die Dauer der Symptome
mdglicherweise durch die Besitzer eher unterschatzt, was bei der Interpretation
dieser Angaben bericksichtigt werden muss. Insgesamt konnte in mehreren
Studien eine mit steigendem Alter erhdhte Inzidenzrate bezlglich der COB-
Erkrankungen bei Pferden gezeigt werden (COUETIL und WARD, 2003;
RAMSEYER et al., 2007).

Kontrovers diskutiert wird bis heute ein mdglicher progressiver Verlauf der
Erkrankung. Einige Autoren halten das Krankheitsbild der COB nicht
zwangslaufig fur progressiv (DIXON et al., 1995b, SASSE, 1995). Erklarend fur
das weniger dramatische Krankheitsgeschehen heute im Vergleich zu friher
verweist GERBER (1997) auf die heutzutage besseren Haltungsbedingungen
und den ricksichtsvolleren Einsatz der Pferde. Andere Studien kommen zu dem
Schluss, dass sich der Krankheitsverlauf der COB stets fortschreitend darstellt
(MCPHERSON et al., 1979; RAMSEYER et al, 2007). Die eigenen
Untersuchungen ergaben eine signifikante (p = 0,014) Korrelation (r = 0,567)
zwischen der Erkrankungsdauer und dem Gesamtscore. Demzufolge zeigten
langer erkrankte Pferde starker pathologische Atemwegssymptome, als kirzer
erkrankte, was einen progressiven Krankheitsverlauf vermuten lasst. Allerdings
ist hierbei zu bericksichtigen, dass allein durch das Alter des Pferdes eine
Verschlechterung der Lungenfunktion auftreten kann (HERHOLZ et al., 2002).

1.1.2.2 Jahreszeitliches Auftreten der Symptome

Uber die Halfte der Besitzer (67,7%) konnten von einer erkennbaren
Symptomverschlechterung zu einer bestimmten Jahreszeit berichten. Dieses
Ergebnis steht im Gegensatz zu den Erkenntnissen von MCPHERSON und
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Mitarbeitern (1979), welche bei 79 Pferden keinerlei jahreszeitlich gehaufte
Hustensymptomatik feststellen konnten. In den eigenen Untersuchungen konnten
lediglich sieben der 21 Pferdebesitzer keine Schwankungen der Symptomstarke
beschreiben.

Bei 33,3% (n = 7) der Pferde erfolgte die Symptomverschlechterung im Frihling,
wobei drei dieser Pferde eine schleichende Verschlechterung bis in den
Ubergang zum Sommer zeigten und bei einem Pferd zusatzlich eine
Verschlechterung im Herbst deutlich war. Einfache Erklarungen fir das
vermehrte Auftreten respiratorischer Symptome im Frihling koénnten in den
steigenden Temperaturen, dem Fellwechsel der Pferde oder der nach dem
Winter intensiveren reiterlichen Nutzung der Pferde liegen. Symptome wie
Leistungsminderung und Husten zu Beginn der Belastung kdnnten dem Besitzer
erst dann auffallen. Mit einer Studie aus den USA, in welche 2469 Pferde
einbezogen wurden, konnten KANEENE und Mitarbeiter (1997) einen Anstieg
der respiratorischen Neuerkrankungen im Monat Mai um das etwa sechsfache
der Werte bezlglich der restlichen Monaten des Jahres verzeichnen.
Verantwortlich hierfir machen die Autoren den erhéhten Infektionsdruck, bedingt
durch den zu dieser Jahreszeit vermehrten Kontakt zu fremden Pferden auf
sportlichen Veranstaltungen oder Zuchtschauen (KANEENE et al., 1997). Da
beim Mensch und Kalb eine nach Klinisch apparenten Infektionen des
Respirationstrakts auftretende, unspezifische Hyperreagibilitdit der Atemwege
nachgewiesen ist, liegt die Vermutung eines ahnlichen Geschehens beim Pferd
nahe (EMPEY et al.,, 1976; REINHOLD et al.,, 2000). Auch FEY (2006b)
beschreibt bei COB kranken Pferden einen mdoglichen Anstieg der
unspezifischen, bronchialen Uberempfindlichkeit nach akuten
Atemwegsinfektionen.  Weiterhin konnte  fur die  Zunahme der
Krankheitssymptome zu dieser Jahreszeit eine tUber den Winter suboptimale
Heulagerung mit vermehrter Schimmelpilzbildung im Frihjahr verantwortlich sein
(FEY, 2006b). Ebenso besteht die Vermutung, dass manche Pferde erst nach
einigen Monaten auf die langanhaltende Staubbelastung durch die vermehrte
Aufstallung im Winter reagieren (FEY, 2006b).

Ausschlie8lich in den Sommermonaten zeigten lediglich vier Pferde eine
Symptomverschlechterung. Unter diesem Aspekt konnte zun&chst an die
Diagnose der SPAOPD (Summer Pasture-Associated obstructive pulmonary
Disease) gedacht werden. Jedoch wurde in mehreren Studien aus
Grol3britannien die Moglichkeit eines kombinierten Auftretens von COPD und
SPAOPD bestatigt (DIXON et al.,, 1995a; MAIR, 1996). Bei dem Grol3teil der
Pferde dieser Studien zeigte eine Aufstallung mit Fitterung von Heu anstelle von
Gras keine entsprechende Linderung der Symptome, was gegen eine reine
SPAOPD spricht. Bei den vier Pferden der eigenen Studie konnten alle Besitzer
eine deutliche Verschlechterung der Symptome bei (Heu-) Staubbelastung
und/oder schlecht belifteter Aufstallung beschreiben. Somit besteht héchstens
die Vermutung einer kombinierten Erkrankung. Eine gesicherte Diagnose ware
letztlich nur durch eine dauerhafte Aufstallung im Sommer mit folgender
Besserung der Symptomatik zu erzielen gewesen.

Im Herbst und Winter fiel vorberichtlich bei vier Pferden eine Verschlechterung
der Symptomatik auf, wobei eines dieser Pferde ebenfalls im Frihling eine
Symptomverstarkung zeigte. Die Veranderungen der klinischen Anzeichen zu
dieser Jahreszeit lassen sich auf die langere Aufenthaltsdauer in schlecht
belufteten Stéllen oder Unterstinden mit vermehrter Stroheinstreu in
Kombination mit mangelnder Bewegung oder Bewegung in staubigen Reithallen
zuriickfuhren (GERBER, 1997).
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1.1.2.3 Managementbedingungen

Als wichtigster Teil der COB-Therapie wird heutzutage in der Literatur
Ubereinstimmend die staubarme Haltungsoptimierung genannt (ROBINSON,
2001a; LEGUILLETTE, 2003; FEY, 2006b; AINSWORTH, 2010). Wéhrend zu
anfangs allein die Sporen thermophiler Schimmelpilze, gleichermalRen in
adspektorisch einwandfreiem, wie auch in offensichtlich verschimmeltem Heu
vorkommend, fur die unspezifische Hyperreagibilitdt der Atemwege und somit die
chronischen Atemwegssymptome verantwortlich gemacht wurden, konnten
MCGORUM und Mitarbeiter (1993d) spater beweisen, dass mit verschimmeltem
Heu bei anfélligen Pferden eine deutlich starkere Reaktion der Atemwege zu
provozieren ist als mit einzelnen Schimmelpilz-Antigenen (MCPHERSON und
THOMSON, 1983). Somit gingen die Autoren beziiglich des Auslésers der
bronchialen Uberempfindlichkeit von kombinierten organischen Stauben (Milben,
Schimmelpilzsporen, Pollen, etc.) aus.

Bei der Reduzierung der krankheitsausldsenden organischen Staube kommit,
neben der Gewahrleistung von ausreichend frischer Luft, der durchgéangigen
Futterung von eingeweichtem Heu oder Silage, bestenfalls der kompletten
Futterumstellung auf gepresste Futtermittel die groBte Bedeutung zu
(ROBINSON, 2001b; LEGUILLETTE, 2003). Nach THOMSON und
MCPHERSON (1983) ist das alleinige Anfeuchten oder Einweichen des Heus
nicht immer ausreichend, um aktuellen Symptomen entgegenzuwirken. Ebenso
sollte bei Boxenhaltung komplett auf Stroh- und Sagemehleinstreu verzichtet
werden (ROBINSON, 2001a). In der Studie von DIXON und Mitarbeitern (1995c)
konnte bei 51,1 % von 148 an COPD erkrankten Pferden, nach mindestens
sechswochiger Haltungsoptimierung eine komplette Symptomfreiheit (,complete
improvement®) erreicht werden. 36,5 % der Pferde zeigten eine nur teilweise
Verbesserung, was eventuell auf das nicht ausreichend konsequente Vorgehen
der Besitzer oder den nicht eindringlich genug gestalteten Rat des Tierarztes
bezlglich der vorzunehmenden Managementverdndeurngen zurtickzufiihren ist.
Bei 12,8 % der Studienteilnehmer konnten keine Informationen Uber den
weiteren Krankheitsverlauf eingeholt werden (DIXON et al., 1995c).

In der vorliegenden Studie hatten vorberichtlich alle Besitzer in irgendeiner Form
bereits Managementveranderungen durchgefiihrt, wobei zwei der Besitzer die
MalRRnahmen auf Grund mangelnden Erfolgs und erhdhten Aufwands wieder
aufgegeben hatten. Somit wurden 57,1% (n = 12) der Pferde komplett in einem
Offenstall oder auf der Weide gehalten. Die restlichen Tiere (n = 9) hielten sich
mindestens stundenweise in einer Box auf. Zudem wurden alle Boxen mit
Sagemehl und vier zusatzlich mit Stroh eingestreut. Die erhdhten Werte der APpl
max der Pferde aus Boxenhaltung kdnnen mit der starkeren Staubbelastung und
schlechteren Bellftungssituation bei dieser Unterbringungsart erklart werden.
Drei der Tiere aus Boxenhaltung (33,3%) erhielten als Raufutterkomponente
ausschlie3lich trockenes Heu zu fressen. Bei den Probanden in Offenstallhaltung
hatten lediglich sechs Tiere (50%) uberhaupt keinen Kontakt zu Stroh und
Sagemehl und von diesen nur drei, welche mit eingeweichtem Heu gefittert
wurden. Insgesamt verzichteten somit 57,1 % der gesamten Besitzer komplett
auf die Verfitterung von trockenem Heu. Die Arbeitsgruppe von DIXON und
Mitarbeitern (1995a) konnte in ihrer Studie bezuglich dieses Verfahrens zur
Haltungsoptimierung nur einen Prozentsatz von etwa 40 % verzeichnen. Ebenso
entfernte der gleiche Anteil der Besitzer (57,1 %) in der eigenen Studie das Stroh
aus der Umgebung der betroffenen Pferde, wohingegen in der schottischen
Studie nur 14,4 % der Pferdebesitzer zu dieser Mal3nahme griffen (DIXON et al.,
1995a).
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Durch die Einteilung der Probanden in unterschiedliche Gruppen beziglich der
Haltungsform wurde in der vorliegenden Studie, nach Kenntnisstand der Autorin,
zum ersten Mal ein moéglicher Zusammenhang zwischen Allergenexposition des
Pferdes und einer nachgewiesenen Reaktion auf spezifische Allergene
untersucht. Demnach konnte durch den FIT-Test in der Gruppe mit Boxenhaltung
bei signifikant mehr Tieren starker positive Reaktionen auf eines der
untersuchten Allergene ermittelt werden, als in der Gruppe ohne Boxenhaltung.
Zudem reagierten die Pferde aus Boxenhaltung deutlich, wenn auch nicht
signifikant haufiger und starker auf Schimmelpilze, Graser-Mix (Korn), Baum-Mix
(spat), Raps, Dermatophagoides pteronyssinus und Acarus siro. Diese
Erkenntnisse unterstiitzen die Theorie vieler Autoren, nach welcher wenigstens
im Anfangsstadium der Erkrankung ein allergisches Geschehen fur die
auftretenden Symptome verantwortlich ist (MCPHERSON und THOMSON, 1983;
KLEIN und DEEGEN, 1986b; DERKSEN et al., 1988; MCGORUM et al., 1993c;
LECLERE et al., 2011). Da auch Pferde mit einer langeren Krankheitsdauer stark
positive Ergebnisse im FIT erzielten, lasst sich durch Einbeziehnung der
Haltungsform eine nicht nur zu anfangs relevante, sondern auch im
fortgeschrittenen Krankheitsgeschehen starkere immunologische Reaktion im
Sinne einer Uberempfindlichkeitsreaktion auf spezifische Allergene bei starker
staubbelasteten Pferden vermuten.

Zusammenfassend wurden zwar Uber die Halfte der Pferde der vorliegenden
Studie in einer staubadrmeren Haltungsform (Offenstall, Weide) untergebracht,
waren jedoch trotzdem zum Grofdteil regelmafRiger Staubexposition durch
trockene Heufitterung oder Stroh- und Sagemehleinstreu im Unterstand
ausgesetzt. Diese Tatsache kann die, trotz besserer Haltungsform, hoéheren
Anteile der neutrophilen Granulozyten im TBS der Pferde aus Offenstallhaltung
im Vergleich zur Boxenhaltung erklaren.

