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Einleitung

| Einleitung

Voraussetzung fiir das Uberleben eines hoherersdiesn Organismus ist neben der
Funktionsfahigkeit auch die Ausgewogenheit spedifis Immunantworten. Diese lassen sich
je nach hauptsachlich involvierten T-Zellpopulaganwie z. B. T-Helferzellen () des Typs
1, 2 und 17 oder regulatorische T-Zellen, in Subtypinterteilen. Symptomatische Phasen
rezidivierender, immunvermittelter Erkrankungen édsrdes werden mit einer Stérung des
Tul/Ty2-Gleichgewichts in Verbindung gebracht. So werdsim Sommerekzem des
Islandpferdes und bei der Chronisch ObstruktivennBhitis (COB) Uberschie3ende2F
Immunantworten beobachtet (31, 65, 95). Provokatiersuche mit Stauben an Versuchs-
pferden ergaben zwar keine einheitliche Aussagsidhtiich des dominierenden Zytokin-
profils bei COB, die dabei induzierten akuten Exbagonen treten in der normalen
Pferdehaltung jedoch nur selten auf (2, 31, 70,9, Eine Untersuchung an klinischem
Patientenmaterial mit milden Verlaufen der COB lstetlagegen pratherapeutisch ei2T
gepragtes Zytokinmuster fest. Posttherapeutisay stier Anteil IFNy™-Zellen zugunsten
einer Tyl-lImmunantwort in der bronchoalveolaren Lavageftjlssit (BALF) betroffener
Pferde an (53).

Die Beurteilung des J1/Ty2-Verhaltnisses und damit der Auspragung einer ijeyea
Immunantwort erfolgt beim Pferd bislang Uberwiegand Basis transkriptioneller Prozesse.
Posttranskriptionelle Modifikationen der Zytokinseton und damit Divergenzen zwischen
dem Nachweis einer bestimmten mRNA und der Bilddaeg zugehdrigen Zytokins werden
meist nicht berlcksichtigt. Das Ziel der vorliegendArbeit war es, durchn vitro-
Provokation equiner Lymphozyten mittels verschiedemimmunmodulatorisch wirkender
Substanzen anhand einer Blutprobe eine moglichsauge Aussage Uber das individuelle
Tul/Ty2-Verhaltnis und damit Gber die Immunlage einesrd&fe treffen zu kénnen. Das
entwickelte Testsystem wurde exemplarisch zum Nathwotentieller Einflisse eines
externen Umweltfaktors (Einstreu) auf das equinenimsystem angewandt. Dazu erfolgte
nach Konfrontation equiner Lymphozyten mit den Mkonen Gliotoxin und Patulin sowie
mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) und Dex#émason eine durchflusszytometrische
Quantifizierung der CD4IFN-y*- und der IL-4-Zellen und darauf basierend die Kalkulation
des T1/Ty2-Verhaltnisses der Pferde in Abhéngigkeit vonkdaltungsform.
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Il Literaturtibersicht
1 Tul/ Ty2-Hypothese

Die spezifische Immunantwort, auch adaptive odewodsene Immunantwort genannt,
ist fur die Abwehr von intra- und extrazellulareatfogenen verantwortlich und wird in eine
humorale und zellulare Immunantwort unterteilt. \Wéidd die zellulare Immunantwort
intrazellulare Erreger (z. B. Viren oder Bakteridmgseitigt, wehrt die humorale Immun-
antwort vor allem extrazellulare Erreger durch Bild spezifischer Antikorper ab.
Entscheidend fur die Ausbildung der jeweiligen Inmantwort ist die Stimulation naiver T-
Helferzellen (T,0-Zellen), welche sich wie die weiteren Subtypen TBéHelferzellen (Ti1-
und T42-Zellen) durch ein CD4-Antigen (CDpauf ihrer Zelloberflache auszeichnen. Unter
Einfluss von IFNy und IL-12 differenzieren sichyD-Zellen zu T,1-Zellen, wahrend IL-4
zur Ausbildung von #2-Zellen fuhrt (111). Diese T-Helferzellen produeie je nach Typ ein
charakteristisches Zytokinmuster. Wahrend nach widdiing von T1-Zellen, auch if1-
Immunantwort genannt, vor allem IFN4L-2 und Tumornekrosefakt@-TNF{3) sezerniert
werden, produzierenyR-Zellen im Rahmen einery2Z-Immunantwort vor allem IL-4, IL-5,
IL-6 und IL-13. Ein 1-Zytokinprofil aktiviert vor allem die zellularevimunitat, ein F2-
Profil die humorale Immunitat. Gleichzeitig suppremen diese Zytokine die Ausbildung des
jeweilig anderen Subtyps von T-Helferzellen (1169)1

Potenzielle schéadliche Wirkungen deg-Zellen (z. B. allergische oder autoimmune
Reaktionen) werden durch eine zusatzliche Population CD4-T-Zellen, den
regulatorischen T-Zellen (d), supprimiert. Diese Hemmung erfolgt ebenfalls ctiur
Ausschittung von spezifischen Zytokinen, wie zM@m transformierenden Wachstums-
faktor 3 (TGFB) oder von IL-10 (33, 168Ein kirzlich entdeckter weiterer Subtyp der T-
Helferzellen sind die durch IL-17-Sekretion chaeaidierten T,17-Zellen. Dieser Zelltyp
fordert u.a. das Rekrutieren neutrophiler Gramytlrz und die Sezernierung pro-
inflammatorischer Zytokine (z. B. IL-6 oder IL-8hd induziert somit z. B. akut entztindliche
Prozesse zur Abwehr bakterieller Pathogene (148). Mfahrend die Existenz von equinen
TegZellen gezeigt werden konnte, wurdery1T7-Zellen fur das Pferd bislang nicht
beschrieben (183).

Die Zuordnung einer Immunantwort zu einep1T oder T2-dominierten Antwort
gelingt vor allem beim Menschen und bei der MauslaBg ist nicht eindeutig geklart, ob
diese Unterscheidung auch beim Pferd moglich i€1)1 Die Beteiligung einer [{l-

dominierten Immunantwort, beispielsweise an deh&gnese der Equinen Rezidivierenden
2
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Uveitis (59), deutet aber darauf hin, dass dasdPfer Ausbildung einer klassischepIF und
Tu2-Immunantwort fahig ist (69). Im Folgenden wer@ds Leitzytokine fur die §1-Antwort
IFN-y sowie fUr die T,2-Antwort IL-4 néher erlautert. Diese Zytokine wardauch in den

eigenen Untersuchungen als Indikatoren fur ey Dzw. T32-Immunantwort genutzt.

1.1 Interferon- y (IFN-y)

Humanes IFNy besitzt ein Molekulargewicht von 34 kDA und bildetder biologisch
aktiven Form ein Homodimer, welche als einzige Konfation eine Dimerisation des IFN-
Rezeptors hervorrufen kann (49). Das Protein wirdaenom durch vier Exons kodiert (162),
die in ihrer Nukleotidsequenz zu 78 % mit equinéf-y Ubereinstimmen. Die Homologie
des equinen zum murinen IFNbetragt lediglich 57 % (161).

In CD4-Zellen wird die Expression von T-Bet, einem regufischen Protein zur
spezifischen Genexpression, als Schlisselereigmisdie Tyl-Differenzierung angesehen
(164). Hauptquelle von IFN-sind neben J1-Zellen nattrliche Killer-Zellen (NK-Zellen)
und CD8-zytotoxische T-Zellen. Weitere Subtypen der T-Zell wie F,0-Zellen, Teq
Zellen, y5-T-Zellen und auch NK-T-Zellen, sowie Makrophagelendritische Zellen und
sogar B-Zellen sind ebenfalls in der Lage, Ii-&u produzieren (55, 165, 169, 181). 91 % der
CD4'/IFN-y*-Zellen adulter Pferde konnten in einer Untersuchwon WAGNERet al.
(2010) den [1-Zellen zugeordnet werden; 9 % bildeten dartbeads zusatzlich noch IL-10
und wurden somit zu denef-Zellen gezahit (181).

Rekombinantes equines IFN-besitzt einen immunmodulatorischen Effekt auf
Monozyten, welcher u. a. mit einer Erh6hung derrégpion von MHC-Klasse-II-Molekulen,
die zur Aktivierung von T-Zellen erforderlich sinéinhergeht (162). Neben der Aktivierung
von Antigen-prasentierenden Zellen und der Entwicgl eines f1-Phanotyps férdert IFN-
bei gleichzeitiger Hemmung der IgE-Synthese died®kton von 1IgG2a-Antikérpern durch
B-Zellen (163, 169). Die Auspragung antiviraler dkffe von rekombinantem equinen IFN-
wird kontrovers diskutiert: Wahrend wiederholt aivdle Effekte des Zytokins gezeigt
werden konnten (62, 154, 194), erwies es sich itetdnchungen von STEINBACIKt al
(2002) als unwirksam gegentber verschiedenen Miienz. B. EHV-1 und -4 (162). Als
Ursache fur diese Diskrepanzen wird die Verwendung verschiedenen Zelllinien zur
Produktion von rekombinantem equinen Ik¥Ndiskutiert. Equines IFN; welches aus
Saugetierzellen gewonnen wurde, zeigte in Experiemewvon GUTMANN et al. (2005),
verglichen mit equinem IFN-aus Blutleukozyten und Insektenzellen, einen umdabis 7-

fache niedrigeren antiviralen Effekt auf bovine idiezellen (62).



Literatur

1.2 Interleukin-4 (IL-4)

Equines IL-4 wird in drei verschiedenen molekula@roRen (17,1/19,6/22,1 kDa)
exprimiert. Diese Heterogenitat beruht méglichesgeauf verschiedenedplicingVarianten
oder Glykolisierungsformen des Proteins, die beriéit humanes, murines und bovines IL-4
beschrieben wurden (40, 116). Die Homologie derldhtidsequenz des equinen IL-4 betragt
55 % zum murinen und 65 % zum humanen IL-4. Let¢gtamnterscheidet sich durch eine
Insertion von 7-18 zusatzlichen Aminosauren voniregm, bovinem, caninem bzw. murinem
IL-4 (161).

IL-4 wird von Ty2-Zellen, Mastzellen sowie basophilen und eosinlephranulozyten
sezerniert (182). Innerhalb der IC-Bopulation im Blut adulter Pferde konnten in
Untersuchungen von WAGNER al. (2008, 2010) 87 % denyZ-Zellen (CD4/IL-4"), 5 %
den basophilen Granulozyten (I[gE-4") sowie weitere 5 % dengf-Zellen (IL-107/1L-47)
zugeordnet werden (181, 183).