Auffallig waren allerdings die signifikant besseren Werte der Pferde, welche
weder Kontakt zu Stroh noch zu Sédgemehl hatten, beziglich Sekretmenge, p.O-
und Gesamtscore. Dieses Ergebnis unterstitzt die Empfehlung vieler Autoren,
als wichtigste TherapiemaRnahme eine staubarme Unterbringung der Pferde
vorzunehmen (DIXON et al., 1995¢; ROBINSON, 2001a; LEGUILLETTE, 2003;
FEY, 2006b; AINSWORTH, 2010)

1.2 Diskussion der angewandten Methoden

1.2.1 Der funktionelle in vitro Test (FIT)

Verschiedene Studien kamen zu dem Schluss, dass der funktionelle in vitro Test
ein auBerst empfindliches Untersuchungsverfahren darstellt, um eine
Sensibilisierung der basophilen Granulozyten auf entsprechende Allergene
nachzuweisen (KAUL, 1998; GEIBEN, 2003; ROHWER et al., 2008). GEIBEN
konnte 2003 bestatigen, dass selbst bei komponentenreichen Praparationen aus
Insekten, die spezifischen Allergieausloser mit dem FIT zuverlassig erkannt
werden.

Die gleiche Studie zeigt beim Sommerekzem des Islandpferdes die Mdglichkeit
einer nachweisbaren Sensibilisierung gegen Insektenantigene im FIT ohne
gleichzeitiges Auftreten von klinischen Symptomen (GEIBEN, 2003). Ein Grund
dafiir kdnnte in der Praparation der Allergene in vitro liegen, welche sich von den
Antigenen in vivo unterscheiden. Zudem koénnte eine in vivo nicht ausreichend
vorkommende Menge der spezifischen Antigene an den sensibilisierten Zellen
eine ausbleibende Typ-l Reaktion erklaren. Ebenso sind immunologische
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Regulationsmechanismen des Organismus, welche klinische Symptome
unterdriicken, durchaus denkbar.

Diese fehlende Korrelation zwischen FIT-Ergebnis und klinischer Symptomatik,
sowohl in Bezug auf das Sommerekzem, als auch auf die COB, erkannten nicht
nur GEIBEN (2003) und TRAUB (2005), sondern stimmen auch mit den eigenen
Ergebnissen dberein. In der eigenen Studie konnte kein Zusammenhang
zwischen einem positiv ausfallenden FIT-Ergebnis und der Starke der
auftretenden respiratorischen Symptome festgestellt werden. Einige Probanden
zeigten deutlich positive Reaktionen im FIT-Test, wurden im verwendeten
Scoring-System jedoch lediglich als mittel- oder geringgradig erkrankt eingestuft.
Ebenso zeigten sich umgekehrte Falle, mit nur schwach-positivem oder
negativem FIT-Test und gleichzeitiger Scoring-Einstufung in die Gruppe der
hochgradig erkrankten Pferde.

Dem gegeniiber steht eine Untersuchung von BRUENNLEIN (2001), in welcher
ein Zusammenhang zwischen einer COB-Erkrankung und einer nachgewiesenen
Sensibilisierung auf Hausstaubmilben, bzw. Hausstaub im FIT nachgewiesen
werden konnte.

Als immunologischer Ausldser einer COB werden nicht nur eine Typ-lI Reaktion,
sondern auch eine Typ-lll und Typ-1V Allergie diskutiert, welche jedoch nicht mit
einem funktionellen Test der basophilen Granulozyten im Blut erfasst werden
konnen (HALLIWELL et al., 1993; KLEIBER et al., 2005; HOROHOV et al.,2009).
Somit bleibt zu hinterfragen, ob die im FIT ermittelten spezifischen Allergene
tatsachlich fur die auftretenden, klinischen Symptome, im Sinne einer Typ-I
Uberempfindlichkeitsreaktion verantwortlich sind. Auch die eigenen Ergebnisse
sprechen dagegen, dass die mit dem FIT-Test analysierten Allergene alleine fir
das Aufrechterhalten der klinischen Symptomatik einer COB verantwortlich sind.

1.2.2 Spezifische Immuntherapie (SIT)

In der Humanmedizin bestéatigen zahlreiche Studien die gute Wirksamkeit der
spezifischen Immuntherapie bei Patienten mit saisonaler allergischer Rhinitis und
allergischem Asthma (BOUSQUET et al., 1988; ORTOLANI et al., 1994;
ABRAMSON et al., 1999; LOEWENSTEIN und MUELLER, 2009). Auch bei der
Behandlung der humanen atopischen Dermatitis konnten groRRe Erfolge
verzeichnet werden (LOEWENSTEIN und MUELLER, 2009). Diese positiven
Erfahrungen lieBen sich auf die Tiermedizin Gbertragen. In der Literatur finden
sich bei der Therapie der caninen atopischen Dermatitis mittels SIT Erfolgsraten
zwischen 50 % und 100 % (LOEWENSTEIN und MUELLER, 2009). Deutlich
wurde hierbei, dass die Erfolgsrate mafRgeblich von verschiedensten Faktoren,
wie dem gewahlten Allergietest, der Art der verwendeten Allergene oder dem
Verabreichungsprotokoll, inklusive der Dosis und der Konzentration der Allergene
abhéangig war (LOEWENSTEIN und MUELLER, 2009). In der eigenen Studie
stellen diese Erkenntnisse mdgliche Erklarungen fir die statistisch nicht besseren
Ergebnisse der kombinierten Therapie mit spezifischen Allergenen, im Vergleich
zur alleinigen Anwendung der CpG-ODN dar.

STEPNIK und Mitarbeiter (2011) berichten in ihrer retrospektiven Studie tber die
spezifische Immuntherapie bei Pferden mit atopischer Dermatitis von einer
Verbesserung der Kklinischen Symptome bei 84 % der Studienteilnehmer. In die
Untersuchungen aufgenommen wurden insgesamt 54 Pferde, welche die
klinischen Symptome Urtikaria und/oder Juckreiz zeigten. Basis fur die SIT waren
Intrakutantest und/oder serologische Allergietest, wobei in der statistischen
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Uberpriifung kein signifikanter Unterschied der Allergietests in Bezug auf den
Behandlungserfolg festgestellt werden konnte (STEPNIK et al., 2011). Bei 59 %
der Pferde konnte durch die alleinige SIT eine Beherrschung der klinischen
Symptome erreicht werden, 9 % der Teilnehmer wurden zusatzlich mit Doxepin
und Kortikosteroiden behandelt (STEPNIK et al., 2011).

Im Jahr 2003 untersuchte HUNSINGER den Erfolg der SIT bei Pferden mit
allergisch  bedingten respiratorischen  Symptomen und Pferden mit
Sommerekzem. In die Studie aufgenommen wurden 63 Patienten mit der
gesicherten Diagnose einer allergisch bedingten respiratorischen Erkrankung, bei
denen andere Erkrankungen differentialdiagnostisch  bericksichtigt und
ausgeschlossen wurden, ein serologischer Allergietest mit positivem Ergebnis
vorlag, Haltungsanderungen ohne Einfluss auf das Krankheitsgeschehen blieben
und eine mindesten sechsmonatige Therapiedauer mit spezifischen Allergenen
gewahrleistet war (HUNSINGER, 2003). Entsprechend erfolgte die Auswahl der
71 Pferde mit Sommerekzem. Bei den Pferden mit respiratorischer Symptomatik
konnte bei 74,6% der Patienten durch Einsatz der SIT ein Therapieerfolg, also
entweder eine komplette Symptomfreiheit oder eine deutliche Verbesserung der
klinischen Symptome erreicht werden (HUNSINGER, 2003). Weitere 7,9%
zeigten eine leichte Verbesserung der klinischen Symptomatik, welche mit einer
Begleittherapie gut beherrschbar war. In 17,5% der Félle konnte durch die SIT
keine Verbesserung der Symptome verzeichnet werden, wobei eine
Verschlechterung der Klinik bei keinem der Patienten auftrat. Bei den Pferden mit
Sommerekzem konnte bei 54,9 % von einem guten Therapieerfolg gesprochen
werden (HUNSINGER, 2003). Andere Studien geben an dieser Stelle
Erfolgsraten zwischen 16 % und 64 % an (WAGNER und HUNSINGER, 2005).
Betrachtet man die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen konnte bei 100 %
der Probanden, welche das kombinierte Inhalat mit spezifischen Allergenen
verabreicht bekamen, eine deutliche Verbesserung in der Gesamtscore-
Punktzahl erreicht werden. Die Teilnehmer, welche nur die CpG-ODN inhalierten,
erzielten nahezu das gleiche Ergebnis. Ein Vorteil beziglich der Kombination von
CpG-ODN und spezifischen Allergenen im Vergleich zur alleinigen Anwendung
von CpG-ODN zeigt sich in diesem Falle nicht.

HUNSINGER (2003) fand heraus, dass der Erfolg der SIT maR3geblich von der
Krankheitsdauer abhangt. Bei Uber 80 % der Patienten mit respiratorischer
Symptomatik und bei 75 % derer mit Sommerekzem konnte eine
Symptomverbesserung oder eine teilweise Symptomfreiheit nach Behandlung
erreicht werden, wenn in den ersten zwei Jahren seit Beginn der Erkrankung die
spezifische Immuntherapie begonnen wurde (HUNSINGER, 2003). Die
Erfolgsaussichten sanken auf 44,4 %, sobald die Patienten bei
Behandlungsbeginn mehr als sechs Jahre unter respiratorischen Symptomen
litten. Noch deutlicher war diese Tendenz bei Patienten mit Sommerekzem zu
erkennen. Lagen hier drei statt zwei Jahre zwischen Krankheits- und
Therapiebeginn, so verringerte sich der Therapieerfolg bereits von 75 % auf etwa
48 % (HUNSINGER, 2003). Wurde die Therapie erst etwa sechs Jahre nach
Krankheitsausbruch begonnen, so konnte nur noch bei etwa 1/3 der Patienten
ein Therapieerfolg verzeichnet werden (HUNSINGER, 2003). Diese Erkenntnis
scheint in der eigenen Studie ebenso von grol3er Bedeutung zu sein. Da bei den
Studienteilnehmern, welche zu den CpG-ODN zusatzlich spezifische Allergene
inhaliert bekamen, die durchschnittliche Erkrankungsdauer bei 8,2 + 6,6 Jahren
lag, ist es, nach den Ergebnissen von HUNSINGER (2003), nicht verwunderlich,
dass sich die Erfolgsrate im Vergleich zur alleinigen CpG-ODN Behandlung
statistisch nicht unterscheidet.

Insgesamt erscheint in den wenigen Literaturangaben die SIT bei Pferden als
durchaus wirksam und erfolgsversprechend, wobei eine Potenzierung der
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positiven Wirkung durch die Kombination mit CpG-ODN eine nachvollziehbare
Uberlegung darstellt. Die eigenen Ergebnisse deuten jedoch nicht auf eine
solche verstarkte Wirkung durch die kombinierte Therapie hin. Zu
berlcksichtigen ist hierbei allerdings die unterschiedliche Applikationsart der
Allergene. Wo bei allen genannten Literaturangaben die spezifische
Immuntherapie Uber subkutane Injektionen erfolgte, wurde in der eigenen Studie
die Inhalationsbehandlung gewahlt. Diese Tatsache konnte fir die nicht
signifikant bessere Erfolgsrate der kombinierten Therapie im Vergleich zur
alleinigen Anwendung der CpG-ODN verantwortlich sein. Dennoch lassen sie
eine gezielte Modulation des pulmonalen Immunsystems durch die inhalative
spezifische Immuntherapie erahnen, wenn auch nicht statistisch beweisen. Hier
sollten weitere Dosis-Wirkungsstudien mit abweichendem Inhalationsprotokoll die
These unterstitzen.

1.2.3 Inhalationsprotokoll und Vertraglichkeit

Die Form der inhalativen Verabreichung des Medikaments wurde gewahlt, um mit
einer moglichst niedrigen Dosis das Risiko des Auftretens unerwinschter
Nebenwirkungen zu minimieren (NIEDERMAIER und GEHLEN, 2009). Zudem
war so, gegenlber einer oralen oder intraventsen Applikation, die
Wahrscheinlichkeit gro3er, dass ein ausreichender Wirkspiegel in den Zielzellen
des Lungengewebes erreicht wird.

Die Inhalationen mit dem ,Aeroneb® Go Micropump Nebulizer* zusammen mit
dem ,Equine Haler® erwiesen sich als aulderst praktisch und benutzerfreundlich.
Bereits in vorangegangenen Studien hatten sich diese Gerate bei dem Einsatz
am Pferd bewahrt (BERTIN et al., 2011; KLIER et al., 2011; FUNCH-NIELSEN et
al., 2001). Keines der Pferde zeigte sich im Laufe der Behandlungen
widersetzlich gegen das |Inhalationssystem, wozu auch die kurzen
Inhalationszeiten von ca. zehn Minuten beitrugen.

Das Inhalationsregime sah eine siebenmalige Verabreichung der Ldsung vor,
um, basierend auf den positiven Ergebnissen von KLIER et al. (2011), einen
eventuell noch besseren und langeren Effekt der CpG-ODN zu erkennen. Ein
Abstand von zwei Tagen zwischen den Inhalationen wurde als ausreichend
angesehen, da der vollstdndige Abbau der CpG-ODN im Koérper nach maximal
48 Stunden bei Mausen und Affen nachgewiesen wurde (MUTWIRI et al., 2004).