Neben der Induktion einesyZ-Phénotyps stimuliert IL-4 Wachstum, Reifung und
Differenzierung von B-Zellen und besitzt multiplenmunregulatorische Effekte auf
Monozyten und dendritische Zellen, aber auch aufotrelzellen und Fibroblasten. IL-4 ist
in Human- und Mausmodellen das Hauptzytokin, dasdén Wechsel zur IgE-Bildung
verantwortlich ist, fordert aber auch die Produktimn IgG1 (163, 169, 182). Rekombinantes
equines IL-4 steigert sowohl in equinen peripheraononukledren Blutzellen (PBMC) als
auch in alveolaren Makrophagdie Genexpression von CD23, einem Rezeptor fur(Tgt:
Durch equines IL-4 hervorgerufene morphologisched¥derungen werden nicht nur an
neutrophilen Granulozyten (104), sondern auch e@o#éiren Makrophagen beobachtet. Diese
gelten aufgrund zusatzlich reduzierter Expressiom mRNA fur IL-8 und IL-12 (IL-12p40)
als deaktiviert (76). DarUber hinaus steigert rekmantes equines IL-4 die Proliferation von
T-Helferzellen (CD2) und zytotoxischen T-Zellen (CDB ohne das Verhéltnis dieser Zellen
zueinander zu veréandern. Im Gegensatz dazu besitgeder einen proliferativen Effekt auf
B-Zellen noch induziert es einen Isotypwechsel watrder Antikdrperbildung durch diese
Zellen. Dadurch unterscheidet sich die biologis€hmktion des equinen IL-4 zumindest
in vitro von jenem des Menschen und der Maus (40). Rekant#s equines IL-4 erhoht
in vitro die Expression von mRNA fur Chemokine (CXCL-8, VIE&nd Adhasionsmolekile
(E-Selektin) in arteriellen, pulmonalen Endothdelund potenziert diese Effekte nach
Stimulation mit LPS und TNie: Hierdurch lieien sich Migrationen von neutropmhile
Granulozyten in pulmonales Gewehlge es z. B. im Rahmen einer COBvivo beobachtet
wird, erklaren (72, 73).
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2 Tul/Ty2-Imbalance

Das T41/Ty2-Gleichgewicht ist maf3geblich an der Entwicklunigpee adaquaten
Immunantwort beteiligt. Im Laufe der Pathogenese fokrankungen, aber auch innerhalb
physiologischer Prozesse (z. B. Schwangerschafigchgfam) kann es zu Stérungen des
Tul/Ty2-Gleichgewichtes kommen. Die Pathogenese alldrgis&rkrankungen ist beim
Menschen beispielsweise mit einer gesteigertg®-Antwort assoziiert und konnte auf die
Abwesenheit einer adaquateplfAntwort zurtickzufiihren sein (169). Im Folgendardvdie
Bedeutung der J1/Ty2-Imbalance beim Pferd beispielhaft anhand gangigeuiner
Erkrankungen (COB, Sommerekzem), aber auch anhandjudenilen Entwicklung des

spezifischen Immunsystems naher betrachtet.

2.1 Chronisch Obstruktive Bronchitis (COB)

COB, im englischen Sprachraum Recurrent Airway @icsibn (RAO), beschreibt eine
chronische, reversible, entziindliche Obstruktiontaden Atemwege. Sie betrifft vor allem
erwachsene Pferde ab einem Alter von funf Jahreh zunehmender Prévalenz bei
steigendem Alter (97). COB ist die haufigste Lureygrankung erwachsener Pferde und tritt
besonders in der nordlichen Hemisphare auf, da direrseits die Stallhaltung Ublich und
andererseits die Heu- und Strohqualitdt aufgrund massen Witterungsbedingungen oft
mangelhaft ist. Betroffene Pferde zeigen meist enildymptome in Form einer
Leistungsinsuffizienz, Husten, Nasenausfluss undspbge, die sich jedoch innerhalb
kirzester Zeit dramatisch verschlechtern kdnnem£Esbation). Ursache dieser Symptomatik
ist eine respiratorische Hyperreagibilitat der bi#émen Tiere auf Staub, deren Folge eine
Obstruktion der tiefen Atemwege ist. Diese wiederbenuht auf einem Bronchospasmus,
einer Dyskrinie sowie einer Schleimhautschwellu@darakteristisch fir die entztindliche
Reaktion ist ein Influx von neutrophilen Granulaaytin das bronchoalveoldre Lumen und
damit ein vermehrter Gehalt dieser Zellen in det.BA97, 140).

Wahrend der Phanotyp der Erkrankung gut definistt werden die immunpatho-
physiologischen Vorgange in der Literatur kontrevediskutiert (Tab. 1). Sowohl
LAVOIE et al. (2001) als auch CORDEAWt al. (2004) konnten nach Heu- und Stroh-
exposition bei erkrankten Tieren eine erhhte Tkapson von mRNA fur IL-4 und IL-5 mit
einhergehender Reduktion der mRNA fur IfFNyachweisen (31, 95). HOROHO#Mt al.
(2005) postulieren dagegen ein von der Phase d& &@angiges, gemischtes Zytokinprofil.
Mit zunehmender Dauer und Chronizitat der Erkramkwmandelt sich das Bild einer

klassischen §2-Immunantwort hin zu einer vermehrten Bildung U&iMN-y und IL-8 (70).

5
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AINSWORTHet al. (2003) konnten im Gegensatz zu den anderen Agoafipen keine
vermehrte Bildung von mRNA fur IL-4 bei COB-erkraek Pferden in der akuten,
symptomatischen Phase nachweisen. Stattdessemrezelgt Autoren zum einen, dass die
Tiere in einem symptomfreien Stadium im Vergleich Kontrollgruppe eine um die Halfte
verringerte Expression von IL-13 aufwiesen. Zumeaad war in der chronischen Phase der
Erkrankung die Transkription fur IFM-in der Gruppe der Kranken 2%-mal héher. Dies
wurde als weiterer Hinweis fur einyI-Zytokinprofil in der genannten Krankheitsphase
gewertet (2). KLEIBERet al. (2005) konnten 48 h nach Beginn der Staubexpaositio
Krankheitsschiibe provozieren, die jedoch nicht @mem bestimmten Zytokinprofil begleitet
waren. Die mRNA-Expression aller untersuchten ZiyteKIL-4, IL-5, IL-13 und IFNy) war
stattdessen sowohl im Blut als auch in der BALFegelhinhibiert (85).

Die divergierenden Ergebnisse beruhen moglicheeveamuf unterschiedlichen
Vorgehensweisen zur Detektion des jeweiligen Zytpkifils (Tab. 1) (104, 131).
Posttranskriptionelle Modifikationen und nicht dieanskription von Genen an sich kénnten
beispielsweise fur Unterschiede in der Zytokinegpren verantwortlich sein, weshalb von
KLEIBER et al. (2005) ein direkter Nachweis der Zytokine gefotaard (85). Des Weiteren
wurden in den Experimenten die haufig vorkommendglden Formen der COB nicht
bertcksichtigt. Eine Untersuchung an Kklinischem igp#étngut der Pferdeklinik der
Tierarztlichen Hochschule Hannover konnte jedochigeze dass zwischen drei
unterschiedlich stark erkrankten Tiergruppen Kkeimkeutlichen Unterschiede im
Zytokinmuster bestanden. Haufig wurde sowohl impralen Zellen als auch in PBMC eine
gleichzeitige Transkription von mRNA fir IL-4 alsiéh von IFNy vorgefunden (12). Dieses
gemischte [1/Ty2-Zytokinprofil konnte von RATHEL (2007) in histofielogischen Unter-
suchungen der Lunge von 15 COB erkrankten Pferdstiibgt werden (136).

Durchflusszytometrische Untersuchungen mit dem Wachvon Zytokinproteinen auf
Einzelzellebene zeigten, dass COB-Patienten, digemKIlinik fur Pferde, Innere Medizin,
der Justus-Liebig-Universitat Giessen vorgestelltden, pratherapeutisch tberwiegend ein
Ty2-Zytokinprofil in der BALF aufwiesen (53). Eine t@gige Therapie (staubarme
Aufstallung, Dexamethason, Clenbuterol und Demlieder Tiere fihrte zu einem Anstieg
der IFN«y*-Lymphozyten und desqlL/Ty2-Verhéltnisses (Quotient aus IRR- und IL-4-
Zellen). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, digsklidisch inapparente Phase der COB mit
einem T1-Zytokinprofil einhergeht (53). Nach zusammenfaslee Betrachtung aller
vorgestellten Daten wurde 2008 auf dem HAVEMEYER RKCBHOP in Island ebenfalls
eine in der Erkrankungsphase der COB ausgepra@érmmunantwort beflirwortet (104).
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Tab. 1: Ubersicht tiber die Ergebnisse von Studienuz Immunpathogenese der COB

AnzahlTiere Ergebnis

Jahr Autoren Methode Material (erkrankt/
gesund) Tl Th2

2000 BERENDONK (12) RT-PCR  BALF, PBMC 27 ) 1
2001 LAVOIE et al. (95) ISH* BALF 12 (7/5) 1 1
2003 AINSWORTHetal. (2) RT-PCR  BALF 16 (8/8) 1 —
2003 CORDEAU etal. (31) ISH* BALF 12 (6/6) 1 1
2005 HOROHOVetal. (70) RT-PCR BALF, PBMC 12 (6/6) 0 1
2005 KLEIBERetal.(85) RT-PCR BALF, PBMC 12 (7/5) 1 !
2006 FRANZ (53) DZ? BALF 48 (46/2) 13
2007 PIETRAetal. (131) RT-PCR BALF 9* (5/4) 1)° P
2007 RATHEL® (136) PCR Lunge 25 (15/10) 1 1

YSH (In situ-Hybridisierung),’DZ (Durchflusszytometrie);*zusammenfassende Bewertung der
Ergebnisse: posttherapeutisch Anstieg QuotientyRM-IL-4 (in Richtung Ti1) bei COB-Patienten;
“alle Pferde waren COB-erkrankt, Kontrolle durch sediedene Haltungsbedingungen (5 Pferde
Stall-, 4 Pferde Weidehaltung)ur kurzzeitiger Anstieg von mRNA fiir IF)-Nachweis von mRNA
fur IL-4 wurde nicht gefiihrPost Mortem-Studie} = Reduktion:? = Anstieg;<— = gleichbleibender
Gehalt der T;1- und/oder J;2-spezifischen Zytokine (z. B. IFNfur Tyl und IL-4 far T,2)

2.2 Sommerekzem

Das Sommerekzem ist eine saisonal rezidivierendegache Dermatitis von Pferden,
die mit einer Hypersensitivitatsreaktion vom Sdigstauf Mickenstiche von Weibchen der
GattungCulicoides sppreagieren. Drei Viertel aller gegé€ulicoides sppsensitiven Pferde
zeigten in einer Studie von BASELGI&t al. (2006) zusatzlich eine Sensibilisierung gegen
Simulium spp weswegen eine Kreuzreaktion zwischen Epitopen ldgekten nicht aus-
geschlossen wird (8). Dennoch konnten die allengepitope bislang nicht identifiziert
werden. WILSONet al. (2001, 2008) zeigten wiederholt, dass erkrankterdef IgE-
Antikdrper gegen Proteine aus der SpeicheldriseCudicoides sppbilden, wahrend dies bei
gesunden Kontrollpferden nicht nachgewiesen werki@mte (188, 189). Des Weiteren
isolierten die Autoren mehrere Proteine aus demc8ekvon Culicoides nubeculosuslie
positive Reaktionen mit Serum von betroffenen Rfardm Westernblot hervorriefen.
Aufgrund der Tatsache, dass die Anzahl und daskulalee Gewicht von Proteinen aus dem
Speichel, die im Western-Blot mit IgE reagiertem Vergleich zu Proteinen aus dem
gesamten Thorax der Mucke vermindert waren, isé @eteiligung von extraglandularen

Proteinen nicht auszuschliel3en (189).
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Klinische Symptome des Sommerekzems treten beieRzasler aktiven Micke
wéahrend der Frihlings- und Sommermonate auf ungefasvédhrend des Winters nach.
Betroffene Tiere zeigen einen starken Juckreizyderllem Mahne und Schweif betrifft, und
daraus resultierende Exkoriationen, multifokale pd&pien, exsudative Erosionen und
Lichenifikation der gescheuerten Areale. Je nadkrsachter Population und Region variiert
die Pravalenz des Sommerekzems zwischen 3 und (A@Bo 2). Das Sommerekzem ist unter
importierten Islandpferden weit verbreitet, autirel gehaltene Pferde erkranken jedoch nicht
(21, 24, 63, 99, 179). Werden adulte Tiere auffekstland verbracht, tritt das Sommerekzem
mit einer Erkrankungswahrscheinlichkeit von etwa%30auf (15, 24, 63). Die ersten
Symptome werden mit einer hohen Pravalenz von 50v& bis drei Jahre nach dem Export
sichtbar (15). Im Gegensatz dazu erkranken ledliglec 8 % der Tiere, die auf dem Festland
geboren wurden (24, 63). Die Ursachen fir diesestdohiede sind unklar. Eine genetische
Pradisposition des Sommerekzems konnte 2009 inNlederlanden fir Shetland Ponies

gezeigt werden (152).