Die Auswahl der spezifischen CpG-ODN-Sequenz erfolgte auf Grund der Studie
von KLIER und Mitarbeitern (2011). Es konnte in einem umfangreichen in vitro
Versuch die A Klasse 2216 als die stimulatorisch effektivste CpG-ODN-Sequenz
hinsichtlich eines Th2/Th1-Shifts bei equinen BAL-Zellen ermittelt werden (KLIER
et al., 2011).

Die Wahl der Allergene wurde anhand der Ergebnisse des FIT-Tests getroffen.
Mit diesem Test wurde zwar, im Vergleich zu einem in vivo Provokationstest, ein
qguantitativ beurteilbares und tierfreundliches Verfahren angewandt, jedoch bleibt
fraglich, ob die im Test als positiv ermittelten Allergene tatsachlich fur das
Aufrechterhalten der Erkrankung verantwortlich sind, da als mdoglicher
immunologische Ausldser der COB nicht nur eine, mit dem FIT messbare Typ-I
Reaktion, sondern auch eine Typ-lll und Typ-IV Allergie diskutiert werden
(HALLIWELL et al., 1993; KLEIBER et al., 2005; HOROHOV et al.,2009). Ebenso
kénnen bei fortgeschrittenem Erkrankungsverlauf die Symptome allein durch
irritierende Reize wie Gase (z.B. Ammoniak, Kohlendioxid) oder Staube (z.B. in
der Reithalle, Futter) hervorgerufen werden (ROBINSON et al., 1996).
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Unerwiinschte Reaktionen auf die Inhalationen konnten zu keinem Zeitpunkt
beobachtet werden. Lokale Entzindungsreaktionen, wie Rd&tungen,
Schwellungen oder Neutrophilie der Atemwege, wurden durch die klinischen,
endoskopischen und zytologischen Untersuchungen ausgeschlossen. Zur
Feststellung von systemischen Reaktionen wurden vor und nach der
Inhalationsserie Blutproben genommen. Auch bei den Untersuchungen des
Differentialzellbilds waren keine Aufféalligkeiten zu erkennen, was fir eine gute
Vertraglichkeit der angewandten Substanzen in Kombination mit dem
festgelegten Inhalationsregime spricht. Ebenso wurde bei der Nachuntersuchung
nach sechs Wochen bei keinem Patient eine Abweichung der Normwerte
festgestellt, womit eine verspatete negative Wirkung der Therapie
ausgeschlossen werden kann. Diese Ergebnisse decken sich mit den
Ergebnissen einer friheren Studie, bei welcher im Zuge der inhalativen
Anwendung der beschriebenen CpG-ODN/GNP-Ldsung beim Pferd ebenfalls
keinerlei lokale oder systemische Nebenwirkungen aufgetreten waren (KLIER et
al., 2012).

Schon in alteren Studien am Menschen und Mausmodell wurden bei dem Einsatz
der CpG-ODN als Vakzineadjuvans oder zur Anti-Tumor-Therapie in keiner
Weise negative immunologische oder lokale Reaktionen auf die Verabreichung
der Formulierungen erkannt (VOLLMER und KRIEG, 2009; KRIEG, 2006;
WEINER, 2000). Auch bei der Anwendung von CpG-ODN in Kombination mit
spezifischen Allergenen konnten beim Menschen bereits groRe Erfolge, ohne
jegliche Nebenwirkungen verzeichnet werden (MARSHALL et al., 2001,
SPIEGELBERG und RAZ, 2002; SENTI et al., 2009).

Die systemische Anwendung von GNP alleine hielt bereits mehreren Studien am
Mausmodell stand, womit eine gute Vertraglichkeit des Tragersystems bewiesen
werden konnte (BOURQUIN et al., 2008; TSENG et al., 2009; ZWIOREK et al.,
2008).

1.2.4 Score-Punktesystem

Zur semiquantitativen und quantitativen Beurteilung der Besitzerangaben und der
eigenen Untersuchungsbefunde wurde ein Score-Punktesystem entwickelt,
welches sich an dem von OHNESORGE und Mitarbeiter (1998) orientierte. Durch
Addition aller Punkte konnte eine Einteilung der Pferde in den entsprechenden
Krankheitsgrad erfolgen.

Als anamnestischer Parameter flossen in die Punktebewertung allein das
Vorhandensein und die Auspragung einer Hustensymptomatik mit ein. Fur die
Besitzer stellt das Symptom ,Husten® ein leicht und sicher zu erkennendes
Krankheitszeichen fir eine Atemwegserkrankung dar. Somit konnte bei der
vorberichtlichen Befragung allein durch die Beschreibung der Hustensymptomatik
durch die Pferdebesitzer diese gut erfasst und beurteilt werden. Besonderer
Beachtung galt hier dem Auftreten von einzelnen HustenstéR3en zu Beginn der
Arbeit, was oft von Besitzern als normales ,,Abhusten“ akzeptiert wird, allerdings
bereits als pathologische Verdnderung der Atemwege zu beurteilen ist (MAIR
und DERKSEN, 2000). Weitere vorberichtliche Besitzerangaben, wie der
Leistungsmangel oder eine verlangsamte Wiederberuhigung nach Belastung
wurden nicht in das Punktesystem eingeschlossen. Speziell diese Parameter
sind zu stark von der Sensibilitat der Besitzer, der Nutzungsart und dem
Leistungsstand des Pferdes abhangig. Ebenso wird eine geringgradig abdominal
verstarkte Atmung von den Besitzern nur selten wahrgenommen, obgleich dieses
Symptom charakteristisch fur eine COB ist (ROBINSON, 2001a). Aus diesen
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Grunden wurden alle weiteren Parameter, welche in das Scoring-System
einbezogen wurden, allein von Tierérzten erhoben.

Bei der Beurteilung der Dyspnoe und der Lungenauskultation bestand insgesamt
die Mdglichkeit die erhobenen Befunde hoher zu bewerten, da bei
pathologischen Ergebnissen beider Parameter auf jeden Fall von einer
Erkrankung des Atmungsapparates ausgegangen werden kann. Zudem wurden
gesondert Punkte fir das Vorhandensein einer Dampfrinne oder
Zwischenrippenatmung vergeben, was auf eine hochgradige und chronische
exspiratorische und/oder inspiratorische Dyspnoe, im Sinne einer COB hinweist
(FEY, 2006b).

Schwécher bewertet wurde hingegen die Lungenperkussion, da bei dieser
Untersuchung eine geringgradige COB keine Veranderung zeigt, somit also nur
fortgeschrittene Krankheitsgeschehen erkannt werden kénnen (FEY, 2006b).

Die Beurteilung der endoskopischen Befunde wéahrend der Untersuchung erfolgte
nach der Punkteeinteilung von GERBER und Mitarbeitern (2004) und wurde
spater in das eigene Scoring Ubertragen. Im eigenen Punktesystem wurden die
Ergebnisse nochmals extra mit Punkten bewertet, da die Untersuchungsbefunde
teils zwischen zwei Bewertungspunkten von GERBER und Mitarbeitern (2004)
lagen und somit mit dem eigenen System besser eingestuft werden konnten. Da
Uber die Score-Punktzahlen eine Aussage Uber den Grad der pathologischen
Veranderungen gemacht werden sollte, wurde die Breite der Bifurcatio tracheae
lediglich mit maximal zwei Punkten bewertet. Ausschlaggeben hierflr war eine
Studie von KOCH und Mitarbeitern (2007), welche keine signifikante Korrelation
zwischen dem Grad der Erkrankung und der Breite der Trachealaufzweigung
feststellen konnten.

Nach abschlieRender Betrachtung und in Bezug auf die eigenen Ergebnisse
kann das angewandte Score-Punktesystem als durchaus aussagekraftig und in
der Praxis als gut anwendbar bezeichnet werden. Trotzdem ware ein
international Ubereinstimmendes Beurteilungssystem, wie es von ROBINSON
(2001a) gefordert wurde durchaus sinnvoll, um zukunftig die Ergebnisse
verschiedener Arbeitsgruppen vergleichbarer zu machen.

2. Diskussion der Untersuchungsergebnisse

2.1 Atemfrequenz in Ruhe

Obwohl DIXON et al. (1995a) der Auszéhlung der Ruheatemfrequenz eine
geringe Spezifitdt und Sensitivitat zuschreiben, konnten in den eigenen
Untersuchungen, in Kombination mit weiteren erhobenen Daten, aussagekraftige
Ergebnisse beziglich des klinischen Krankheitsverlaufs der Patienten erlangt
werden.

Im Gruppenvergleich der eigenen Studie fiel ein zu Beginn etwas hoherer
Durchschnittswert der Ruheatemfrequenz in Gruppe 1l (30,6 + 10,16 Zige/min)
gegenuber Gruppe | (22,91 £+ 7,12 Zige/min) auf. Beide mittleren Werte
Uiberstiegen deutlich die Ergebnisse von DIXON und Mitarbeiter (1995a), welche
eine mittlere Atemfrequenz von 16/min, mit einer Spanne von 8 — 50 Atemzilge
pro Minute bei ihren COPD Patienten verzeichnen konnten.

Da ein statistisch signifikanter (p = 0,028) Korrelationskoeffizient (r = 0,478)
zwischen der Ruheatemfrequenz und der Rasse nachgewiesen werden konnte,
ist diese Gruppenvarianz der eigenen Untersuchungen mit dem héheren Anteil
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an Kleinpferden und Ponys in Gruppe Il zu erklaren. Ebenso stellt die héhere
Anzahl an Islandern in Gruppe |IlI, welche physiologisch eine hdhere
Ruheatemfrequenz aufweisen, eine Erklarung fir dieses Ergebnis dar (IHMELS,
2012).

Nach der 3. Untersuchung konnte eine deutliche Verbesserung der
Ruheatemfrequenz in beiden Gruppen erfasst werden, wobei sich die
Verbesserung in Gruppe Il als signifikant (p = 0,018) erwies. Gruppe | erreichte
mit einem Durchschnittswert von 16,4 * 8,04 Zigen/min nahezu eine
physiologische Atemfrequenz (8 — 16 Atemzlige pro Minute). Da bei hochgradig
erkrankten COB  Pferden  Gewebsproliferationen im  Bereich  des
Atemwegsepithels zu erwarten sind, ist bei fortschreitendem Krankheitsverlauf
von einer irreversiblen Lumeneinengung der Bronchioli auszugehen (FEY,
2006b). Diese Umbauvorgdnge des Lungengewebes filhren somit zu einer
permanenten Storung des Gasaustausches, woraus zwangslaufig eine
andauernde Hypoxie resultiert (ROBINSON et al., 2000). In diesen Fallen
erscheint ein vollkommenes Absinken der Atemfrequenz auf physiologische
Werte eher unwahrscheinlich.

Nach ROBINSON und Mitarbeiter (2001) kann anhand der vorherrschenden
Hypoxamie, welche zu einer Zunahme der Atemfrequenz fuhrt, auf das Ausmaf}
der Stoérung des pulmonalen Gasaustauschs geschlossen werden. In den
eigenen Untersuchungen kann diese Aussage durch das gleichzeitige Absinken
der Atemfrequenzen und Ansteigen der Sauerstoffpartialdriicke, wie es in beiden
Gruppen zu verzeichnen war, bestétigt werden.

2.2 Arterielle Blutgasanalyse

Die arterielle Blutgasanalyse gilt als einfach durchzufihrende Methode und
ermdglicht durch die enge Korrelation des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks mit
dem Grad der Dyspnoe eine verlassliche Beurteilung der Lungenfunktion
(GERBER, 1997). Schon frih wurde in spezifischen Untersuchungen erkannt,
dass beim Pferd ein p,O, von < 82 mmHg auf eine deutliche
Atemwegsobstruktion hinweist (MCPHERSON et al, 1978). DAVIS und RUSH
(2002) erklarten dazu, dass speziell Pferde mit mittelgradiger chronischer
Bronchitis (,heaves®) p.O, Werte von unter 80 mmHg aufweisen kdnnen,
wohingegen bei Pferden mit deutlicher Dyspnoe sogar Werte unter 50 mmHg
gemessen wurden.

In der Literatur variieren die Angaben zur physiologischen p,O, teils extrem (von
77,1 £ 0,9 mmHg bis 108,8 mmHg) (KLEIN und DEEGEN, 1986a). Verantwortlich
hierfur sind hauptsachlich wechselnde Barometerdriicke, welche von der
geografischen Hohe des Untersuchungsortes und den aktuellen
Wetterverhéltnissen beeinflusst werden (KLEIN und DEEGEN, 1986a). In der
vorliegenden Studie herrschten Luftdriicke zwischen 752,01 und 769,26 mmHg.

Die Partialdricke des Sauerstoffs zeigten zu keinem Zeitpunkt einen
signifikanten Unterschied zwischen den zwei Gruppen. Zu Beginn lag der mittlere
Wert der Gruppe | bei 80,24 = 11,79 mmHg und der Gruppe Il bei 86,32 £ 12,74
mmHg. Wie von HERHOLZ und Mitarbeitern (2002) beschrieben, korrelieren die
Lungenfunktionsparametern selbst bei gesunden Probanden deutlich mit dem
Alter. Mit dieser Aussage kann der etwas schlechtere Durchschnittswert der
Gruppe |, welche signifikant altere Tiere beinhaltete, erklart werden.
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Sowohl in Gruppe | (91,07 + 15,57 mmHg) als auch in Gruppe Il (95,37 + 11,94
mmHg) konnte in der 3. Untersuchung ein deutlicher Anstieg des p,O.
verzeichnet werden. Der Mittelwert in Gruppe Il lag somit nach GRABNER
(2005a) am Ende bereits im physiologischen Bereich.