Tab. 2: Pravalenz des Sommerekzems

Jahr Autoren Region Tiere Rasse Pravalenz (%)
1983 BRAVERMAN etal. (21) Israel 723 keine Angaben 21,8
1984/ UNKEL (175,176) Deutschland 1040 Islandpferde 18,4
1987
1987 BROSTROM et al. (24) Schweden 441 Islandpferde 15
1991 HALLDORDSOTTIR etal. Norwegen 391 Islandpferde 17,6°
(63)
1998 LITTLEWOOD etal. (99) GroRbritannien 1088 Shirehorses 11,6
1998 LITTLEWOOD etal. (99) Deutschland 77 Shirehorses 37,7
2004 LANGE (91) Deutschland 490 Islandpferde 29,8
2006 BJORNSDOTTIR et al. (15) Deutschland, 330 Islandpferde 34,5
Danemark, (Import)
Schweden

2007 VAN GREVENHOF etal. Niederlande 6108 Shetlandponies, 13°
(179) Friesen

2009 SCHURINK et al. (152) Niederlande 6073 Shetlandponies 8,8

YImportierte Pferde zeigten eine Pravalenz von 26,2vahrend in Schweden geborene Islander eine
Pravalenz von 6,7 % besaRémportierte Pferde zeigten eine Prévalenz von 26,%vahrend in
Norwegen geborene lIslander eine Pravalenz von 8i28aRen’die Pravalenz variierte je nach
Region zwischen 0 und 71,4 %.
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Ergebnisse von HAMZAet al. (2007) deuten darauf hin, dass eine frihe
Allergenexposition, wie es im Gegensatz zu impodie Pferden bei auf dem Festland
geborenen der Fall ist, zu einer Suppression dg2-lImmunantwort durch IL-10-
produzierende Zellen fuhren konnte. Die Arbeitsgeipuntersuchte Blutproben von 63
erkrankten und gesunden Islandpferden, die entwedportiert (1. Generation) oder als
Nachkommen der 1. Generation in der Schweiz gebereden (2. Generation), durchfluss-
zytometrisch auf die Bildung voryI- (IFN-y), Ty2- (IL-4, IL-5, IL-13) sowie TegZytokinen
(IL-10). Die Autoren stellten fest, dass es im Sanrbei klinisch erkrankten Tieren der
1. Generation sowohl zu einem Abfall der IFNroduzierenden Zellen als auch zu einem
Anstieg der IL-4-produzierenden Zellen im Verglemn den gesunden Kontrolltieren kam.
Dieser Unterschied konnte im Winter nicht festgésteerden, weswegen wahrend der
symptomatischen Phase des Sommerekzems @hgdpragtes Zytokinmuster postuliert wird.
In der 2. Generation wurde hingegen eine geringle#e Produktion und ein gleichzeitiger
Anstieg von IL-10 beobachtet. Dies gilt als Ursactig die geringe Pravalenz des
Sommerekzems bei Pferden der 2. Generation (65kirar weiteren Studie konnte die
Arbeitsgruppe zeigen, dass die IL-4-Produktionvitro durch eine synergistische Wirkung
von IL-10 und TGF-31 herunter reguliert werden kabie Autoren nehmen daher an, dass
diese Zytokine aucim vivo auf IL-4-produzierende {R-Zellen einen hemmenden Einfluss
nehmen und Uber diese Suppression d@rlimmunantwort die Anféalligkeit zur Entwicklung

des Sommerekzems vermindert wird (66).

2.3 Tul/Ty2-Imbalance bei Fohlen

Das Verstandnis fir die Entwicklung der spezifischenmunantwort bei Fohlen ist
bislang lickenhaft. Ein J1-Defizit bei Neonaten wurde bereits mehrfach sdvirlvitro als
auchin vivo fir Menschen und Mause beschrieben. Unter neutftienulationsbedingungen
in vitro sind murine Neonaten haufig in Richtung eingg2-§epragten Zytokinprofils
polarisiert. Dennoch sind auch neonatale T-Zellen der Lage, W1-Zytokine in
vergleichbaren Mengen wie adulte T-Zellen zu bildsofern die verwendete Costimulation
im Vergleich zur Stimulation adulter T-Zellen gegtat wird. Vollstandig ausgereifte4I-
Immunantworten konnten Uberdigs vivo bei menschlichen Neugeborenen beobachtet
werden (1).

Eine herabgesetzte Auspragung da%-Zytokinprofils wurde bisher fir Fohlen in den
ersten Lebenswochen angenommen. Die Expression mBMNA fur IFN-y steigt in

stimulierten PBMC innerhalb der ersten vier Leberdven um das 2v2-fache, wahrend die
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Expression von mRNA flr IL-4 innerhalb dieses Zmitnes unverandert bleibt (18). Sowohl
PBMC als auch pulmonale Lymphozyten von neugebordtahlen bilden im Vergleich zu
heranwachsenden Fohlen (56 Tage), aber auch zteadtieren signifikant weniger IFi-
MRNA und IFNy-Protein aus. In der weiteren Entwicklung von Fahkteigert sich die
Produktion von IFNy dieser Zellen stetig, bis ab einem Alter von dvmnaten annahernd
IFN-y-Spiegel von erwachsenen Kontrolltieren erreichtdea (22, 100). Die mangelhafte
Bildung von IFNy in den ersten Lebenswochen beruht jedoch nichtntidem Fehlen von
ausgereiften T-Effektorzellen, sondern auch aufrdangelnden Produktion von IFNder
Einzelzelle, wie BREATHNACHet al. (2006) durchflusszytometrisch zeigen konnten (22).
Da sowohl die altersabhangige Genexpression vonyllalé auch die Bildung des Proteins
positiv korrelieren, wird die Ursache diesefl¥Defizienz auf Basis der Gentranskription
vermutet (22, 100). Dartber hinaus werden als wemité&srund fur das IFN-Defizit
inadaquate Signale von Antigen-prasentierendeneietliskutiert. Untersuchungen von
MERANT et al. (2009) konnten zeigen, dass die verminderte Ptimlukvon IFNy bei
Fohlen nicht durch eine Reduktion der von dendtiien Zellen sezerniertenyI-Zytokine
(IL-12, IL-15, IL-18) erklart werden kann. Eine geigerte Produktion von PB-
induzierenden Zytokinen (IL-10, TG} durch dendritische Zellen konnte ebenfalls als
Ursache ausgeschlossen werden. Stattdessen komnt@rlgeitsgruppe einen Abfall von
TNF-o beobachten, ein Zytokin, welches die Bildung vBN4y induzieren kann. Zusatz von
Lipopolysaccharid (LPS) konnie vitro zwar die Produktion von TNE-steigern, es bleibt
dennoch anzunehmen, dassvivo eine vollstandige adaptive Immunantwort auf ba&ter
Infektionen bei Fohlen verzdgert ist (109).

Das Fehlen einer adaquatepliimmunantwort in den ersten Lebenswochen kdnnte
eine Ursache fur die hohe Empfanglichkeit von FoHig intrazellulare Erreger wie z. B.
Rhodococcus equdarstellen. JACKSet al. (2007) konnten jedoch zeigen, dass Fohlen im
Alter von 7-10 Tagen &hnlich wie Neonaten von Méaescund Mausen in der Lage sind,
adaquate gl-Immunantworten nach einem ausreichenden Stimaliszubilden. Wahrend
auch in dieser Studie gesunde Fohlen signifikanhiggg mMRNA fur IFNy als adulte
Kontrollpferde exprimierten, konnte zwei Wochen mmamtrabronchialer Infektion mit
Rhodococcus equdie Ausbildung einer Jl-Antwort bei Fohlen gezeigt werden. Das
Twu1l/Ty2-Verhaltnis dieser Fohlen, ein Quotient, welches der mRNA fur IFNy und IL-4
gebildet wurde, war im Vergleich zu infizierten unatht infizierten adulten Kontrolltieren
signifikant erhdht. Postmortal isolierte Zellen amonchialen Lymphknoten der Fohlen

reagierten nach Stimulation mit einem losliclidodococcus equintigenin vitro mit einem
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Anstieg der mRNA fiur IFN¢ auf das Niveau gesunder Kontrolltiere, wahrendleghzeitig
zu einer signifikanten Reduktion der mRNA fur ILvdn infizierten Fohlen im Vergleich zu
infizierten und nicht infizierten adulten Pferdeank (74).

In den bisher aufgefuhrten Untersuchungen wurderiaet davon ausgegangen, dass
ein Mangel an IFNr und dessen mRNA eine mangelndglTmmunantwort reprasentiert.
Analysen der IFN-bildenden Populationen wurden dabei jedoch nicintlageftihrt, obwohl
IFN-y von verschiedenen Zelltypen und nicht allein du@b4’-Ty1-Zellen gebildet wird
(s. Kap. Il 1.1). Ein in diesen Untersuchungen efugdener Mangel an IFN-muss daher
nicht zwingend mit einer verminderten ProduktiomBN-y durch Ty1-Zellen einhergehen.
WAGNER et al. (2010) analysierten erstmalsg;IF (CD4/IFN-y"), Ty2- (CD4/IL-4") und
TregZellen (CD4/IFN-y*/IL-10%) von Fohlen (Tag 1-2 und 5, Woche 6 und 12 nachu@p
und erwachsenen Tieren mit Hilfe einer durchflussmetrisch durchgefihrten
Doppelmarkierung von intrazellularen Zytokinen ur@D4-Oberflachenantigenen. Die
Ergebnisse zeigen, dass, obwohl auch in dieseneStlie Produktion von IFN; aber auch
der anderen Zytokine von Geburt an quantitativ wedert waren, equine Neonaten und
Fohlen dennoch in den ersten Lebenswochen eineisietang in Richtung einer jlL-
Antwort zeigen. Wahrend dieqI/Ty2-Verhaltnisse der ersten Lebenstage interessagisarw
jenen erwachsener Pferde entsprachen, konntennemeiAlter von 6 und 12 Wochen
signifikante Anstiege der (IL/Ty2-Verhaltnisse bei Fohlen im Vergleich zu erwacksen
Tieren beobachtet werden. Ursache hierfir war @duzierter Anteil an J2-Zellen.
Neonatale i1-Zellen bildeten bereits am fiinften Tag nach deb@t annahernd in gleichen
MaRen IFNy wie adulte T1-Zellen, wahrend der Anteil anyZ-Zellen in den ersten drei
Lebensmonaten zwar stetig anstieg, die IL-4-Pradokedoch generell deutlich niedriger als
die erwachsener Pferde war. Interessanterweise diaglL-4-Synthese in den ersten
Lebenstagen vor allem von basophilen Granulozytsn(B81).

Nach Ansicht der Autoren sind jedoch quantitativealisen der Zytokinproduktion
nach Stimulation der Lymphozyten mit Phorbol-12-Mtat-13-Acetat (PMA) und
lonomycinin vitro nicht notwendigerweise mit einer Antigen-speziisie T-Zellaktivierung
in vivo zu vergleichen. Resultate dervitro-Untersuchungen gehen daher nicht zwingend mit
einer mangelnden Immunantwort und damit mit eimbbleten Empfanglichkeit des Fohlens

fur Infektionen einher (181).
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3  Immunmodulation

Immunmodulatorisch  wirkende Substanzen (ben einemppressiven oder
stimulierenden Einfluss auf das Immunsystem aud. ddn Mykotoxinen Gliotoxin und
Patulin sowie mit bakteriellem LipopolysaccharidP@) und Dexamethason werden im
Folgenden verschiedene, immunsuppressiv wirkendéeStorgestellt, die in den eigenen

Untersuchungen Anwendung fanden.