Da CO, im Vergleich zu O, eine ca. 20mal so hohe Diffusionskapazitat besitzt,
kommt es erst bei fortgeschrittenen pathologischen Verdnderungen des
pulmonalen Gasaustausches zu einem Anstieg des p,CO, (KLEIN und DEEGEN,
1986a). Der mittlere Wert der Gruppe | befand sich zu Beginn der Studie somit
mit 46,22 + 4,03 mmHg nur knapp uber der Referenz, der Mittelwert der Gruppe
Il (44,91 £+ 5,51) lag im Referenzbereich (GRABNER, 2005a).

Einen weiteren wichtigen Parameter der arteriellen Blutgasanalyse stellt die
alveolo-arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz (A-aDO,) dar, da diese den bei
der Messung aktuellen Luftdruck berticksichtigt und somit einen geografisch- und
wetterunabhangigen Wert liefert. Bei den eigenen Untersuchungen konnte bei
sechs der 21 Pferde ein negativer und damit absurder A-aDO, Wert errechnet
werden. Tatsachlich ist es nicht vorstellbar in den Arterien eine hohere
Sauerstoffspannung als in den Alveolen zu erreichen. Stellenweise lassen sich in
der Literatur solch negative A-aDO, Werte finden, allerdings ohne weitere
Erlauterung (NYMAN et al.,, 1999). In der vorliegenden Studie kamen diese
negativen Werte meist bei einem p,O, > 100 mmHg in Kombination mit einem
p.CO, am oberen Referenzbereich zu Stande. Erklarend hierfir waren falsch
hohe Sauerstoffpartialdriicke durch Lufteinschliisse bei der Blutabnahme oder
eine fehlerhafte Messung des Geréts. Zu Uberlegen bleibt auch, in wie weit eine
starre Rechenformel individuelle Unterschiede verschiedener Tiere in Bezug auf
ihre Lungentatigkeit bertcksichtigen kann.

Die Werte der arteriellen Blutgasanalyse verbesserten sich nach der
Inhalationsbehandlung im Laufe der 2. und 3. Untersuchung in beiden Gruppen
deutlich, in Gruppe | signifikant fir p,O, (p = 0,013) und A-aDO, (p = 0,027).
Somit konnte nicht nur eine kurzfristig zu erreichende positive Wirkung der
Inhalationsbehandlung gezeigt, sondern ebenso ein Langzeiteffekt tber sechs
Wochen dokumentiert werden.

2.3 Maximale interpleurale Druckdifferenz und Auskultationsbefunde

Im Vergleich zu friiheren Zeiten, als die Interpleuraldruckmessung direkt Gber das
Einfihren einer Kanile in den Interpleuralspalt erfolgte, wird heutzutage die
Messung stets indirekt Uber eine Osophagusballonsonde ausgefiihrt,
(MCPHERSON et al., 1978; BOERMA et al., 1986; ROBINSON et al., 1999).

Nach ROBINSON und Mitarbeitern (1999) stellt die Bestimmung der APpl max
eine geeignete Untersuchungsmethode dar, um den Schweregrad einer
obstruktiven Lungenerkrankung abzuschétzen, da dieser Parameter sowohl den
Atemwegswiderstand, als auch eine erhdhte Flussrate widerspiegelt. Bestatigt
wird diese Aussage in den eigenen Untersuchungen durch die hoch signifikante
Korrelation (p = <0,001, r = 0,795) der Untersuchungsergebnisse mit den
Gesamtscore-Punkten, nach welchen die Pferde in den entsprechenden
Erkrankungsgrad eingeteilt wurden. Ebenso erklart die Aussage der Autoren die
hohe Streuung der Ausgangswerte der interpleuralen Druckdifferenz beider
Gruppen, da Erkrankungsgrade von gering- bis hochgradig vertreten waren.

Zu Beginn konnten bei allen Pferden auswertbare Lungenfunktionsprotokolle
gewonnen werden, wobei in der letzten Untersuchung zwei Druckmessungen auf
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Grund einer fehlerhaften Funktion des Gerates nicht durchgefihrt werden
konnten. Zwei Pferde zeigten sich so unkooperativ, dass eine Messung nur im
sedierten Zustand (0,01 mg/kg KM Detomidin, Domidine®, Albrecht GmbH,
Aulendorf, Deutschland und 0,01 mg/kg KM Butorphanol, Dolorex®, MSD Animal
Health GmbH, Luzern, Schweiz) mdoglich war. Hier ist die Tatsache zu
bertcksichtigen, dass eine vorherige Sedierung mdoglichweise signifikant
niedrigere Atemwegswiderstande verursachen kann (REITEMEYER et al., 1986).
In dieser Studie setzten die Autoren allerdings die hohe Detomidin-Gesamtdosis
von 40 pg/kg KM ein. Diesen Ergebnissen steht die allgemeine Entwicklung
gegenuber, nach welcher die Ileichte Sedation der Pferde bei
Lungenfunktionsmessung international zum Standard geworden ist (HOFFMAN,
2002).

Beide Gruppen wiesen zu keinem Zeitpunkt der Studie einen signifikanten
Unterschied auf. Die einzelne Betrachtung der Ergebnisse zeigte einen durchweg
etwas besseren Mittelwert der Gruppe I, was mit dem signifikant héheren Alter
der Pferde in Gruppe | zu erklaren ist. HERHOLZ und Mitarbeiter (2002) fanden
Anzeichen fur eine mit dem Lebensalter der Pferde abnehmende
Lungenfunktion, was unter anderem mit einer erhéhten APpl max einherzugehen
scheint.

Nach ROBINSON (2001a) bedarf es unter anderem einer APpl max von
mindestens 15 cmH,O um eine RAO Exazerbation zu definieren. Dieses
Kriterium erfullten zu Beginn der Studie 11 der 21 Pferde. Eines dieser Tiere
schied im Laufe der Behandlung aus (nicht im Zusammenhang mit der Studie),
bei drei der Pferde konnte infolge der Inhalationstherapie ein Wert unter 15 cm
H,O erreicht werden. Andere Autoren beschreiben als Grenze zur
Diagnosestellung der COPD einen Wert von 2 6 mmHg (entspricht 8,0 cmH,0),
wohingegen ein internationales Komitee der neueren Zeit Pferde mit einem Wert
bis zu 10 cmH,O als Kontrolltiere zulasst. (MCPHERSON et al., 1978;
ROBINSON, 2001a). Wie unterschiedlich die Ergebnisse verschiedener Autoren
bezlglich der interpleuralen Druckdifferenz lungengesunder Pferde ausfallen
zeigt eine Aufstellung von WILLOUGHBY und MCDONNELL (1979), in welcher
Mittelwerte zwischen 3,6 und 10,3 cmH,0 als physologisch angegeben werden.

Insgesamt konnte bei 15 (71,4 %) Pferden mit einer nur siebenmaligen
Anwendung der CpG-ODN/GNP-Inhalationsldsung ein deutliches Absinken der
APpl max verzeichnet werden, wobei 26,7% (n = 4) dieser Pferde sechs Wochen
nach der letzten Inhalation einen erneuten Anstieg der interpleuralen
Druckdifferenz zeigten. Hier bleibt zu diskutieren, ob bei diesen Tieren die
positive Wirkung der CpG-GNP nach sechs Wochen bereits nachliel3 oder ob sie
zu diesem Zeitpunkt einer Ubermafligen Staubexposition ausgesetzt waren,
welche zu einer Verschlechterung des Krankheitsgeschehens fiihrte.

Noch deutlicher wird der Therapieerfolg bei zusatzlicher Betrachtung der
Lungenauskultationsbefunde. Die Statistik ergab in Gruppe | sowohl bei der
ersten (p = 0,006), als auch bei der zweiten Nachuntersuchung nach sechs
Wochen (p = 0,004) eine signifikant niedrigere Score-Punktzahl im Vergleich zur
Eingangsuntersuchung. In Gruppe Il erwies sich die Punktzahl in der zweiten
Nachuntersuchung als signifikant (p = 0,028). Diese Ergebnisse deuten auf eine
sehr gute kurzfristige und langfristige Wirksamkeit der angewandten CpG-ODN-
Formulierung hin und lassen einen besseren Effekt der kombinierten Therapie
mit Allergenen vermuten.

Allerdings sollten die bei der Auskultation erhobenen Befunde immer in
Kombination mit den Befunden anderer diagnostischer Untersuchungsverfahren
beurteilt werden, da Auskultationsbefunde, vor allem bei hochgradiger
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Erkrankung, nicht mit dem Schweregrad korrelieren und sich in klinischer
Remission meist unverandert darstellen (NAYLOR et al., 1992).

Insgesamt konnte in beiden Gruppen eine Abnahme des Grades der
vorliegenden Bronchokonstriktion erreicht werden. Insbesondere die sehr
signifikante Verbesserung der Befunde in Gruppe |, die zuséatzlich spezifische
Allergene inhaliert bekam, stellt nach nur sieben Inhalationen (15 Tage) einen
aul3erordentlich guten Therapieerfolg dar. Vergleichend hierzu beschreiben
verschiedene Studien die maximal bronchospasmolytische Wirkung bei der
Therapie mit Kortikosteroiden erst nach mindestens einer Woche oder langer,
wahrend hierbei eine tagliche Medikamentengabe das Risiko von unerwiinschten
Nebenwirkungen steigert (LAVOIE, et al., 2002; LECLERE et al., 2010).

In der vorliegenden Studie konnte =zuséatzlich ein statistisch signifikanter
Langzeiteffekt von mindestens sechs Wochen sowohl in Bezug auf die
Auskultationsbefunde, als auch auf die interpleuralen Druckdifferenzen in beiden
Gruppen nachgewiesen werden. Dies ist insoweit erstaunlich, da wéahrend der
Studie keinerlei Haltungs- oder Fitterungsveréanderungen vorgenommen wurden
und sich die Pferde weiterhin in gewohnter Umgebung aufhielten.

2.4 Endoskopische Untersuchung

Die Endoskopie des Respirationstrakts stellt heutzutage ein weit verbreitetes
diagnostisches Verfahren dar, wobei die Beurteilung der Breite der Bifurcatio
tracheae nicht zu hoch bewertet werden sollte. KOCH und Mitarbeiter (2007)
konnten keine Korrelation zwischen der Beschaffenheit des Trachealseptums
und anderen klinischen, endoskopischen und zytologischen
Untersuchungsmethoden bei der Diagnostik einer RAO erkennen. Gesunde
Pferde des gleichen Alters wiesen, gegeniber RAO-Patienten in Exazerbation
oder Remission keine signifikant schmalere Bifurcatio tracheae auf (KOCH et al.,
2007). Zudem kann von einer altersbedingten Breitenzunahme der Bifurcatio
tracheae bei Pferden = 10 Jahren ausgegangen werden (KOCH et al., 2007). In
den eigenen Eingangsuntersuchungen konnte bei 19 der 21 Pferde, unabhangig
vom Grad der Erkrankung, eine nur geringgradige oder gering- bis mittelgradige
Schleimhautschwellung im Bereich der Bifurcatio trachea festgestellt werden,
was die Ergebnisse von KOCH und Mitarbeitern (2007) bestatigt.

Bei der Beurteilung der tracheobronchialen Sekretmenge sollte bericksichtigt
werden, dass auch vorberichtlich und klinisch unauffallige Pferde in Stallhaltung
eine gewisse Menge an trachealem Sekret aufweisen kénnen (GERBER et al.,
2003). Somit muss nicht jede Sekretansammlung in der Trachea pathologisch
sein. GERBER und Mitarbeiter (2003) untersuchten in ihrer Studie je 13 Pferde
junger als acht Jahre und alter als 12 Jahre, wobei sich alle Tiere leistungsbereit
und klinisch unauffallig zeigten. Die Bewertung der Befunde erfolgte sowohl fur
die Sekretmenge, als auch fir die Sekretkonsistenz anhand von Punkten
zwischen 1 und 5. Sie konnten bei den jungeren Pferden einen Mittelwert der
TBS-Sekretmenge von 2,2 £ 1,5 und der TBS- Sekretkonsistenz von 2,6 % 0,9,
bei den alteren von 1,8 + 1 und 2,6 + 0,7 nachweisen.