3.1 Immunmodulatorische Effekte von Mykotoxinen

Mykotoxine sind sekundare Stoffwechselprodukte Smmimmelpilzen, die bereits in
geringen Dosen toxisch wirken (11). Die Expositian Schimmelpilzen und deren
Metaboliten in Gebauden ist ein Risikofaktor fiue @ntwicklung von Allergien. Im Rahmen
der Leipziger Allergierisiko Studie (LARS) konnt®@ gezeigt werden, dass Kontakt zu
PenicilliumSporen einerseits die Inzidenz fur Atemwegserkuagien bei Kindern erhoht
und eine Exposition zhspergillus sppandererseits mit der Ausbildung einer allergischen
Rhinitis, der vermehrten Bildung von IgE und eifduktion von F1-Zytokinen (IFNy,
TNF-a, IL-2) im Blut assoziiert ist (117). Untersuchungeon WICHMANN et al. (2002)
konnten einen immunsuppressiven Einfluss auf humameonukleare Blutzellen anhand von
drei Mykotoxinen (Citrinin, Gliotoxin und Patulin)n vitro nachweisen. Neben einer
Hemmung der Zellproliferation fihrte die Inkubationit jedem der drei Mykotoxine
konzentrationsabhéngig zu einer Reduktion des kstdiFN+*- und IL-4-Zellen. Dabei
inhibierten die Mykotoxine IFN- in deutlich geringeren Konzentrationen als IL-4ie D
Produktion von IFN¢ wurde bereits in Konzentrationen gehemmt, die w®inder sogar
einen stimulierenden Einfluss auf die IL-4-Seknetiond die Zellvitalitat besalRen (186).
IFN-y-produzierende Zellen scheinen folglich starker cduMykotoxine beeinflusst zu
werden, woflir laut Autoren ein vermehrt zytotoxischEffekt auf diese Zellart
wahrscheinlicher ist als eine verminderte Produktion IFNy der Einzelzelle an sich. Folge
dieses IFNy-Dezifits ist nicht nur ein J2-gepragtes Zytokinprofil, sondern dartiber hinaus
auch eine gesteigerte IgE-Syntheise vitro (186, 187). Demzufolge ist ein erhohtes
Allergierisiko nach Exposition zu Mykotoxinen audh vivo denkbar, was vor dem
Hintergrund, dass eine Kombination mehrerer Mykotexselbst bei effektschwachen
Einzeldosen die beschriebenen Effekte auf humard@®B vitro potenzieren kann, umso

wahrscheinlicher erscheint (87, 166).
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3.1.1 Gliotoxin

Gliotoxin wurde 1943 durch JOHNSOG®&t al. (78) beschrieben und wird durch eine
Vielzahl von Pilzen (78, 83, 93, 184), wie auk$pergillus spp(z. B. Aspergillus fumigatus
(60, 88, 93),Penicillium spp(79, 118) odeCandida spp(156) gebildet. Gliotoxin gehort zu
den Epipolythiodioxopiperazin-Verbindungen, diehsaurch einen chinoiden Rest und eine
Disulfidbriicke Uber einem Piperazinring auszeichnEa besitzt immunsuppressive und
zytotoxische Eigenschaften (184). Das Toxin henmwitro die Phagozytose und bakterizide
Aktivitdt von murinen alveolaren und peritonealemaKkybphagen bereits in Konzentrationen,
die nicht toxisch auf die Zellvitalitat wirken (43)n polymorphkernigen Leukozyten
(neutrophile Granulozyten) fuhrt das Toxin ebesfalll einer Reduktion der Chemotaxis und
Phagozytose. Gliotoxin exponierte Granulozyten simditro nicht in der LageE. coli zu
eliminieren (155). Im Gegensatz zu mononukleardreZéLymphozyten, Monozyten) fuhrte
die Inkubation mit Gliotoxin in Untersuchungen v@HAH et al. (1998) zu einer
Degeneration der polymorphkernigen Leukozyten @nni einer Abnahme der Gréf3e und
Granularitat der Zellen) und zu einer erhéhten Abime von Propidium-lodid, einem
Indikator fur tote Zellen (155). Aufgrund der hoheingesetzterin vitro-Konzentration
(500 pg Gliotoxin/ml) bleibt die Relevana vivo jedoch fraglich. Anhand einds vivo-
Modells an Ratten mit induzierter Leberfibrose kemWRIGHT et al. (2001) durch eine
einmalige intraperitoneale Injektion von Gliotoxéme auchn vivo bestehende, apoptotische
Wirkung von Gliotoxin auf Kupffersche Sternzellesigen und gleichzeitig eine signifikante
Reduktion der Fibrose hervorrufen (192). STANZA&tl al. (2005) beobachteten in ihren
Untersuchungenin vitro einen durch Apoptose bedingten Zelltod von Antigen
prasentierenden Zellen (Monozyten und dendritisdedien), der mit einer deutlichen
Abnahme des Verhéltnisses von Monozyten zu Lympteozginherging. Der verminderte
Anteil Antigen-prasentierender Zellen wird von dsutoren als Ursache fur eine verminderte
Funktion von stimulierten T-Helferzellen und zytaschen T-Zellen nach Inkubation mit
Gliotoxin angesehen (160). Sowohl CBB-Helferzellen als auch CD&jytotoxische T-
Zellen bildeterin vitro analog zu den Ergebnissen von WICHMAMNNal (2002, 2003) nach
Inkubation mit Gliotoxin konzentrationsabhangig wggm IFN< und TNFe (160, 186, 187).

Die Zytotoxizitat Gliotoxins konnte in einem zur ténsuchung der Funktionsweise
humaner, respiratorischer Epithelzellen geeignetanvitro-Modell mit einem eukaryo-
tischen, einzelligen OrganismuS$efrahymena pyriformjsnicht durch einen inhibitorischen
Effekt auf den Energiestoffwechsel erklart werd&i)( Vielmehr ist nach Ansicht der
Autoren eine bereits mehrfach beschriebene Gliotmduzierte Schadigung der DNA (19,
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44, 120) oder der Mitochondrien (89) als Ursaclredig Gliotoxin-induzierte Inhibition der
Zellproliferation vonTetrahymena pyriformisu vermuten (61).

3.1.2 Patulin

Patulin, ein ungesattigtes Lakton, wurde erstmalsien 40er Jahren afenicillium
griseofulvumisoliert (11). Daruber hinaus sind weitdPenicillium spp, wie beispielsweise
Penicillium clavigerumund Penicilliumterreus,aber auchAspergillus spp.wie Aspergillus
giganteus in der Lage, Patulin zu bilden (51). Patulin tdskh regelmaRig in fauligen
Frichten und deren Saften nachweisen, kommt alwdr iauFuttermitteln fir Nutztiere vor
(11, 143). Toxische Wirkungen auf Versuchstiere dear mehrfach fur Patulin beschrieben
(47, 48). Patulin wirkt sowohl teratogen in aviarémbryonen (29) als auch mutagen in
Hefen und in Kulturzellen des Hamsters (105, 151 Ratten fuhrten subkutane Injektionen
von Patulin Gber 60 Wochen zur Ausbildung von Saréo um die Injektionsstelle (39),
wéahrend in anderen Langzeitstudien an Ratten naaleroApplikation kein carcinogener
Effekt nachgewiesen werden konnte (9, 122).

Patulin besitzt einen zytotoxischen Effekt auf Lezjgen und Makrophagen (17, 159).
Nach oraler und intraperitonealer Applikation riéfatulin in Untersuchungen von
ESCOULA et al. (1988) in Mausen und Kaninchen nicht nur eine &ibem die B-Zellen
betreffende Lymphopenie, sondern auch eine herabgesLymphozytenfunktion in Form
von verminderter Immunglobulinbildung (IgG, IgA ungM) hervor (48). Dagegen fuhrten
hohe Patulinkonzentrationen (1,26 und 2,56 mg/laghr28-tagiger oraler Exposition bei der
Maus zwar zu einer Abnahme der Leuko- und Lympheszytn Blut, dies jedoch ohne Effekt
auf die humorale oder zellulare Immunantwort (104j)edrige Dosierungen von Patulin
(< 100 ng/ml) waren in einer Untersuchung von LU Tal. (2008)in vitro jedoch nicht mit
einer Abnahme der Zellvitalitdt humaner PMBC verdbem Sie polarisierten stattdessen tber
eine starkere Inhibition der IFNSezernierung die Zytokinbildung in Richtung eifgg-
Zytokinprofils. Diese Hemmung konnte nicht durchesigesteigerte Produktion von IL-10,
ein auf Tyl-Zellen suppressiv wirkendes Zytokin, erklart werd sondern wurde im
Zusammenhang mit einer Depletion von intrazelluté@lutathion beobachtet (102), welches
als Antioxidans die Ausbildung eineryI-gepragten Immunantwort in murinen Antigen-

prasentierenden Zellen fordert (129).
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3.1.3 Exposition von Pferden zu Mykotoxinen

Kenntnisse Uber die Exposition von Pferden zu Mgkiten liegen bislang nicht
hinreichend vor. Kontamination von Futtermittelntn8chimmelpilzen und eine daraus
resultierende Exposition von Pferden zu diesenrBeta@lpilzen und ihren Metaboliten sind
dennoch nahe liegend (80). Der Gehalt an Schimimelpi und Hefen ist im Heu
(geometrischer Mittelwert 27,05 KbE/l) verglichenitneiner kommerziell erhaltlichen
Grasanwelksilage (HorseHdgegeometrischer Mittelwert 1,31 KbE/l) hoch signifika
gesteigert (150). Eine Untersuchung von Silageen Azoren ergab zudem, dass 69 % der
getesteten Proben mispergillus fumigatukontaminiert waren, von denen 11 % der Isolate
in der Lage waren, Gliotoxin zu bilden (41). In eirStudie aus Argentinien produzierten
sogar 60 % der aus Pferdefutter isolierepergillus fumigatuStamme Gliotoxin. Es stellte
sich auRerdem heraus, dass sich in diesen Probstehlend aus 60 % Getreide, 20 % Hafer
und 20 % silierte Luzerne, im Vergleich zu Futtdétetn fir andere Tierarten (Rinder,
Geflugel, Schweine und Kleintiere) die hdochstenokkin-Konzentrationerf209 + 30 pg/g
Pferdefutter) nachweisen lieRen. Insgesamt waresieim Untersuchungen von PENA al
(2010) 40 % der Pferdefutter-Proben mit Gliotoxiontaminiert (127). In einer weiteren
Untersuchung von Pferdefutter lie3en sich in 4186 ErobenAspergillus spp.in 18 %
Penicillium spp.und in 16 %Fusarium spp nachweisen. Kontamination dieser Futtermittel
mit Mykotoxinen (Aflatoxin B, Fumonisin B) konnte ebenfalls gezeigt werden (81).
Wahrend die Bildung von Gliotoxin oder Patulin ireser Studie nicht kontrolliert wurde,
konnte Patulin in Belgien aus Rinderfutter isolierid in Verbindung mit einer letalen
Neurotoxikose dieser Tiere gebracht werden (143).

Neben einer oralen ist auch eine inhalative Exmosivon Pferden zu Mykotoxinen
denkbar. Pilzsporen, die aerogen ubertragen weetanesen sich als wichtige Toxintrager
fur Schimmelpilzarten wie z. BAspergillus fumigatusoder Aspergillus niger(124, 153).
Mikroskopische Untersuchungen dreier Heustaubsisspeen zeigten, dass diese
vorwiegend aus Schimmelpilzsporen bestanden, diet groRer als 4 um waren (135). Da
Partikel unter einer Gréf3e von 5 um bis in dieetieAtemwege vordringen kdnnen, ist eine
Inhalation dieser Schimmelpilzsporen bis in die geidenkbar (26). Darliber hinaus konnte
Aspergillus sppsowohl in der Stallluft als auch in der BALF voreflen nachgewiesen
werden (50, 191). Inhalation mispergillus fumigatugxtrakt rief im Vergleich zu einer
Placebokontrolle eine Steigerung neutrophiler Gl@yien in der BALF COB-erkrankter
Pferde hervor (107, 134). Dartber hinaus wurdemwsi Studien signifikant mehr IgE und
IgG gegen Antigen vorAspergillus fumigatusn der BALF COB-erkrankter Tiere im
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Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe fesej#st64, 146). IgE gegen Milben- und
Schimmelpilzextrakte, bestehend audspergillus fumigatus Alternaria alternata und
Penicillium notatum war in einer weiteren Studie in Seren von gesonaied erkrankten
Pferden nachweisbar. Allerdings bildeten lediglighpach getestetem Antigen, 8-30 % der
untersuchten Tiere einen messbaren IgE-Spiegel ngag&ombinante Antigene von
Aspergillus fumigatusund Alternaria alternataaus. COB-betroffene Pferde besalRen dabei
nicht nur signifikant mehr IgE gegen rekombinantetigene als gesunde Kontrollpferde,
sondern waren daruber hinaus haufig gegen mindestevei rekombinante Antigene

sensibilisiert (42).

3.2 Immunmodulatorische Effekte von Lipopolysacchar id (LPS)

Endotoxine wurden erstmals vor Uber 100 JahrenKalmponenten der &aul3eren
Zellmembran von gramnegativen Bakterien beschriel§#88). Hauptbestandteil der
Endotoxine sind Lipopolysaccharide (LPS), die auslogisch aktivem, hydrophobem
Lipid A und hydrophilen Polysaccharidketten (O-Aygine) bestehen. Diese amphiphile
Struktur ermdglicht Endotoxinen die Zirkulation iddrper. Je nach kultureller Anzucht der
gramnegativen Bakterien kann zwischen einer rolRf) ¢nd einer smooth (S-) Form des
LPS unterschieden werden. Die R-Form ist durch dahlen der O-spezifischen
Polysaccharidkette gekennzeichnet, wodurch die ediEsrm bildenden gramnegativen
Bakterien lediglichin vitro kultivierbar sind (5, 113).

LPS wird bei der Replikation oder dem Absterben goamnegativen Bakterien frei
und fuhrt im Anschluss zur Induktion einer EntzUngsreaktion (67). Je nach Dosis,
Applikationsart und Individuum wirkt LPS entwedds adjuvans und verstarkt Antigen-
spezifische Immunantworten oder fihrt zu patholdges Symptomen wie im Rahmen einer
Endotoxamie (5). Die Inhalation von LPS Iost z.ilBgesunden Menschen eine systemische
Entzindungsreaktion mit einhergehendem Anstieg Heukozyten und neutrophilen
Granulozyten aus. Die systemische Reaktion geldcjediicht wie bei Asthmatikern mit
respiratorischen Symptomen einher (110).

Gelangt LPS in den Blutkreislauf, bindet es an HRS&-bindende Protein, welches
wiederum im Anschluss mit dem Oberflachenrezept Linteragiert. CD14 wird einerseits
membrangebunden auf mononuklearen Phagozyten (Mtemgz Makrophagen und
neutrophile Granulozyten) exprimiert und kommt aedgeits auch in Iéslicher Form im
Plasma vor. Zusammen mit dem Toll-like-Rezeptor#d ueinem mit dem Rezeptor

assoziierten Protein (MD-2) fuhrt die Bindung voP3 an CD14 zur intrazellularen
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Signaltransduktion mit anschliel3ender Synthese Sgldetion von Entziindungsmediatoren,
wie z. B. Arachidonsauremetaboliten, TNFThromboplastin oder IL-6 (28, 38, 67, 113).
Gleichzeitig fordert LPS die Ausschittung von arilEimmatorischen Mediatoren, wie z. B.
IL-10 (113) und I6st eine rasche Aktivierung desmfdementssystems aus. Uber Bindung an
das I6sliche CD14 kann LPS auch CD14-negative @ellge z. B. dendritische Zellen sowie
Epithel- und Endothelzellen aktivieren (5, 180).

JACOBSENet al. (2007) konnten zeigen, dass intravendse Applikatiovon LPS
(100 oder 1000 ng LPS/kg) bei Rindern kurzzeitiggmer signifikanten Abnahme der IFN-
produzierenden Lymphozyten fuhrten. 24 h nach dgrktion erreichten diese wieder ihre
Ausgangswerte oder uberschritten sie sogar. Hohezdtdrationen (1000 ng/kg) fuhrten
auRerdem zu einem signifikanten Anstieg der TL4nd IL-10-Lymphozyten. Uber einen
Zeitraum von mehreren Wochen zeigte sich jedoclss dach eine proinflammatorische
Antwort auf LPS ausbildete: Die Produktion von mmytdren Entzindungsmediatoren
(IL-1B, TNF-) wurde einerseits gesteigert, andererseits nalenSeézernierung von IL-4
durch Lymphozyten zugunsten eineplfimmunantwort ab (77). LAUWet al. (2000)
konnten nach Injektion von LPS (4 ng LPS/kg) besugelen Menschen eine Verschiebung
der Immunantwort in Richtung eines;ZProfils feststellen. Das Verhaltnis von IR\ zu
IL-4"-Lymphozyten nahm innerhalb von sechs Stunden meh Injektion deutlich ab,
wodurch eine herabgesetzte Funktion von Monozyt@émrend einer Endotoxamie und Sepsis
in vivo erklart werden konnte (94). TULIEt al. (2000) beobachteten hingegen, dass die
inhalative Applikation von LPS 24 h vor und bis mer Tage nach intraperitonealer
Verabreichung von Ovalbumin die Bildung von spezifien IgE-Antikérpern in Ratten
hemmt und gleichzeitig IgG-Level im Serum steigddies deutet auf eine vermehrte
Produktion von Zytokinen deryL-Antwort, insbesondere von IFNhin, wodurch eine J2-
Immunantwort und damit eine allergische ReaktiorcdlPS in der Sensibilisierungsphase
verhindert wird (173). Untersuchungen von GEREB®Aal. (2000) konnten zeigen, dass
Kinder mit Allergien im Vergleich zu gesunden Kimdesignifikant weniger Endotoxin-
exponiert sind. Erhohter Endotoxingehalt im Haudst&orrelierte ebenfalls mit einem
erhohten Gehalt anyI-Zellen. Daher wird von den Autoren ebenfalls plstt, dass die
frihe Exposition von Kindern zu Endotoxinen durckei§erung der Jl-Antwort die
Ausbildung einer 2-Antwort inhibiert und damit die Entwicklung einatlergie verhindert
(57). Inhalativ mit Stall- bzw. Hausstaub induzeriyl- bzw. Ty2-Immunantworten in
Mausen konnten jedoch aufgrund eines nahezu idbéetis Endotoxingehaltes beider

Staubarten in einer weiteren Studie nicht mit LS erbindung gebracht werden (4).
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Die divergierenden Ergebnisse konnten sich in dgenkitat der LPS-Exposition
begrinden. EISENBARTHet al. (2002) konnten anhand eines murinienvivo-Modells
belegen, dass unterschiedliche LPS-Konzentratie@méweder in einer J1- oder einer {§2-
Immunantwort resultieren. Intranasale Verabreichwiger relativ geringen Dosis LPS
(0,1 pg) induzierte in Ovalbumin-sensibilisierteradden eine J2-Immunantwort, wahrend
hohe Konzentrationen von LPS (100 pug) eing-Antwort in den Atmungsapparaten der
Mause hervorriefen (45). In Bestatigung dieser Bnggse stimulierten geringe
Konzentrationen von LPS (0,1-1 ng/ml) in einer wrh Untersuchung murine dendritische
Vorlauferzellen zur Bildung von R-Zytokinen. HOhere Konzentrationen (10-100 ng/ml)
induzierten stattdessen eingl-Immunantwort (128).

Darlber hinaus besitzt LPS aktivierende Eigensehadiuf B-Zellen (7, 27, 142, 173).
Funfwochige Inhalation von LPS fiihrte beispielswelsei Meerschweinchen nicht nur zu
einem Influx von neutrophilen Granulozyten und Makragen in die Lunge, sondern auch zu
einer erhohten IgG-Produktion und damit zu einertiddrung der B-Zellen (142).
KIKU et al. (2003) konnten eine signifikante Zunahme von equilg® B-Lymphozyten
nach intravendser Applikation von LPS bei gesunéfarden beobachten und interpretierten
dies als einen Hinweis auf die Ausbildung einer braten (12-) Immunantwort (82). Neben
der mitogenen Wirkung auf B-Zellen ist LPS im Gegemin vitro in der Lage, Uber einen
unbekannten, indirekten Mechanismus CD4hd CD8-T-Zellen zu aktivieren (27), wahrend
jedochin vivo mehrfach inhibitorische Effekte von LPS auf T-Zellbeobachtet werden
konnten (27, 82, 94).

3.2.1 Exposition von Pferden zu LPS

Gramnegative Bakterien gehdren zur physiologisdbammflora des Pferdes. Bei einer
Schadigung der intestinalen Barriere gelangen B@kteind/oder LPS in die Blutbahn. Die
resultierende Endotoxamie initiiert eine systemesafflammatorische Antwort (113, 114).
Des Weiteren sind gramnegative Bakterien und Endlmeoals Komponenten des Staubes im
Pferdestall nachweisbar (13, 108, 113, 132, 16&}.d2rogene Gehalt an Endotoxinen ist im
Stall verglichen zur Weide nachweislich um das 8- Ib-fache erhéht (13, 108). Je nach
Untersuchung variiert der Endotoxingehalt der Lavfischen 1,6 und 19,8 x 1@g/n?, von
denen zwischen 3 bis 9 % inhalativ in die Tiefe denge gelangen konnen (Tab. 3).
Besonders bei Verwendung von Stroheinstreu isGaéralt an Endotoxinen erhdht (108, 167,
185), obwohl der Anteil gramnegativer Bakterien detm Gehalt anderer Einstreumaterialien

(Papier oder Sagespane) vergleichbar ist (167).gbo8e Spannweite in den gemessenen
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Endotoxinkonzentrationen lasst sich moglicherweiskirch  Unterschiede in  den
Versuchsdurchfihrungen zu erklaren. Endotoxinbestingen sind hoch sensitiv gegentber
verschiedenen analytischen Methoden, der Beprobeciysk und der Gestaltung des
Experiments an sich (98, 171, 191). Bei Messungétels) eines so genannten ,Personal
Samplers®, welche an den Tieren befestigt werdehamder Bestimmung des Staubgehaltes
im Einatembereich dienen, fiihren dartber hinausvithaelle Verhaltensweisen der Pferde
(Kopfhaltung, Bewegungs- und Fressaktivitat) zuksla Schwankungen der Werte (13, 108,
132). Ferner kbnnen Unterschiede in der Ventilatien Stallanlagen und der Qualitat des
verwendeten Materials Differenzen zwischen denetimen Studien bewirken (30, 108).