In Bezug auf die eigenen Untersuchungen ist hier anzumerken, dass es sich in
der vorliegenden Studie um Verlaufsuntersuchungen handelte, wobei der
individuelle Krankheitsverlauf der Studienteilnehmer hinsichtlich Sekretmenge
und Sekretkonsistenz dokumentiert werden sollte. Die Ergebnisbewertung
erfolgte sowohl fir die Sekretmenge, als auch fur die Sekretkonsistenz nach dem
Punktesystem von GERBER und Mitarbeiter (2004). Um subjektive
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Messunterschiede weitestgehend zu vermeiden wurden die Bewertungen immer
von demselben Untersucher vorgenommen. Nach GERBER et al. (2004) besteht
fur die Sekretmenge sowohl bei dem gleichen, als auch bei unterschiedlichen
Untersuchern eine aul3erst geringe Varianz der Bewertungsergebnisse. Fur die
Sekretviskositat hingegen wird eine eher hohe Bewertungsvarianz angenommen
(GERBER et al., 2004). KELLER und Mitarbeiter (2001) konnten jedoch in ihrer
Studie beweisen, dass durch die Beurteilung der Sekretviskositat die
Studienteilnehmer genau einer Placebo- bzw. Verumgruppe (Acetylcystein)
zugeordnet werden konnte. Zudem zeigte sich sowohl in den eigenen
Untersuchungen, als auch in weiteren Studien eine Korrelation zwischen den
Ergebnissen der endoskopisch ermittelten Sekretviskositét und den Ergebnissen
von Lungenfunktionsmessungen (HERHOLZ et al., 2002). Diese
Forschungsresultate rechtfertigen die Verwendung der ermittelten Viskositat des
Tracheobronchialsekrets in Erganzung zu anderen Untersuchungsparametern.

In der eigenen Studie konnten im Laufe der Behandlung die Werte der Gruppe |
bezlglich der Sekretmenge auf durchschnittlich 1,63 £ 1,49 Punkte, beziglich
der Sekretviskositat auf 1,58 * 1,51 Punkte und die der Gruppe Il auf
durchschnittlich 2,22 + 1,37 und 1,83 + 1,48 Punkte gesenkt werden. Somit
wurden in beiden Gruppen die, an klinisch unauffalligen Pferden beschriebenen
Werte von GERBER und Mitarbeiter (2003) erreicht. Bei der statistischen
Auswertung erwies sich die kurzfristige, wie auch langfristige (6 Wochen)
Verbesserung der endoskopisch ermittelten Sekretmenge sowohl in Gruppe |, als
auch in Gruppe Il als signifikant. Bezlglich der Abnahme der Sekretviskositat
konnte in Gruppe | eine statistische Signifikanz sowohl bei der 1., als auch bei
der 2. Nachuntersuchung berechnet werden. Fur Gruppe Il konnte in diesem
Parameter keine statistisch signifikante Verbesserung nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse lassen nicht nur auf einen kurzfristigen, positiven Effekt durch
die siebenmalige Inhalation von CpG-ODN/GNP in Kombination mit spezifischen
Allergenen schlieRen, sondern beweisen einen Langzeiteffekt von mindestens
sechs Wochen. Im Vergleich dazu bedarf es bei der oralen Gabe von
Acetylcystein einer Therapiedauer von mindestens 14 Tagen um die
Sekretviskositdt zu reduzieren (KELLER et al.,, 2001). Nach GERBER und
Mitarbeitern (2003) resultiert eine erhohte tracheale Sekretmenge aus der
gesteigerten Produktion von Mucinen in den Atemwegen, welche durch die, bei
COB-kranken Pferden vorliegende, neutrophile Entziindungsreaktion in den
Bronchien vorangetrieben wird. Bestatigt wird dies in der eigenen Studie durch
die nachgewiesene signifikante und zum Teil hoch signifikante Korrelation der
endoskopischen Parameter mit den zytologischen Bestandteilen des
Tracheobronchialsekrets. Unter  diesen  Gesichtspunkten und  mit
Bertlicksichtigung der statistisch signifikanten Abnahme der Sekretmenge nach
Inhalation erscheint eine, bis zu sechs Wochen anhaltende, antiinflammatorische
Wirkung der CpG-ODN/GNP-Allergen-Lésung durchaus maglich.

2.5 Zytologische Auswertung des TBS

Bei lungengesunden Pferden stellt sich das TBS-Sekret insgesamt zellarm und
von Kklarer, wassriger Konsistenz dar, wobei vereinzelt Alveolarmakrophagen,
neutrophile Granulozyten und Lymphozyten auftreten kdnnen (DIECKMANN und
DEEGEN, 1990; MAY und GEHLEN, 2009). Zu bericksichtigen ist die Tatsache,
dass auch bei klinisch gesunden Pferden in Boxenhaltung erhdhte Gehalte an
neutrophilen Granulozyten in der BALF gefunden werden kdonnen (GERBER et
al., 2003). PIRIE und Mitarbeiter (2001, 2002a) erreichten bei lungengesunden
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Pferden durch die Inhalation von Heustaub- bzw. Endotoxin-Suspensionen eine
dosisabhéngige Zunahme der Neutrophilen in den Atemwegen.

Trotz Allem gilt ein regelmaRiges Ansteigen der neutrophilen Granulozyten in den
Atemwegen Uber den Normwert hinaus als typisch fur die COB und spiegelt den
Schweregrad der Erkrankung wieder (LAVOIE et al., 2001; ROBINSON, 2001a;
MAY und GEHLEN, 2009). Diese These erkléart die niedrigen Neutrophilenzahlen
von insgesamt vier Pferden, welche alle nur geringgradig erkrankt waren. Es
wurde international festgelegt, dass RAO Pferde in klinischer Remission weniger
als 10% und in Exazerbation mindestens 25% neutrophile Granulozyten in ihrer
BALF aufweisen sollten (ROBINSON, 2001a). Gegeniber der BALF werden bei
Remission im TBS hdhere Konzentrationen der Neutrophilen erwartet, da Proben
aus proximalen Anteilen des Atmungstraktes im Vergleich zur BAL-FlUssigkeit
mehr Epithelzellen, jedoch weniger Makrophagen und Lymphozyten und somit
prozentual mehr neutrophile Granulozyten enthalten (NAYLOR et al., 1992).

In den eigenen Untersuchungen konnte ein signifikanter Korrelationskoeffizienten
zwischen den Neutrophilen und der Sekretmenge (r = 0,702, p = 0,001) und den
Neutrophilen und der Sekretkonsistenz (r = 0,598, p = 0,007) errechnet werden.
Dies stimmt mit der Studie von ROBINSON et al. (2002) tberein, welche eine
Zunahme der trachealen Sekretmenge in Zusammenhang mit einer Zunahme der
neutrophilen Granulozyten in ihren Untersuchungen beschreiben. Eine
Korrelation der Neutrophilen mit weiteren Untersuchungsparametern, im
speziellen mit der APpl max, konnte bei den eigenen Berechnungen nicht
gefunden werden. Auch DERKSEN (1993) bestreitet eine Beziehung zwischen
dem Grad der vorliegenden Bronchokonstriktion und dem Grad der vorliegenden
Neutrophilie der Atemwege.

In den eigenen Untersuchungen konnte zu Beginn fir die neutrophilen
Granulozyten ein Durchschnittswert aller Pferde von 65,64 * 34,60%
nachgewiesen werden. Bei der dritten Untersuchung erzielte die Gruppe | einen
Wert von 51,77 £ 39,13%, wohingegen die Gruppe |l kaum eine Veradnderung
aufwies. Diese Tatsache bestarkt die Vermutung, dass durch die zuséatzliche
Inhalation von spezifischen Allergenen zu den CpG-ODN eine gezielte
Modulation des pulmonalen Immunsystems erreicht werden kann. Bekréftigt wird
diese Vermutung durch die Tatsache, dass wahrend der Behandlung weder
Managementverdnderung vorgenommen noch andere Medikamente eingesetzt
wurden. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die deutliche
Reduzierung der Neutrophilenzahlen allein durch die Inhalation erreicht wurde.

Die Korrelationsanalysen zeigten zwischen den prozentualen Anteilen der
Makophagen und der neutrophilen Granulozyten eine hoch signifikante (p =
<0,001) und stark negative (r = -0,965) Beziehung. Dieses Ergebnis stimmt mit
den Untersuchungen von TREMBLAY und Mitarbeitern (1993) Uberein, nach
welchen die Neutrophilen im Atmungstrakt bei einer RAO Exazerbation zu
Ungunsten der Makrophagen ansteigen. In einer anderen Studie konnte
nachgewiesen werden, dass bei Pferden mit chronisch obstruktiven
Atemwegserkrankungen unter Staubbelastung vermehrt IL-8 und ,Macrophage
Inflammatory Protein (MIP)“ aus den Alveolarmakrophagen freigesetzt wird
(FRANCHINI et al, 1998). Auf Grund der starken chemotaktischen
Eigenschaften beider Substanzen auf neutrophile Granulozyten kamen die
Autoren zu dem Schluss, dass bei einer RAO Exazerbation die (Uber-)
Aktivierung der Makrophagen zu dem typischen Einstrom der Neutrophilen in die
Atemwege fuhrt (FRANCHINI et al., 1998).

Die Anzahl der Makrophagen im TBS variierte von 2% bis 90,4%, wobei der
Durchschnitt bei 28,38 * 33,37% lag. Auch bei dieser Zelllinie konnte eine
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Senkung der Prozentzahlen verzeichnet und so insgesamt ein zellarmeres Sekret
erreicht werden, wobei dies in Bezug auf die Makrophagen in der Gruppe Il
deutlicher ausgepragt war. Eine Erklarung hierfur kénnte das vermehrte Auftreten
von Makrophagen im TBS bei verbesserter mukoziliarer Clearence nach
vorangegangener Obstruktion und Bronchospasmus sein (MAY und GEHLEN,
2009). Wird dieses Phanomen als Grundlage fir das langsamere Absinken der
Makrophagen in Gruppe | angenommen, so deutet dies wiederum auf ein
besseres Ansprechen auf die Behandlung in dieser Gruppe hin.

3. Diskussion der inhalativen Anwendung von CpG-ODN im
Vergleich zu herkdmmlichen Therapieverfahren

Sowohl bei der Behandlung mit herkdbmmlichen pharmakologisch wirksamen
Substanzen, als auch bei der Inhalation mit CpG-ODN stellt die
Haltungsoptimierung einen wichtigen, unterstiitzenden Grundstein der Therapie
dar (LEGUILLETTE, 2003; AINSWORTH, 2010). Letztlich ist jedoch eine solche
,vermeidungsstrategie, bei welcher es trotzdem haufig durch einen oft nur
kurzen, ungewollten Staubkontakt zu akuten Krankheitsschiben kommt, fur den
Besitzer auf Dauer nicht zufriedenstellend und fordert eine kombinierte,
medikamentdse Therapie (ROBINSON et al., 2001).

Um die entzindliche Schiene der COB zu behandeln, stellen heutzutage
eindeutig die Glukokortikoide und von diesen, im deutschsprachigen Raum das
Prednisolon und das Dexamethason die Wirkstoffgruppe der Wahl dar (FEY,
2006b). Durch den Einsatz dieser Stoffe wird die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen und Eikosanoiden gehemmt und die
,2Downregulation“ von B, — Adrenozeptoren verhindert (ROBINSON et al., 2001).
Die Glukokortikoide gelten als die effektivsten Therapeutika in Bezug auf die
Kontrolle Klinischer Symptome der COB, wobei die maximal mdgliche
bronchospasmolytische Wirkung frilhestens nach sieben Tagen, bei taglicher
Medikamentenapplikation zu erwarten ist (LAVOIE et al., 2002; GERBER et al.,
2011). Eine andere Studie kann bei taglicher oraler Dexamethasongabe, eine
solche signifikante Verbesserung der Lungenfunktion sogar erst nach vier
Woaochen verzeichnen (DELUCA et al., 2008). In der eigenen Studie konnte durch
die Verabreichung der CpG-ODN Formulierungen bereits nach sieben
Inhalationen ein deutlicher und statistisch reproduzierbarer, therapeutischer
Erfolg erzielt werden. Somit ist es bei beiden Therapieansétzen méglich, in etwa
der gleichen Zeit, dhnlich gute Erfolge zu verzeichnet, wobei bei der inhalativen
Verabreichung der CpG-ODN die Gefahr unerwiinschter Nebenwirkungen, im
Sinne einer Suppression der Nebennierenrindenfunktion oder das Auftreten einer
Hufreheerkrankung, nicht besteht.

Um dem pathogenetischen Bild des Bronchospasmus entgegen zu wirken stehen
grundséatzlich die Gruppen der Sympathomimetika, der Parasympatholytika und
der Phosphodiesterasehemmer zur Verfugung. Im Falle der Behandlung der
COB des Pferdes besitzen die B,-Agonisten, im Besonderen das Clenbuterol die
grofite Relevanz (ROBINSON, 2001b). Es greift spezifisch an (3,-Rezptoren der
glatten Muskelzellen an, fihrt neben einer Spasmolyse auch zu einer
gesteigerten mukoziliaren Clearence und besitzt eine antiinflammatorische
Wirkung (MAIER und DERKSEN, 2000; LECLERE et al., 2011). Eine Studie von
ERICHSEN und Mitarbeitern (1994) konnte bei 75 % der Probanden eine
deutliche Besserung der klinischen Symptome nach Clenbuterolgabe
verzeichnen. Im Vergleich dazu konnte in den eigenen Untersuchungen durch
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die Anwendung der CpG-ODN eine Verbesserung nahezu aller untersuchten
Parameter bei 95 % der Studienteilnehmer erreicht werden.

Der B,-Agonist Clenbuterol wird in der Pferdemedizin, im Speziellen bei der
Therapie der COB oftmals in Form eines Kombinationspraparates mit Dembrexin
verabreicht, was die wassrige Sekretion des Bronchialepithels steigert. Zusatzlich
besitzt es, genau wie das Clenbuterol, eine starke sekretomotorische Wirkung
(FEY, 2006b; LECLERE et al., 2011). Neben diesem Wirkstoff z&hlen, als beim
Pferd wirksam, noch Bromhexin und Ambroxol zur Gruppe der Sekretolytika
(MAIER und DERKSEN, 2000, FEY, 2006b). Weitere Stoffe zur Bekampfung der
Hyper- und Dyskrinie stellen die Mukolytika dar, welche durch die Spaltung der
Mukopolysaccharide und Mukoproteine im Sekret dessen Viskositat herabsetzen
(FEY, 2006b). In dieser Gruppe ist der einzige zugelassene Wirkstoff flr dieses
Anwendungsgebiet beim Pferd das Acetylcystein (MAIER und DERKSEN, 2000;
FEY, 2006b). Grundsatzlich gilt die alleinige Anwendung von Sekretolytika bei
der Therapie der COB des Pferdes als ungeniigend, da weder auf die immer
vorliegende Entzindungsreaktion noch auf die Bronchokonstriktion eingewirkt
wird (WILLIAMSON und DAVIS, 2007).

Auf Grund der deutlichen, teils signifikanten Verbesserungen nahezu aller in der
vorliegenden Studie gemessenen Parameter, kann bei der therapeutischen
Anwendung der CpG-ODN von einer gleichzeitig antiinflammatorischen,
bronchospasmolytischen und sekretolytischen Wirkung ausgegangen werden.
Diese Tatsache stellt einen enormen Vorteil der CpG-ODN-Formulierungen
gegeniuber allen anderen konventionellen Medikamenten zur Behandlung der
COB dar. Unterstrichen werden diese wichtigen Eigenschaften durch den,
ebenfalls nachgewiesenen positiven Langzeiteffekt von mindestens sechs
Wochen.

Die Verabreichung einiger genannter Wirkstoffe Uber eine Inhalationstherapie
stellt heutzutage in der Praxis eine verbreitete Methode dar. Uber die
Umwidmungskaskade haben sich hierfir aus der Humanmedizin das
Glukokortikoid Beclametason und der [,-Agonist Salbutamol bewahrt
(ROBINSON et al., 2001; NIEDERMAIER und GEHLEN, 2009). Im Gegensatz
zur systemischen Applikation kann (Uber die Inhalation eine hohe
Medikamentenkonzentration im betroffenen Gewebe und somit eine
Dosisreduktion erreicht werden (FEY, 2006b). Zudem wird ein schnellerer
Wirkungseintritt erzielt und das Risiko fur das Auftreten von Nebenwirkungen
gesenkt (DURHAM, 2001). Diese Vorteile lassen sich gleichermal3en auf das
verwendete Inhalationsprotokoll in der vorliegenden Studie Ubertragen. Die
signifikant positive Wirksamkeit inhalativ verabreichter kurz- oder langwirkender
B>-Sympatomimetika auf den Atemwegswiderstand konnte mehrfach bewiesen
werden (CAMARGO et al., 2007; BERTIN et al., 2011). Vergleichend hierzu war
in den eigenen statistischen Berechnungen bei 95 % der Probanden ein
deutliches, wenn auch nicht signifikantes Absinken des Atemwegswiderstands
durch die inhalative Behandlung mit CpG-ODN zu verzeichnen.

Alle bereits genannten, konventionellen Methoden stellen rein symptomatische
und in der Praxis Ubliche Therapieverfahren der COB dar. Dem gegeniiber zeigt
sich ein deutlicher Vorteil bei der Anwendung der CpG-ODN, welche am
immunologischen Geschehen und somit an der zugrunde liegenden Atiologie der
Krankheit angreifen. Im Ganzen erscheint es heutzutage sehr wahrscheinlich,
dass die immunpathologischen Vorgdnge der COB auf eine gestorte Th1/Th2-
Balance mit einer Verschiebung zur UbermaRigen Th2-Antwort zurtickzufihren
sind (HOROHOQV et al., 2009; AINSWORTH und CHEETHAM, 2010). Durch die
gezielte Inhalation der CpG-ODN ist es mdglich, eine bakterielle oder virale
Infektion zu simulieren und eine spezifische Thl-Immunantwort zu provozieren.
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Durch diesen Effekt wird zusétzlich die allergisch bedingte Th2-Antwort des
Immunsystems herunterreguliert und somit den typischen Symptomen einer
Uberempfindlichkeitsreaktion, im Sinne einer COB Exazerbation vorgebeugt.

Insgesamt erscheint der inhalative Einsatz von CpG-ODN zur Therapie der COB
des Pferdes als auR3erst wirksam. Die Eigenschaften der Formulierungen, wie der
schnelle Wirkungseintritt nach nur sieben Inhalationen und der nachgewiesene
Langzeiteffekt, sind als durchweg positiv zu bezeichnen. Ein grol3er Vorteil
gegenuber allen anderen Therapieansatzen stellt zweifelslos das komplette
Ausbleiben von unerwiinschten Nebenwirkungen dar. Durch die Verabreichung
tber ein Inhalationssystem ist die Applikation der CpG-ODN nicht nur sehr
einfach und im Stall gut durchfihrbar, sondern ermdglicht zusatzlich eine
Dosisreduktion auf ein Minimum. Nachteilig zeigt sich hierbei die aufwendige
Herstellung und kurze Haltbarkeit der Inhalationslésung.

4, Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass sowohl die alleinige
Inhalation der ausgewahlten CpG-ODN/GNP-LOsung, als auch eine kombinierte
Lésung mit spezifischen Allergenen sehr gut vertraglich ist und kurzfristig,
ebenso wie langerfristig eine, auf das Krankheitsbild der COB spezifische
Wirkung aufweist. Die inhalative Behandlung stellte sich als einfache und
praktisch anzuwendende Therapiemethode dar und wurde von den Pferden
problemlos akzeptiert.

Insgesamt lieBen sich in beiden Gruppen, bei allen untersuchten Parametern
deutliche, teils signifikante Verbesserungen erzielen. Diese Ergebnisse
beeindrucken durch die Tatsache, dass dies ohne andere Medikation oder
Managementveranderung und mit einer, mit sieben Inhalationen relativ kurzen
Behandlungsdauer erreicht werden konnte.

Ein Langzeiteffekt wurde in Gruppe | bei nahezu allen gemessenen Werten
(auRer pCO,) nachgewiesen. In Gruppe Il war dies bei 80 % der angewandten
Untersuchungsmethoden der Fall, wobei ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den zwei Gruppen nicht errechnet werden konnte. Die deutlichste
Diskrepanz zwischen den Versuchsgruppen zeigte sich in der zytologischen
Untersuchung des Tracheobronchialsekrets. Hier lassen die erzielten Ergebnisse
eine gezielte Beeinflussung des equinen pulmonalen Immunsystems durch die
kombinierte Therapie mit spezifischen Allergenen vermuten.

Durch seine lokale Wirkung im Lungengewebe und seinem nachgewiesenen
Langzeiteffekt weist das verwendete inhalative Therapieverfahren, in Bezug auf
unerwiinschte Nebenwirkungen und finanzielle Aspekte, deutliche Vorteile
gegenuber bisherigen systemischen Dauertherapien auf.

Aus diesen Griinden sollten die positiven Erkenntnisse dieser Arbeit in
weiterfllhrenden Studien an hoheren Patientenzahlen, sowie in Dosis-
Wirkungsstudien naher untersucht werden. Im Besonderen die Auswahl der
Allergene, die Allergenmenge und das Inhalationsprotokoll mussen weiteren
Untersuchungen Stand halten. Denkbar waren hier kirzere
Verabreichungsintervalle der Allergene, um den hyposensibilisierenden Effekt
weiter zu steigern (SENTI et al., 2009). Auch zusétzliche Inhalationen der CpG-
ODN nach langeren zeitlichen Abstanden im Sinne einer ,Boosterung“ kénnten
die positiven Wirkungen weiter potenzieren.
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Grundsatzlich sollte der Erforschung des immunologischen Geschehens (Thl-
Shift), welches der COB zugrunde liegt, grof3e Beachtung geschenkt werden. Mit
weiteren Erkenntnissen aus diesem Bereich koénnten die therapeutischen Effekte
der CpG-ODN in Kombination mit spezifischen Allergenen eventuell verstarkt
und/oder verlangert werden.
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4 Zusammenfassung

Sabine Geis

Spezifische Immuntherapie  COB kranker Pferde mittels inhalativer
Verabreichung einer nanopartikular gebundenen CpG-ODN Sequenz _in
Kombination mit definierten Allergenen

Als atiologisch relevant gilt bei der chronisch obstruktiven Bronchitis (COB) des
Pferdes eine anfangs spezifische und im weiteren Verlauf der Erkrankung relativ
unspezifische Hyperreagibilitat auf definierbare Antigene und irritierende Reize.
Beim immunologischen Geschehen der COB geht man heutzutage trotz
variierender Ergebnisse mehrerer Autoren von einer gestorten Th1/Th2-Balance
mit einer Verschiebung zur GbermafRigen Th2-Antwort und einer verzégerten,
IgE-unabhéangigen Typ-IV-Immunreaktion aus.

In der vorliegenden Arbeit sollte der spezifisch immunmodulatorische Effekt
durch inhalativ verabreichte Cytosin-Phosphat-Guanin-Oligodeoxynukleotide
(CpG-ODN) zeitlich erfasst werden. Ein weiteres Ziel war es, zu Uberprifen ob
die positive Wirkung durch die kombinierte Inhalation von A-Typ CpG-ODN und
spezifischen Allergenen potenziert werden kann. Die Inhalation der CpG-ODN
sollte einen immunmodulatorischen Effekt (Th1-Shift) induzieren und somit fir
eine schnelle und langerfristige Linderung der COB-Symptomatik sorgen. In
vorangegangen in vitro und tierexperimentellen in vivo Studien konnte dieser
Effekt bereits nachgewiesen werden. Um die CpG-ODN vor einem vorzeitigen
Abbau  durch  korpereigene  Nukleasen zu  schitzen und eine
Wirkungsverstarkung in den Zielzellen zu erreichen wurden Gelatinenanopartikel
(GNP) als Transportsystem far die Cytosin-Phosphat-Guanin-
Oligodeoxynukleotide verwendet.

Insgesamt wurden 21 an COB erkrankte Pferde in die Studie eingeschlossen. Im
ersten Untersuchungsblock, vor der Therapie, erfolgte bei allen Tieren eine
klinische und labordiagnostische Untersuchung inklusive Blutgasanalyse, eine
Tracheobronchoskopie inklusive zytologischer Tracheobronchialsekret (TBS)-
Analyse, eine indirekte Interpleuraldruckmessung und ein funktioneller in vitro
Test (FIT). Die Studienteilnehmer wurden anhand dieser Untersuchungsbefunde
in drei Erkrankungsstufen (hochgradig, mittelgradig, geringgradig) eingeteilt und
schlieBlich per Los zwei Hauptgruppen zugeordnet. Zwei Pferde schieden nach
der Eingangsuntersuchung aus Griinden, welche nicht mit der Studie in
Zusammenhang standen aus. Zehn Pferde wurden mit entsprechend
ausgewahlten Allergenen und nanopartikular gebundenen CpG-ODN inhaliert
(Gruppe 1), neun Pferde erhielten die alleinige Inhalation der nanopartikular
gebundenen CpG-ODN (Gruppe II). Das Inhalationsprotokoll sah insgesamt
sieben Inhalationen im Abstand von zwei Tagen vor. Zudem wurde die Menge
der inhalierten Allergene bei der entsprechenden Gruppe wéahrend der Therapie
gesteigert.

Nach der siebten Inhalation (2. US) und sechs Wochen spéter (3. US) erfolgten
zwei weitere Untersuchungen. Mdgliche Therapieerfolge sollten anhand
klinischer und endoskopischer Parameter, sowie anhand zytologischer
Untersuchung des Tracheobronchialsekrets sowohl direkt nach der Behandlung,
als auch mit groRerem zeitlichem Abstand erkannt werden.

Wahrend der Dauer der Studie konnten bei keinem der Teilnehmer lokale oder
systemische Unvertraglichkeiten festgestellt werden. Diese Tatsache spricht fir
die sehr gute Vertraglichkeit des gewahlten Inhalationsprotokolls.
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Insgesamt konnten wie bei den Ergebnissen der Eingangsuntersuchung, auch
bei den Ergebnissen der zwei weiteren Untersuchungen Kkeine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen beobachtet werden.

Beide Gruppen zeigten direkt nach siebenmaliger Inhalation eine deutliche
Verbesserung der Ruheatemfrequenz, welche sich als nur knapp nicht signifikant
darstellte. Die Verbesserung in der 3. Untersuchung hingegen erwies sich in
Gruppe Il als signifikant, der Durchschnittswert der Gruppe | erreichte zu diesem
Zeitpunkt einen nahezu physiologischen Wert.

Die Auswertung der Auskultationsbefunde zeigte ein statistisch signifikantes
Absinken der Score-Punkte in Gruppe | in beiden Folgeuntersuchungen. Die
Gruppe Il konnte eine solche statistische Signifikanz in der 3. Untersuchung
erreichen.