LPS wird als Mal} fir den Anteil gram-negativer Baildn in Futtermitteln und damit
zur Beurteilung ihrer Qualitat herangezogen. Eilsi®ehalt von >100 pg/g Heu/Stroh deutet
auf eine starke Keimbelastung dieser Futtermitiel Wwahrend Werte <35 ug/g fir Raufutter
als normal angesehen werden (80). 55 % des Heu3®)sowie sogar 73 % des beprobten
Strohs (n=45) besitzen nach Angaben von W@tEl. (2005) einen LPS-Gehalt >50 ug/g,
wahrend lediglich 29 % der untersuchten Heulagel{h=einen LPS-Gehalt >50 ug/g
aufweisen (190).

PIRIE et al. (2001) untersuchten erstmalig bei gesunden und €®Eankten Pferden
die pulmonalen und systemischen Auswirkungen vdmaliartem LPS ausSalmonella
typhimurium Die Inhalation von LPS (2000 pug) fuhrte in beid€rrgruppen zu einer
signifikanten Reduktion der Leukozyten im Blut unduzierte eine konzentrationsabhangige
(20, 200 und 2000 pg) Neutrophilie in der BALF. Balag der Grenzwert fur die Induktion
einer solchen respiratorischen Inflammation fur d@euppe der COB-Pferde niedriger
(<20 pg) als fur die gesunde Kontrollgruppe (20-R@) (133). Folgeuntersuchungen, in
denen den oben genannten Tiergruppen Heustaub+&ispen undAspergillus fumigatus
Extrakte mit und ohne LPS inhalativ verabreicht derr, bestatigten eine mdogliche
atiologische Beteiligung von LPS an der Entsteheimgr COB. Sowohl die Depletion von
LPS aus der Heustaubsuspension als auch die Redutitis LPS-Gehalts irAspergillus
fumigatuskExtrakt milderten die Neutrophilie in der BALF eltieh und verminderten die
respiratorische Dysfunktion bei COB-Pferden (1324)1 Diese konnte nach nochmaligem
Zusatz von LPS erneut hervorgerufen werden, jedoeimem starkeren Ausmal} als es durch
die reine Inhalation mit LPS erwartet wurde. Anderganische Inhaltsstoffe des Staubes
scheinen demnach die Wirkung von LPS zu potenzigr@d). In einer weiteren Studie fuhrte
die Inhalation von LPS bei COB-erkrankten Pferdenemem signifikanten Anstieg der
MRNA fir TNF-, IL-10 und IL-4. Die Transkription von mRNA fiir Ny blieb hingegen
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Tab. 3: Aerogener Staub- und Endotoxin-Gehalt in Rfrdestéllen

Staubgehalt in

Endotoxingehalt

Endotoxingehalt

Einstreu/ der Luft in der Luft im Staub
Autoren T T !
Futter (lungengéngig ) (lungengéngig *) (lungengéngig )
[mg/m °] [ng/m ] [ng/m ]
BERNDT etal, 2010 gyop ey 590 (/) /
13)
Weide / 70,8 (/) /
('\qgg)ORUM etal, 1998 gioniHeu 27 (11) 19,8 x 10° (1,7 x 10%) 7,6 (1,5)
Spane/ Silage 0,8 (0,2) 3,9x10°(1x10")  6,9(0,7)
Weide 0,2 (0,1) 1,3x10° (1 x10") 4,9 (1,1)
PIRIE et al., 2003 (132) Stroh/ Heu 1,2 (0,1) 156,0 (6,9) 83,0 (32,0)
PIRIE et al., 2001 (133) Stroh/Heu 2,8(0,5) 160,0 (4,0) 56,0 (11,9)
TANNER et al.,1998
(1672 Stroh/ Heu / 3,6 () /
Spane/ Heu / 1,6 (/) /
WOODS et al., 1993
(191) Stroh/ Heu 2,6 (0,4) / /
Spéane/ Pellets 0,7 (0,2) / /

'Als lungengéngig werden Partikel bezeichnet, difgramd ihrer GroRe, je nach Verdffentlichung
<5um (132, 133) oder <7 um (108), bis in die tefdtemwege vordringen kdénnen.
“Originalangaben in Endotoxinunits (EUY/mM2 EU entsprechen 1 ng (108); / = keine Angaben

unverandert. Die Autoren bezweifeln jedoch mit Aatsme des Anstieg der mRNA fur IL-10
die biologische Relevanz dieser Beobachtungenjaddutchschnittichen mRNA-Spiegel fur
IL-4 und TNFe und das beobachtete Ausmal? der Veranderungerring geschienen (178).

3.3 Immunmodulatorische Effekte von Glucocorticoide n

Glucocorticoide z&hlen zu den Corticosteroideneelasse von Steroidhormonen, die
nach Ausschuittung von hypophysadrem ACTH in der Neleeenrinde gebildet werden. Die
Zona fasciculatader Nebennierenrinde produziert hauptséchlichiS€uwr{= Hydrocortison)
und in geringerem Ausmald Cortison (157). Pharmajstth wird vor allem die anti-
phlogistische, antiproliferative und immunsuppressiWirkung von Glucocorticoiden
genutzt. Dafur werden in ihrer Wirkung potenzieggnthetisch hergestellte Corticosteroide,
wie z. B. Dexamethason, eingesetzt (54). Dexamethasd Hydrocortison unterscheiden

sich in Bezug auf ihr immunsuppressives Potential geringfligig, wohingegen das
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antiphlogistische Potential von Dexamethason img\géch zu Hydrocortison um das 25-
fache gesteigert und nahezu keine mineralocorc@verkung mehr vorhanden ist (54, 92).

Nach Anwendung von Glucocorticoiden kommt es zusfidu einem Anstieg der
zirkulierenden, neutrophilen Granulozyten sowieeznem Abfall der Ubrigen Leukozyten
(vor allem von Lymphozyten und basophilen Granulezy. Bei Rindern konnte dagegen ein
erhohter Anteil an CD4Lymphozyten im Blut nach intramuskularer Injektiovon
Dexamethason beobachtet werden (6).

Neben der Lymphozytenproliferation hemmen Glucaocoide auch die
Zytokinproduktion der T-Helferzellen, deren Auspuadg jedoch in der Literatur
widerspruchlich beschrieben wird (145). Wahrend igein Arbeitsgruppen in ihren
Untersuchungeim vitro eine konzentrationsabhéngige Abnahme sowohl vonanen T,1-
(IFN-y) und als auch vonR-Zytokinen (IL-4) sowie deren mRNA beobachtetef, (82,
112, 158), konnten andere Arbeitsgruppen ledigticte vor allem die J2-Zellen betreffende
Inhibition feststellen (149) oder gar einen Anstiggn Ty2-Zytokinen (IL-4) durch
Dexamethason hervorrufen (35). Fur verschiedenecdshrticoide (u. a. Hydrocortison,
Fluticason, Beta- und Dexamethason) konievitro eine starkere, konzentrationsabhangige
Inhibition der IL-4- und IL-5-Sezernierung im Veegth zur jener von IFN-beobachtet
werden (86, 158, 174). Ebenso wurde eine signitik&rhohung desyll/Ty2-Verhaltnisses
durch Dexamethason festgestellt (86). Aus einerketédn Suppression deryd-Zytokine
erklaren sich SCHMIDet al. (1994) den erfolgreichen Einsatz von Glucocorteai in der
Therapie von Asthma, in dessen PathogenggeZEllen eine ausschlaggebende Rolle spielen
(149).

Im Gegensatz hierzu wiesen FRANCHIMONT al. (1998) eine im Vergleich zu IL-4
starkere Suppression der IRNRProduktion durch Dexamethason nach. Dexamethason i
demnach in der Lage, eine Verschiebung in Richtingr Ty2-Immunantwort auszulésen,
weswegen eine Anwendung dieses Corticoids bei adubrallergischen Patienten von den
Autoren in Frage gestellt wird (52). Eine StudieiEG et al. (1994) konnte jedoch zeigen,
dass sich die klinische Symptomatik nach Anwendumg Prednison bei Asthma-Patienten
nicht verschlechterte, obwohl die IFNSynthese in CD3T-Zellen und NK-Zellen abnahm
und gleichzeitig die IgE-Produktion gesteigert \({&36).

IL-2 fordert die Proliferation von T-Zellen. Die ABhme der {1- und T2-Zytokine
durch Glucocorticoide ist jedoch nicht durch eitleimige Hemmung der IL-2-Produktion zu
erklaren. Sowohl physiologische (Hydrocortison) @aleh synthetische (u. a. Dexamethason)

Glucocorticoide fihrten zwar zu einer verminderfamsschittung von IL-2 (35, 149, 158),
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die Zugabe von rekombinantem IL-2 konnte allerdimgs bedingt die IFN~ und IL-4-
Produktion wiederherstellen (158, 193).

Die Beeinflussung der Zytokine durch Dexamethasinauch durch eine indirekte
Einwirkung des Corticosteroids auf T-Zellen denkfEs, 20, 35, 36). Sowohl am Beispiel
von murinen Makrophagen der Milz als auch von husnmaiMonozyten konnte gezeigt
werden, dass Dexamethason zu einer reduzierterul®rod von IL-12 dieser Zellen flhrt.
IL-12 fordert die Ausbildung einer yL-Antwort, so dass die in den Untersuchungen
induzierte Reduktion indirekt sowoh vitro als auchn vivo eine Abnahme der IFN- und
eine gleichzeitige Zunahme der IL-4-Produktion HZdllen bewirkte (16, 36). Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass Nickel-aktivierte déisdhe Zellen nach Inkubation mit
Glucocorticoiden (Hydrocortison, Dexamethason) i§iiggnt weniger T,1-Zytokine (TNFe,
IL-12p70) bildeten. Die Produktion vonyZ-Zytokinen (IL-10, CCL17) durch dendritische
Zellen blieb dagegen unbeeinflusst (172). Demnaath durch Glucocorticoide beeinflusste
Antigen-prasentierende Zellen indirekt in der Lag&ytokinprofile von T-Zellen zu

modifizieren.

3.3.1 Anwendung von Dexamethason beim Pferd

Corticosteroide werden routinemaRig zur Therapie, lveispielsweise zur Behandlung
der COB, bei Pferden eingesetzt. Dexamethason $olrbhl nach intravendser als auch nach
intramuskularer Applikation zu einer deutlichen Messerung der Lungenfunktion (34, 130,
141). Des weiteren verursacht Dexamethason einaifikEnte Verminderung der
neutrophilen Granulozyten sowie einen gleichzeitigenstieg der Lymphozyten in der
BALF, wohingegen hadmatologisch gegenteilige Effekéen Dexamethason auf diese Zell-
populationen beobachtet werden (34, 130, 141). W@&hiROBINSONet al. (2002) nach
oraler Applikation von Dexamethason keine Verbessgen der Lungenfunktion im
Vergleich zur nicht-therapierten Kontrollgruppe tésliten (141), konnten CORNE-
LISSEet al. (2004) einen klinisch sichtbaren Effekt von Dex#imson innerhalb von sechs
Stunden unabhangig von der Applikationart (oralédmends) beobachten. Vorrausgesetzt,
dass die Pferde im Vorfeld der Untersuchung fuh1&in Futter erhielten, blieben diese
klinisch sichtbaren Effekte bis zu 24 h nachweigBa). Darliber hinaus konnten signifikante
Verbesserungen der Lungenfunktion nach oraler Appbn von Dexamethason selbst bei
fortgesetzter Staubexposition der Pferde festgestetden (96).

Wirkungen der Corticosteroide auf dagliTy2-Verhéltnis des Pferdes wurden bislang
nur von GIGUEREet al. (2002) beschrieben. Inhalation von Fluticason, @amticosteroid,
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welches routineméfig in der Therapie von AsthmaeRtn in der Humanmedizin
Anwendung findet, fuihrte nach Induktion einer Exaation bei COB-Pferden nicht nur zu
Verbesserungen der Lungenfunktion und einer Abnakere Neutrophilie in der BALF,

sondern dariiber hinaus auch zu einer signifikaRteduktion der mRNA fir IL-4 und daher

zu einem signifikanten Anstieg degIl' Ty2-Verhaltnisses (58).