Eine deutliche Verbesserung war bei allen Werten der arteriellen Blutgasanalyse
in beiden Gruppen zu erkennen. In der Gruppe mit Allergenen war diese in der 3.
Untersuchung bei den Parametern p,O, und A-aDO, als signifikant zu
bezeichnen. Diese Ergebnisse in Kombination mit dem Ruckgang der
Ruheatemfrequenz zeigen, dass der zuvor hypoxischen Stoffwechsellage,
bedingt durch einen gestdrten pulmonalen Gasaustausch, mittels der Inhalation
mit CpG-ODN alleine, wie auch in Kombination mit Allergenen entgegengewirkt
werden kann.

Durch die siebenmalige Inhalationstherapie konnte in beiden Gruppen ein
kurzfristiges, wie auch langerfristiges, deutliches  Absinken  der
Interpleuraldruckdifferenz erreicht werden, was als Hinweis fiir eine Abnahme der
vorliegenden Bronchokonstriktion zu werten ist.

Sowohl die Gesamtscore-Punkte, wie auch die Punkte des Endoskopiescores
nahmen in Gruppe | sowohl direkt nach der Therapie, wie auch sechs Wochen
spater signifikant, teils hoch signifikant ab. In Gruppe Il war diese Signifikanz in
der 3. Untersuchung des Gesamtscores und der Sekretkonsistenz zu sehen.

Auffallig war, dass die prozentualen Anteile der neutrophilen Granulozyten im
TBS in der Gruppe | im Laufe der Untersuchungen deutlich sanken, wobei sie in
Gruppe Il nahezu konstant blieben.

Nach der Betrachtung aller Ergebnisse kann sowohl in Gruppe | als auch in
Gruppe Il eine deutliche Besserung aller Untersuchungsbefunde verzeichnet
werden. Ein positiver Langzeiteffekt konnte mit dem durchgefihrten
Therapieprotokoll in Gruppe | bei nahezu allen gemessenen Parametern
nachgewiesen werden. In Gruppe Il war dies bei 80 % der angewandten
Untersuchungsmethoden der Fall.

Insgesamt konnte mit der hier vorgestellten Methode eine alternative
Behandlungsweise der COB des Pferdes zu den bereits etablierten Methoden
erarbeitet werden. Die Kombination der CpG-ODN mit spezifischen Allergenen
scheint, in Bezug auf die untersuchten Parameter und dem zum Einsatz
gekommenen Verabreichungsprotokoll, keinen Vorteil im Vergleich zu der
alleinigen Inhalation der CpG-ODN zu haben.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit missen in weiterfihrenden Studien an hdheren
Patientenzahlen, sowie in Dosis-Wirkungsstudien Uberprift werden. Im
Besonderen die Auswahl der Allergene, die Allergenmenge und das
Verabreichungsintervall muissen weiteren Untersuchungen Stand halten.
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VII Summary

Sabine Geis

Specific Immunotherapy in horses affected with RAO by using a nebulized
nanoparticle-bound CpG-ODN sequence in combination with defined allergens.

The recurrent airway obstruction (RAQO) in horses is etiologically characterized by
an initially specific hyperresponsiveness to defined allergens and irritating stimuli,
which becomes more and more unspecific when the disease progresses. Despite
varying results obtained by different authors, it is generally assumed that an
imbalance in the Th1/Th2 response with a shift to an excessive Th2 response
and therefore a delayed, IgE-independent type IV immune response is the main
immunologic process in horses with RAO.

The present study aimed to assess the specific immunomodulatory effect of
inhalative  administered  cytosine-phosphate-guanine-oligodeoxynucleotides
(CpG-ODN) over time. As a further goal, the study intended to verify the
enhanced positive effect of a combined inhalation of A-class CpG-ODN and
specific allergens. The inhalation of CpG-ODN should induce an
immunomodulatory effect (Thl-Shift) and therefore alleviate RAO-symptoms
quickly and in the longer term. Previous in vitro and animal-in vivo studies were
able to proof this effect. In order to prevent a premature reduction of CpG-ODN
by endogenous nucleases and furthermore to potentiate their effect in target
cells, gelatin nanoparticles (GNP) were used as a transportation system for the
cytosine-phosphate-guanine-oligodeoxynukleotides.

The study population contained 21 horses affected by RAO. Prior to the therapy,
clinical and laboratory examinations of all horses were performed. The latter
consisted of arterial blood gas analysis, a tracheobronchoscopy including a
cytological analysis of the tracheobronchial secretion (TBS), an indirect
measurement of the interpleural pressure and a functional in vitro test (FIT).
Based on the results of these examinations, the horses were grouped into three
levels of disease (mild, moderate, severe) and assigned by lot to two main
groups. Ten horses received inhalation treatment with specific allergens and
nanoparticle-bound CpG-ODN (group 1), nine horses only received nanoparticle-
bound CpG-ODN (group I1) by inhalation. The inhalation protocol provided a total
number of seven inhalations every second day. Additionally, within group | the
amount of the specific allergens was gradually increased over the course of the
inhalation treatment.

A second examination was performed after the last inhalation and a third
examination six weeks after the end of the treatment protocol. Possible
therapeutic success should be determined by clinical and endoscopic
parameters, as well as tracheobronchial secretion cytology, both directly after the
treatment and after a longer time span.

No local or systemic intolerance of the treatment occurred in any participants
throughout the study. This suggests a very good tolerance of the inhalation
protocol chosen for this study.

Neither the results of the first examination nor the results of the additional
examinations led to statistically significant differences between the corresponding
groups.

Both groups showed a marked improvement of the respiratory rate in rest directly
after the last inhalation when compared to the first examination. This
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improvement was close to statistical significance. At the time of the third
examination, group Il showed a significant improvement, whereas the mean of
group | reached almost physiological levels.

Concerning the auscultation results, group | showed a statistically significant
decrease of the score-points in both follow-up examination. This statistical
significance was reached by group Il at the third examination.

All values of the arterial blood gas analysis showed a distinct improvement in
both groups after treatment. In the group treated with allergens (group I), these
improvement of the parameters paO2 and A-aDO2 was significant at the third
examination. In combination with the improved respiratory rate at rest, these
results suggest that the inhalation treatment only with CpG-ODN as well as in
combination with specific allergens is able to counteract the hypoxic metabolism
caused by the abnormal gas exchange.

Due to the inhalation treatment both, a short- and long-term reduction of the
interpleural pressure could be achieved for both groups. This suggests a
reduction of the existing bronchoconstriction.

In group | both, the overall score and the endoscopy score significantly
decreased directly after treatment as well as six weeks later. In some cases, the
difference was even highly significant. Such a significant improvement was
obtained for group Il in the overall score and the tracheobronchial secret texture
at the third examination.

Strikingly, the percentage of neutrophil granulocytes in TBS decreased distinctly
in group | throughout the examinations, whereas in group Il they remained almost
constant.

Considering all findings, both group | and group Il showed a marked improvement
of all examination results. With the chosen treatment protocol in group I, a
positive long-term effect on nearly all measured parameters was achieved. In
group 11 80% of the applied examination methods led to the same conclusion.

The presented method provides an alternative treatment option for horses with
RAO to established treatment protocols. Regarding the examined parameters
and the chosen treatment protocol, the combination of CpG-ODN and specific
allergens seems to have no advantage over the use of CpG-ODN alone.

The results of this study should be reviewed in further studies involving larger
patient groups as well as in dose-response studies. Especially the selection of
the allergens, the amount of allergens and the administration interval must stand
up to further investigations.
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IX ANHANG

1. Untersuchungsplane
1.1 Signalement- und Anamnesebogen
Anamnese

Name des Besitzers/Halters:

Patientenname;

Alter: Rasse:
Geschlecht: Gewicht: Stockmalf:

Nutzung: Haltung:

Impfungen:

Entwurmungen:

Vorbehandlungen:

Nasenausfluss (wann, wie oft, einseitig/beidseitig, Aussehen):

Husten (wann, wie oft):

Atmung in Ruhe/ bei Anstrengung:

Sonstige Erkrankungen:

Welche klinischen Symptome treten auf?

Wann sind das erste Mal Symptome aufgetreten?
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1.2 Allgemeine Untersuchung

Vor jeder Untersuchung und vor jeder Inhalation wurde das Allgemeinbefinden
der Pferde nach folgendem Schema beurteilt:

Allgemeinuntersuchung

Allgemeinbefinden Verhalten

Haltung Ern&hrungszustand
Habitus Atemfrequenz/-typ
Pflegezustand Pulsfrequenz
Temperatur Nasenausfluss
Schleimhaute/KFZ Augenausfluss
Husten ausldsbar Lymphknoten
ﬁtjjrs]ggltation Auskultation Herz

Zudem wurde die Vertraglichkeit der Behandlung nach einem modifizierten
Schema (modifiziert nach Veterinary co-operative oncology group- common
terminology criteria for adverse events (VCOG-CTCAE) following chemotherapy
or biological antineoplastic therapy in dogs and cats v1.0) mit nachfolgenden
Parametern beurteilt, wobei Reaktionen ab der Stufe 1 als Unvertraglichkeit
gewertet wurden und zum Abbruch der Behandlung fiihren:

1) Allergische /immunologische Reaktionen

1 2 3 4 5
Allergie/ Urtikaria, Hautauschlag, | Systemischer Anaphylaxie Tod
Hypersensitivitat | voribergehend Urtikaria, Bludruckabfall | mit
Dyspnoe +/-Urticaria, notwendiger
parenterale par-enteraler
Medikation Medikation
notwendig,
Odembildung
Autoimmun- Asympto- Nachweis Reversible Lebens- Tod
reaktion matische, einer Auto- | Reaktion mit | bedrohliche
serologische immunreaktion | Beeintrachtigu | Autoimmun-
oder andere | die ein nicht | ng eines | reaktionen
Hinweise auf | essentielles essentiellen
Autoimmun- Organ oder | Organs oder
reaktion, eine nicht | andere
normale essentielle Nebenwirkung
Organfunktion Funktion en
ohne Indikation | betrifft  (Bsp.
f. Behandlung Hypothyreose)
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Vasculitis (nicht | Mild, keine | Symptomatisc | Behandlung Ischamische Tod
bei Indikation f. | he  Therapie | mit steroidalen | Reaktionen,
perivaskulare Behandlung mit nicht- | Medikamenten | Amputation
Injektion) steroidalen indiziert oder chir.
Medikamenten débridement
indiziert
Reaktion nach | Rétung vermehrte Bronchospas Tracheal- Tod
Inhalation Sekretion, mus kollaps,Atem-
follikulare not, Dyspnoe
Hyperplasie
Andere Mild moderat erheblich lebens- Tod
bedrohlich
2. Dermatologie:
1 2 3 4 5
Hamatome Auf bestimmte | Generalisiert -- -
(ohne Region
Vorhandensein beschrankt
von  Thrombo-
zytopenie)
Alopezie Gar. Gar. Generalisierter | - -
Ausdiinnung generalisierte Haarverlust
des Haarkleids | Ausdinnung
(Injektions- des Haarkleids
stelle)
Erythem Auf  bestimmte | Generalisiert, Generalisiert, - -
Region aber erst bei | leicht sichtbar
beschrankt genauer bei
Untersuchung | Untersuchung
sichtbar
Hyperpigmen- Gar. oder | Ausgepragt
tation lokalisiert oder
generalisiert
Hypopigmen- Gar. oder | Ausgepragt
tation lokalisiert oder
generalisiert
Reaktionen an | Schmerz/ Schmerz oder | Ulzeration Ulzeration/ -
der Juckreiz/ Schwellung oder Nekrose, | Nekrose, die
Injektionsstelle Erythem mit die chirurgische
Entziindung chirurgische Intervention
oder Phlebitis Intervention erfordert und
erfordert die téglichen
Lebensfunk-
tionen
einschréankt
Photosensitivitdt | Schmerzloses Schmerz- Erythem  mit | Lebensbe- Tod
Erythem haftes Schuppen- drohlich
Erythem bildung
Juckreiz Mild oder | Intensiv oder | Intensiv, - -
lokalisiert grof3flachig grof3flachig
auftretend auftretend mit
Einschrankung
der tagl.
Lebensfunk-
tionen
Ausschlag: Papeln/Pusteln Papeln/ Erhebliche, Generalisiert Tod
Schuppen- oder  Erythem | Pusteln oder | generalisierte exfoliative,
bildung ohne weitere | Erythem  mit | Hautrétungen ulzerative oder
Symptome Juckreiz oder | oder Papeln/ | bullése
weiteren Pusteln  oder | Dermatitis
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Symptomen, vesikulare
lokalisierte Veranderung-
Schuppen- en;
bildung oder | Schuppenbil-
weitere dung, > 50%
Lasionen, < | der
50% der | Korperober-
Korperober- flache
flache betreffend
betreffend
Ausschlag: Akne | Keine Behandlung Begleitet von
Behandlung angezeigt Schmerz,
angezeigt Ulzeration
oder
Schuppen-
bildung
Ausschlag: - Stellenweise, Erheblich, Lebensbedroh | Tod
Erythema nicht generalisierter | -lich
multiforme generalisierte Ausschlag o.
Erhdhungen schmerzhafte
Stomatitis, i.v.
Substitution,
Zusatzfutter-
ung angezeigt
Urtikaria - Voruber- Behandlung Behandlung
gehend fur < 24 h|fur > 24 h
angezeigt angezeigt
Hautabldsung Dezente Hautablésung | Hautablosung | - -
Hautablésung, leicht leicht
nur bei genauer | bemerkbar, bemerkbar, mit
Untersuchung aber keine | Exfoliation bei
bemerkbar klumpige der
Exfoliation ggr. | Untersuchung
Krusten-
bildung
Weitere mild moderat erheblich Lebensbedroh | Tod
-lich
3. Konstitutionelle Auswirkungen
1 2 3 4 5
Lethargie Milde Lethargie Gering Ausubung der | Hilfe zur | Tod
ausgepragte taglichen Ausubung der
Lethargie mit | Aktivitaten taglichen
leichter ernsthaft Aktivitaten
Einschrankung | eingeschrankt | nétig,
der téglichen Zwangsfutter-
Aktivitaten ung
Fieber (wenn | Erhéhung  der | Erhéhung der | Erh6hung der | Erhéhung der | Tod
keine Normal- Normal- Normal- Normal-
Neutropenie; temperatur temperatur > | temperatur temperatur
physiologisch <5°C 5-8 °C >8-10 °C >10 °C
Pferd: 37,0-
38,0)
Hypothermie - 36,0-33°C 33-30°C < 30 ° C oder | Tod
lebensbedroh-
liche
Konsequenz-
en
Gewichtsverlust | 5-10% des | 10-20% des | >20 % des | - Tod
Ausgangs- Ausgangs- Ausgangs-
gewichts, keine | gewichts, Zu- | gewichtes
Intervention satzfutterung
angezeigt angezeigt
Andere mild moderat erheblich Lebensbedroh | Tod
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4. Auswirkungen auf Muskeln / Weichteilgewebe
1 2 3 4 5
Arthritis  (nicht- | Ggr.  Schmerz | Moderate Erhebliche Lebens- -
septisch) mit Entzindung | Schmerzen, Schmerzen mit | bedrohliche
oder Gelenk- | mit Entziindung Einschrank-
schwellung, Entziindung oder Gelenk- | ungen
ohne Funktions- | oder Gelenk- | schwellung,
beeintrachti- schwellung, Beeintrach-
gung mit funktions- | tigung der tagl.
beeintrach- Lebens-
tigung, aber | funktionen
ohne
Beeintrach-
tigung der
taglichen
Lebens-
funktionen
Extremitaten Lahmheit nur | Bewegungs- Erhebliche Lahmheit (5/5) | -
(Lahmbheit) dem erfahrenen | einschrankung | Lahmheit (4/5)
Beobachter d.Gliedmalie,
auffallend kann sich aber
Gber weitere
Strecken
fortbewegen
Muskel- Asymptoma- Symptoma- Symptoma- Lebensbe- Tod
schwéche tisch, Schwéche | tische Muskel- | tische Muskel- | drohliche Ein-
(generalisiert- bei klin. US | schwéche, schwéche, Be- | schrdnkungen
lokalisiert) auffallend ohne eintrachtigung
Beeintrachtigu | der tagl.
ng der tagl. Lebens-
Lebensfunktio | funktionen
nen
Myositis Ggr. Schmerz, | Funktionsbeei | Schmerzen mit Tod
ohne Funktions- | ntrachtigende Beeintrachtigu
beeintrachtigung | Schmerzen, ng der
keine taglichen
Beeintrachti- Lebens-
gung er | funktionen
taglichen
Lebensfunk-
tionen
Weichteil- - Lokale Operatives Lebensbedrohl | Tod
nekrose Wundbehand| Débridement ich, notfall-
ung oder mafige,
medizinische weitere invasive
Intervention invasive Intervention
angezeigt Intervention indiziert
indiziert
Weitere Mild moderat erheblich Lebensbedroh | Tod
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1.3 Spezielle Untersuchung der Atemwege