4  Arbeitshypothese

Das T41/Ty2-Gleichgewicht ist entscheidend an der Entwicklugiger adaquaten
Immunantwort gegentber Pathogenen beteiligt. EtbeuSg dieses Gleichgewichts ist daher
auch beim Pferd an der Pathogenese von Erkrankubgaailigt. Eine Beurteilung des
Immunsystems zur Bestimmung des Gesundheitszustaeies Individuums ist jedoch
bislang in der Praxis nicht tblich. Wissenschditidnalysen des Immunsystems erfolgen in
der Regel auf Basis transkriptioneller ProzessesttRmskriptionelle Modifikationen der
Zytokinproduktion werden zumeist nicht bertcksighti Ein  Nachweissystem zur
Bestimmung des Zytokinmusters, welches auf postkrgptionellen Prozessen basierend
Aussagen uber die individuelle Immunlage erlaukisteert beim Pferd bislang nicht.

Da der Zytokingehalt im Blut von Pferden zu gerisy um individuelle Unterschiede
hervorzuheben, ist davon auszugehen, dass equmpHozyten erst nach Konfrontation mit
immunmodulatorisch  wirkenden Stoffen ein tierspeglies T,1/Ty2-Zytokinprofil
ausbilden, welches eine Interpretation der Immunlegnoglicht. Ziel dieser Arbeit war es
daher,In vitro-Tests an equinen Lymphozyten aus dem Blut zuietabl, die die Immunlage
von Pferden widerspiegeln. Hierbei diente dagl/Ty2-Verhdltnis als Parameter zur

Beurteilung des individuellen Immunstatus.
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Il Material und Methoden

Der Ablauf des experimentellen Abschnitts der Disd®n gliederte sich in Vor- und
Hauptversuche. In den Vorversuchen wurde eine Bfsikungsbeziehung fir jede getestete
Noxe (Gliotoxin, Patulin, LPS, Dexamethasan)vitro erstellt. In dieser Arbeit wird der
Begriff Noxe fur Prototypen von exogenen Einflugsteen verwendet, die aufgrund der
Literatur eine immunmodulatorische Wirkung auf Lymogyten des Pferdes besitzen. In den
Hauptversuchen wurde der Effekt unterschiedlichaltuthigsbedingungen auf eine Noxen-
spezifische Veranderung degIlTy2-Verhaltnissesn vitro untersucht. Dabei wurde ein in

den Vorversuchen ermittelter KonzentrationsberdmhNoxen verwendet.

1 Tiere und Blutentnahme
1.1 Vorversuche

Fir jede getestete Noxe wurden drei klinisch gesurférde (A-C) im Alter von 13, 16
und 24 Jahren beprobt (Tab. 4). Pferd A wurde, @adike die Titration von Gliotoxin,
zweimalig beprobt. Dies wurde durch die BezeichmmgPferd A und Pferd A
gekennzeichnet. Pferd B und C wurden jeweils eimgrizprobt.

Die Probenentnahme erfolgte tber die Punktion\tara jugularis Dabei wurden mit
einer Kanule (18 G), zur Schonung der Zellen langst0 ml Blut entnommen, welches mit
einer 3,8 %-igen sterilen Natriumcitrat-Losung ineen Verhaltnis von 1:5 zur Gerinnungs-
hemmung versetzt wurde. Die gewonnenen Blutproberdewn innerhalb von 30 min. nach

Entnahme ins Labor transportiert und wie unter KA2.1 beschrieben aufgearbeitet.

Tab. 4: Informationen zu den beprobten Tieren der \6rversuche

Pferd Rasse Geschlecht Alter ! Eigentiimer

A Warmblut Wallach 24 Jahre Klinik fur Pferde, Innere Medizin?

B Polopony Stute 13 Jahre Klinik fir Pferde, Innere Medizin?

C Warmblut  Stute 16 Jahre Klinik fur Geburtshilfe, Gynakologie

und Andrologie®

! zum Zeitpunkt der BeprobungFachbereich Veterindrmedizin, Justus-Liebig-UniitétsSieRen
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1.2 Hauptversuche

Bei den beprobten Tieren der Hauptversuche handslteich eine Gruppe von sechs
Warmblutstuten (Pferd 1-6) im Alter von zwei Jahidmab. 5). Die Herde wurde auf dem
Gelande des Johann Heinrich von Thinen-Instituld) (in Braunschweig wahrend eines
Zeitraumes von September 2007 bis August 2008 inmnfea von Haltungs- und
Verhaltensstudien in einer Mehrraum-Auslaufhalturfglaltungsform mit mehreren
Funktionsbereichen: Ruhe, Laufen, Trinken, Fresgmhalten (Abb. 1). Ziel der dortigen
Studien war es, den Einfluss des Einstreumateaafsdie Luftqualitat im Pferdestall zu
evaluieren. Das Projekt wurde von Prof. Dr. Ir. ¥an der Weghe (Forschungs- und
Studienzentrum flr Veredelungswirtschaft Weser-EGenprg-August-Universitat Gottingen)
geleitet und in Braunschweig von Prof. Dr. F.-JkiBoh (vTI) und Dr. G. Hoffmann (vTI)
durchgefihrt (177).

Die Tiere stammten von einem Pferdezichter ausUtegebung und wurden nur
einmalig wahrend des Wechsels nach BraunschwedgmVersuchsstall einer Umstellung
der Haltungsbedingungen ausgesetzt. Mit Ausnahme Rferd 3, sind samtliche Tiere
entweder 1. oder 2. Grades vaterlicherseits mibeieaverwandt (Tab. 5). Die Stuten wurden
regelmalig entwurmt sowie gegen Tetanus grundimsrerhi Pferd 3 musste in der
15. Versuchswoche, Pferd 5 in der 19. Versuchswaalfgrund einer Verletzung erneut

gegen Tetanus geimpft werden.

T ;

Abb. 1. Mehrraum-Auslaufhaltung des vTI Braunschweg
Luftaufnahme A) sowie GrundskizzeB) vom Stallgeb&udet: Ruhebereich (12 fPferd)
2: Vordach (9 miPferd)3: Fressstandé: Gruppenauslauf (45 #Pferd)5: Einzelhaltungen
(fur die eigenen Untersuchungen nicht relevant)fnAbme und Skizze freundlicherweise
zur Verfigung gestellt von Frau Dr. G. Hoffmann)\MBraunschweig
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Tab. 5: Informationen zu den 2-jahrigent Warmblutstuten der Hauptversuche

Pferd Zuchtlinie Vater Mutter Muttervater

1 Hannover Escudo | Welfin Wandergesell
2 Hannover Stolzenberg Bodega Bold Indian XX
3 Hesse Ruehmann White Lady White Magic

4 Hannover Escudo | Sensation Stakkato

5 Hannover Stakkato Baronesse Bold Indian XX
6 Hannover Escudo | Widia Werther

'zum Zeitpunkt der ersten Beprobung im Mai 2008

Die Studien des vTI beinhalteten verschiedene Fordee Einstreu im Ruhebereich der
Auslaufhaltung (Abb. 2): Sieben Wochen lang erlgtie Einstreu konventionell mit
Weizenstroh, weitere sieben Wochen wurden die Bfaeud Holzspanen und abschliel3end fir
sieben Wochen auf Strohpellets gehalten. Pro Tlaiglean die Tiere computergesteuert tber
einen Transponder jeweils drei Mal fir 120 min. R#er (trockenes Heu) sowie drei Mahl-
zeiten Kraftfutter (Hafer). Zuséatzlich erhieltere @tuten taglich zwei Stunden Weidegang.

Die Stuten wurden dreimalig (Woche 7, 14 und 21pige Tage vor Ende einer jeden
Aufstallungsperiode von Mai bis August 2008 bepr@hbb. 2). Nach einer allgemeinen
klinischen Untersuchung des Einzeltieres erfolgie &eprobung analog der obigen
Beschreibung (s. Kap. 11l 1) durch Punktion &8&ma jugularis Die klinische Untersuchung
umfasste sowohl die Messung der Kdrperinnentemyerder Puls- und der Atemfrequenz
als auch die Beurteilung der Schleimhaute, Mandityrhphknoten und der Peristaltik.
AulRerdem wurde beobachtet, ob die Pferde Nasenassflzeigten und ob eine
Depigmentierung der Nasenschleimhaut (Sekretrinm@)handen war. Es wurde auf
spontanen Husten geachtet sowie eine Auskultagor.ange durchgefihrt. Keines der Tiere
musste aufgrund einer schwerwiegenden Erkrankungn \der weiteren Analyse
ausgeschlossen werden.

Nach der Gewinnung wurden die Proben in einer uilgiédn Styroporbox nach Giel3en
transportiert. Innerhalb von 4 h nach Probenentraiworden die Blutproben der Pferde 1-3,
nach weiteren 3% h die Proben der Pferde 4-6 veitatb
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Weizenstroh Holzspane Strohpellets
I -------------- e nrnnnnnnnnn, RILLITILITIYLM taransnssante, L sesvesnssnes?  ernnnnnnnnnnn, l
u I I |
Woche 0 7 14 21
Probenentnahme 1 T T

Abb. 2: Schema des Beprobungsplanes

2 Isolation und In vitro-Provokation equiner PBMC

Abb. 3 zeigt die schematische Vorgehensweise dezeiersuche, die sowohl fur die
Vor- als auch fur die Hauptversuche gilt. Als Madkontrolle ist dabei eine Probe definiert,
die nicht mit einer Noxe inkubiert wurde, wahrerid kh vitro-Provokation eine Inkubation

mit einer Noxe darstellt.

Blutentnahme

|

Isolation equiner mononuklearer Blutzellen (PBMC)

|

Mediumkontrolle In vitro-Provokation

- Medium - Gliotoxin
- Patulin > 20 h
-LPS
- Dexamethason y

|

Restimulation
+ PMA/lonomycin 4h
+ Brefeldin A

|

Durchflusszytometrischer Nachweis CD4*/IFN-y*- sowie IL4*-Zellen

Abb. 3: Schema zur Vorgehensweise wahrend der Vound Hauptversuche
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2.1 Isolation

Die Isolation der PBMC, zu denen sowohl Lymphozy#ds auch Monozyten zahlen,

wurde mit Hilfe einer Dichtegradientenzentrifugatiosach folgendem Protokoll durchgefihrt:

1. 20 ml Citratblut in einem 50 ml Zentrifugenréhrch@reiner) mit 17 ml PBS-
EDTA vermischen

Citrat/PBS-EDTA-Blut auf 12 ml Ficoll-PaqfiéRT) vorsichtig aufschichten
Zentrifugation (45 min., 799 g, RT; Zentrifuge ungebremst auslaufen lassen)

Vorsichtiges Abpipettieren der Interphase und degphase

a bk 0N

Verdinnung der Zellsuspension durch Zugabe von PB®A (bis 45 ml eines
50 ml-Zentrifugenréhrchens gefullt sind)

6. Zentrifugation (8 min., 250 g, RT)

7. Zellpellet in 10 ml Erythrozyten-Lyse-Reagenz remmlieren

8. Inkubation fur 5 min und anschlie3end Zugabe vom1L®BS-EDTA
9. Zentrifugation (7 min., 200 g, RT)

10.Pellet in 10 ml PBS-EDTA resuspendieren

11 Zentrifugation (7 min., 200 g, RT)

12 .Pellet in 10 ml PBS resuspendieren

13.Zentrifugation (7 min., 200 g, RT)