Spezielle Untersuchung

Auskultation (Atemgeréusche)

Lungenfeld

Endoskopie

Trachealsekret:
Farbe, Konsistenz, Menge:

inspiratorisch

exspiratorisch

physiologisch
ggar. vergroRRert

deutl. vergréRert

Sekretmenge

Sekretkonsistenz

Bifurcatio tracheae

Blutchemie

1hPa=0,750062mmHg =>

po?

pCO?

Zytologische Untersuchung

Neutrophile Granulozyten

Schaumige Makrophagen

Mehrkernige Riesenzellen

Arterielle Blutgase: Tag/Uhrzeit der Bestimmung:
Barometerdruck zum Entnahmezeitpunkt:

keine
gar.

mar.

hgr.

fliisssig

viskos

zah (,Spikes®)

scharf begrenzt
ggr. verdickt
deutl. Verdickt

hPa

hPa * 0,750062mmHg=

100 +- 5mmHg ( )
90 +- 5mmHg ( )
80 +- 5SmmHg ( )

40 +- 5mmHg ( )
50 +- 5mmHg ( )

Arterioalveolare Sauerstoffdifferenz

<10 mmHg

)

10-15 mmHg ( )
15-25 mmHg ( )

>25 mmHg

ggr. (<30%)
mgr. (30-50%)
hgr. (>50%)

keine
wenige
viele

keine
wenige
viele

)

1

mmHg
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Charcot-Leyden-Kristalle

Creola-Kdrperchen

Eosinophile Granulozyten

Bakterien

Epithelzellen

Epithelzellen mit Einschlissen

Curshmannspiralen

Konidien/Hyphen

Mastzellen

Ventigraphische Untersuchung

keine
wenige
viele

keine
wenige
viele

keine
wenige
viele

keine
wenige
viele
intrazellular/
extrazellular

keine
weinige
viele

keine
weinige
viele

keine
wenige
viele

keine
wenige
viele

keine
wenige
viele

Interpleurale Druckdifferenz 2-4cm H0 (gesund)
4,1-6cm H,O
6,1-15cm H20
> 15cm H20

LT T
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2. Fragebogen zur Anamneseerhebung

Fragebogen

1. Wie wird ihr Pferd gehalten?
o Box o Paddock o Offenstall o Weide

2. Bei Boxenhaltung:
a. Aus welchem Material sind die Boxenwéande?

o Holz o Fliesen o Sonstige:
b. Bekommt der Boxennachbar ihres Pferdes andere Einstreu und/oder
anderes Raufutter?

Wenn ja, welche/-s:

3. Welche Einstreu wird bei ihrem Pferd verwendet?
o Stroh o Sagemehl o Sagespane o Torf o Sonstige:
(aus dem Sagewerk) (Bsp. Allspan®)
4. Was wird gefittert?

o Silage o Heu-trocken o Heu-nalR o Heucobs o Pellets
o Gras o Mdusli-trocken o Musli-naR o Sonstiges:

5. Wann sind die Symptome (Husten, Nasenausfluss, erschwerte Atmung etc.) am
deutlichsten?

a) o Frihling o Sommer o Herbst o Winter

b) o Auf der Koppel o In der Box

c) o vor Belastung o wahrend Belastung o nach Belastung
d) Sonstige Situationen:

6. Wo wird ihr Pferd meistens bewegt?
o Im Gelande o inderHalle o auf dem Reitplatz o Sonstiges:
7. Wird die Reithalle/der Reitplatz bei trockenem Wetter bewassert?

o Ja o Nein

8. Welche Baume/Straucher wachsen in direkter Nahe zum Stall?

o Zuckerahorn o Schwarzbirke o Schindelborkige Hickorynuss
o Roteiche o Amerikanische Esche o Amerikanische Buche

o Platane o Schwarze Walnuss o Amerikanische Wei3ulme

o Schwarzweide o Schwarzpappel o Sonstige:

9. Haben sie in Zusammenhang mit den Symptomen (Husten, Nasenausfluss,
erschwerte Atmung etc.) sonstig Auffalligkeiten bemerkt:




ANHANG

127

3. Bewertung der Befunde (Scoringsystem)

Lungenscoring

Parameter

Punkte

Husten auslasbar

nein
ja

Husten

keiner
vorberichtlich selten

vorberichtlich mehrmals taglich

spontan, bzw. vorberichtlich anfallsweise

NEF, O |k

w

Nasenausfluss

keiner

ggr. serés

ggr.-mgr. sero-mukos
hgr. mukds

WNEFEL, O

Atemfrequenz in Ruhe

<16/ min.
17 — 22 / min.
> 23/ min.

Atemtyp

costoabdominal

ggr. abdominal verstarkt
deutlich abdominal verstarkt
Nisternblahen in Ruhe

Dampfrinne,
Zwischenrippenatmung

nein
ja

o |hWN O |WNO

w

Lungenauskultation

physiologisch

gar. inspiratorisch verscharft

inspiratorisch verschérft und ggr.
exspiratorische Atemgerdusche

mgr. in- und exspiratorische Atemgerdusche
und/oder tracheale Rasselgerausche

hgr. exspiratorische Atemgerausche

und/oder Hiemen, Giemen

Lungenfeld

physiologisch
gor. vergrofRert

deutlich vergroRert

N

pPaO2 in mmHg

> 95
90 - 95
80-90
65— 80
<65

paCO2in mmHg

<45
> 45

A-aDO,in mmHg

<10
10-15
15-25
> 25

W N P O|NOdwNEFO
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<4,6 0
. 4,6-12,5 1
APpl max in cm H,O
12,5-20,3 2
> 20,3 3
Scoring nach
GERBER et al.
<1 kein Sekret erkennbar 0
kleine, vereinzelte
1<2 Sekretflocken !
Trachealsekretmenge groRere Sekretflocken,
2<3 schmale unterbrochene 2
Sekretstralle
durchgehende
3=4 Sekretstrale 3
Sekretsee, extreme
>4-5 Menge an Sekret 4
- 1
<2 serds, flussig, flieRend
) So_4 ser0s bis viskds, nicht >
Trachealsekretkonsistenz flieRend
24-5 hochviskds, zah 3
keine Schleimhautschwellung 0
Schleimhautschwellung ggr. bis mgr. Schwellung der Bifurcatio 1
tracheae
hgr. Schwellung der Bifurcatio tracheae, 5
kaum zu erkennende Trachealspangen
<30% 0
N hil I
eutrophile Granulozyten 30— 50 % 3
>50 % 4
vereinzelt 0
Makrophagen vermehrt 1
viele 2
keine 0
Curschmann-Spiralen .
wenige 3
viele 4

Einteilung anhand der Summe der erreichten Punktzahl in vier

Erkrankungsgrade:
gesund 0—-4 Punkte
geringgradige COB 5-21 Punkte

mittelgradige COB

hochgradige COB

22 — 38 Punkte

39 — 54 Punkte
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4, Geratschaften, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien

Tab. 21: Zum Einsatz gekommene Geréte.

Gerat

Firma

Aeroneb® Go Micropump Nebulizer

Aerogen, Galway, Irland

BALF Katheter

Bivona Inc., Gary, USA

EBA 20 Kleinzentrifuge

Zentrifugen Hettich, Tuttlingen,
Deutschland

Eppendorf Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Equine Haler

Equine HealthCare Aps, Hoersholm,
Déanemark

ETM VET 175 Endoskop

Endoskopische Technik GmbH,
Minchen, Deutschland

IRMA TruPoint® Blood Analysis
System

ITC, Edison, NJ

Olympus CLV-U40
Lichtquelle

Olympus Europa GmbH, Hamburg,
Deutschland

Thermomixer

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Venti-Graph, Modell PG100/REC

Boehringer Ingelheim Vetmedica
GmbH, Ingelheim, Deutschland
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Tab. 22: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Material

Firma

BD Discardit™Il, 2ml, 10ml, 20ml
Spritzen

Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

BD Microlance™, 22G 0,7 mm x 30
mm, 18G 1,2 x 50mm, Kanile

Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

S-Monovette®

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

IRMA TruPoint® Blood Analysis
System, BG Cartridge

ITC, Edison, NJ

Mullkompressen

NOBA Verbandmittel Danz GmbH &
Co. KG, Wetter, Deutschland

Objekttrager 50 Elka

Glaswarenfabrik Karl Hecht,
Sondheim, Deutschland

Sarstedt Monovette®, 2ml

Sarstedt AG & Co, Nuimbrecht,
Deutschland

Standard Micro Test Tube 3810X

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zentrifugenrohrchen (15 ml)

Techno Plastic Products, Trasadingen,
Schweiz



http://www.eppendorf.com/int/index.php?sitemap=2.1&pb=854fe15f7d3f75d3&action=products&contentid=1&productpage=11&catalognode=9793&l=2
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Tab. 23: Angewendete Reagenzien.

Reagenz

Firma

A Klasse 2216 CpG-ODN

Firma Biomers GmbH, Ulm,
Deutschland

Artuvetrin (Allergenlésungen)

Artu Biologicals Europe BV, Lelystad,
Netherlands

Diff-Quick staining set

Medion diagnostics, Dldingen,
Schweiz

Dolorex® 10 mg/ml Injektionslésung
Butorphanol, fur Pferde, Hunde und
Katzen

MSD Animal Health GmbH, Luzern,
Schweiz

Domidine®, 10mg/ml Injektionslésung
Detomidinhydrochlorid, fur Pferde und
Rinder

Albrecht GmbH, Aulendorf,
Deutschland

Gelatinenanopartikel

Hergestellt vom Department fur
Pharmazie und Pharmazeutische
Technologie der LMU Miinchen

PBS Dulbecco

Biochrom AG Berlin, Deutschland

Septoderm Haut

Dr. Schuhmacher GmbH, Melsungen,
Deutschland
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