14 Pellet in 2 ml PBMC-Medium (s. Kap. 11l 2.3) resesyplieren

2.2 Bestimmung der absoluten Zellzahl

Die Bestimmung der absoluten Zellzahl erfolgtetest einer Neubauer-Zahlkammer:
20 ul der vorsichtig resuspendierten Zellsuspensiarden zur Differenzierung der vitalen
und toten Zellen mit 180 ul Trypanblau verdinniL(): Im Anschluss wurde ein Aliquot der
Lésung in die vorbereitete Zahlkammer pipettierie Darauf folgende Auszahlung der vier
Gruppenguadranten, bestehend aus 16 Kleinstquaedramurde unter dem Lichtmikroskop
mit 100-facher VergréRerung durchgefuhrt und dieesuittelte Zellzahl in folgende Formel

eingesetzt:
Gesamtzellzahl pro pl = (X/4) x V x 10

X =in den vier Gruppenquadraten ausgezahlte Zdllza

V = Verdunnungsstufe
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2.3 In vitro-Provokation

Die PBMC wurden unmittelbar nach der Isolierung emer Konzentration von
1,5 x 16 Zellen/ml PBMC-Medium in Suspensions-Kulturplatterit 12 Vertiefungen aus-
plattiert. Das Gesamtvolumen pro Vertiefung betriignl. AnschlieRend wurden die
jeweiligen Noxen (Gliotoxin, Patulin, LPS oder Dexgthason) in ausgewahlten
Konzentrationen (Tab. 6) hinzugefligt und fur 20vh Brutschrank bei 37°C und 5 % €O
inkubiert. Nach 20 h wurden fiur weitere 4 h zur nitiation der intrazellularen
Zytokinbildung sowohl PMA (25 ng/ml) als auch longem (1 pg/ml) hinzugeftigt. Dabei
fordert das Kalzium-lonophor lonomycin vor allemedlranskriptions-Aktivitat des IL-4
Promoters (123), wahrend PMA in Anwesenheit vorofdroren zu einem Anstieg der IFN-
Produktion fuhrt (46). AuRBerdem erhielten die Zellezu demselben Zeitpunkt
Brefeldin A (10 pg/ml) zur Vermeidung einer Sezerang der gebildeten Zytokine (84).

Zur Bestimmung des Konzentrationsbereiches, bei derau einer Veranderung des
Tpl/Ty2-Zytokinmusters kommt, wurden fir jede Noxe im Ran der Vorversuche
Titrationsreihen erstellt. Diese wurden pro Stoffeichalig mit verschiedenen Tieren
(Pferd A, B und C) wiederholt, um die Reproduziekie& zu Uberprifen. Pferd A wurde fur
jede Noxe im Zweifachansatz getestet. Eine Ausndbifdete die Titration von Gliotoxin, da
aufgrund anfanglicher Anderungen des Protokollsewué Auswertung des ersten Tests von
Pferd A verzichtet wurde. AnschlieBend wurden Kanzgionsbereiche definiert, welche als
geeignet erschienen, eine Noxen-spezifische Verénde des T,1/Ty2-Verhaltnisses
hervorrufen zu kénnen (Tab. 6). Diese Konzentra&tiomwurden dann im Anschluss in den

Hauptversuchen verwendet.

Tab. 6: Bestimmung der Konzentrationsbereiche fur @ I n vitro-Provokation

Reagenz Konzentrationsbereich Konzentrationsbereich Titrations-
der Vorversuche der Hauptversuche stufen

Gliotoxin 2,9 - 50 ng/ml 11,1 - 25 ng/ml log 1,5

Patulin 2,5 - 640 ng/ml 62,5 - 250 ng/ml log 2

LPS 1,6 - 25.000 ng/ml 10,0 - 250 ng/ml log 5

Dexamethason 0,04 - 40.000 ng/ml 0,04 - 4 ng/ml log 10
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3  Durchflusszytometrie

Zur durchflusszytometrischen Analyse der Zellen deuein mit zwei verschiedenen
Lasern ausgestattes FACSCaliBlzytometer (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutsotla
verwendet. Ein Argonlaser regt Zellen bei einer Mfginge von 488 nm an, wahrend ein
roter Diodenlaser zu einer Exzitation der Zellen 685 nm flhrt. Angeregt durch den
Argonlaser kdnnen bei einer Emission des Lichts 488 nm durch zwei Detektoren das
Vorwartsstreulicht (FSC) und das Seitswartsstraul{SSC) gemessen werden. Zusatzlich
besitzt das Zytometer vier Fluoreszenzdetektoren, denen drei im Folgenden verwendet
wurden: Der zweite Detektor (FL2) misst den Flueesefarbstoff Phycoerythrin (PE,
emittierte Wellenlange bei 575 nm), der dritte Be&te (FL3) misst 7-Aminoactinomycin D
(7-AAD; emittierte Wellenlange bei 655 nm) und dererte Detektor (FL4) das
Allophycocyanin (APC; emittierte Wellenlange bei06ém).

3.1 Etablierung der Methode

Im Rahmen von einleitenden Versuchen zur Etablgrder Methode wurden zur
Bestimmung geeigneter Konzentrationen der verwemdéntikbrper Verdlinnungsreihen
erstellt (Tab. 7).

Zur Vermeidung falsch positiver Signale im Rahmen@oppelfluoreszenzfarbung von
CD4 und IFNy wurde ein Blockierungsantikorper (HybridomazellklbE8) verwendet, der
ein Epitop der Phospholipase C vBtostridium perfringengletektiert. Er verhinderte durch
Bindung an die Fab-Fragmente des anti-lgG1 APCdgiajten Antikorpers, die nicht CD4
gebunden hatten, eine mdgliche unspezifische Bigdies direkt markierten anti-bov IFN-
Antikorpers. Wie vorherige Untersuchungen von FRAbEStatigten, bindet der Antikdrper
1E8 nicht unspezisch an Oberflachenantigene eqRiB#C (53).

FUr Negativkontrollen der CD4- und IL-4-Detektiomnde ein Kontroll-Antikorper des
gleichen Isotyps wie der eigentliche Primarantildrgingesetzt. Da es sich bei dem
anti-bov IFNy-Antikbrper um einen direkt markierten Antikdrpeartdelte, wurde ein solcher

Isotyp-Kontroll-Antikorper fur den IFN-Nachweis nicht verwendet.
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Tab. 7: Gebrauchslésungen und Isotypen der verwenten Antikdrper

Reagenz Klon Isotyp  Konzentration Titrationsbereich  Gebrauchs-

(log 2)* verdiinnung

Primarantikdrper
Maus anti-eq CD4 Cvs4 IgGl keine Angaben 1:16 - 1:256 1:20
Maus anti-bovIFN-Y, oo 305 1gg1 0,1 mg/ml 1:10-1:5120  1:200
PE-konjugiert
Maus anti-bov IL-4° CC 303 IgG2a 1 mg/ml 1:10 - 1:640 /

: 3 nicht . ) : .
Maus anti-eq IL-4 b IgG1 nicht bekannt 1:2-1:64 1:25

ekannt

Sekundarantikérper
Ziege anti-ms IgG1, P 1:500* oder
APC-konjugiert / / 0,5 mg/ml 1:25 - 1:800 1.400°
Ziege anti-ms IgG1, ,
PE-konjugiert / / 0,5 mg/ml / 1:300
Ziege anti-ms IgG2a, _
PE-konjugiert / / 0,5 mg/ml / 1:300
Isotyp-Kontroll-
Antikérper
Maus IgG1 negative / IgG1 0,1 mg/ml / 1:200
control
Blockierungs-
antikdrper
Maus anti-Phospho-
lipase C von 1E8 IgG1 nicht bekannt / unverdinnt

Cl. perfringens

'Es wurden lediglich Antikérper titriert, deren ggméte Endkonzentrationen nicht bekannt waren.
2Verwendung eines PE-konjugierten sowie eines unkpejten Antikdrpers des gleichen Klones und
Herstellers; *freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von FrawofP Dr. B. Wagner (Cornell
University, Ithaca; USA)*Fa. Southern BiotecfiFa. Jackson Immuno Research

3.2 Doppelfluoreszenzfarbung von CD4 und IFN- vy

Soweit nicht anders angegeben, wurde die Praparatid Eis durchgefihrt. Samtliche
Konzentrationen fur die Gebrauchslésungen der vedeten Antikorper finden sich in
Tab. 7. Zur Herstellung der Gebrauchslosungen wubie zum Fixierungsschritt

Verdiinnungspuffer und nach Fixierung der Zellenkopern? Lésung B verwendet.

1. Resuspendierung der Zellen in den Vertiefungerrderbationsplatte fur die Provokation
2. Uberfiihrung von 2 x Zellen (= 135 pl) in eine Mikrotiterplatte (96 \fiefungen,

V-Form, Greiner)
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3. Zentrifugationsschritt (400 g, 3 min., 4°C) mit anschlieRendem Ausschlagen des
Uberstandes
4. Detektion von CD4
a) Resuspendierung der Zellpellets in 50 pl primanatik®rperlésung; Negativ-
kontrollen erhalten 50 pl der Isotypenkontrolllégun
b) Inkubation im Dunkeln fir 15 min., anschliel3end @idngationsschritt
c) Resuspendierung der Zellpellets in 50 pl sekund@mékorperlésung (enthalt
zusatzlich 7-AAD [1:50], s. Kap. Il 3.4)
d) Inkubation im Dunkeln fur 15 min., anschlie3end @iémgationsschritt
5. Fixierung der Zellen
a) Resuspendierung der Zellpellets mit 100 pl PBSclref3end Zentrifugationsschritt
b) Resuspendierung der Zellpellets in 50 pl Leukofeisung A
c) Inkubation im Dunkeln fur 15 min. bei RT, anschke@d Zentrifugationsschritt
d) Resuspendierung der Zellpellets mit 100 pl PBSHref3end Zentrifugationsschritt
6. Detektion von IFNy
a) Resuspendierung der Zellpellets in 50 pl 1E8-L6sung
b) Inkubation im Dunkeln fir 20 min. bei RT, anschied Zentrifugationsschritt
c) Resuspendierung der Zellpellets in 50 pl priméanetik®rperldosung,
Negativkontrollen erhalten 50 pl Leukopétindsung B
d) Inkubation im Dunkeln fir 20 min. bei RT, anschke@d Zentrifugationsschritt
7. Resuspendierung der Zellpellets mit 100 pl PBSglrefiend Zentrifugationsschritt
8. Resuspendierung der Zellpellets mit 50 pl PBS uhdrtiihrung der Proben in
Testrohrchen mit je 150 pl PBS

3.3 Einfachfluoreszenzfarbung von IL-4

Da fur den IL-4-Nachweis im Gegensatz zum H-Nchweis kein direkt markierter
Primarantikorper zur Verflugung stand, musste auigruidentischer Isotypen der
Primarantikorper gntreq CD4 undantieq IL-4) auf eine Zweifarbenfluoreszenz verzichtet

und das Protokoll folgendermaf3en modifiziert werden

1. Resuspendierung der Zellen in den Vertiefungerrderbationsplatte fur die Provokation

2. Uberfiihrung von 2 x fZellen (= 135 pl) in eine Mikrotiterplatte (96 \fiefungen,
V-Form, Greiner)

3. Zentrifugationsschritt (400 g, 3 min., 4°C) mit anschlieBendem Ausschlagen des
Uberstandes
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4. Resuspendieren der Zellpellets in 50 pl 7-AAD-LGs{150] (s. Kap. Il 3.4)
5. Inkubation im Dunkeln fur 15 min. bei RT, anschke@d Zentrifugationsschritt
6. Fixierung der Zellen
a) Resuspendierung der Zellpellets mit 100 pl PBSclef3end Zentrifugationsschritt
b) Resuspendierung der Zellpellets in 50 pl LeukofSedsung A
c) Inkubation im Dunkeln fur 15 min. bei RT, anschke@d Zentrifugationsschritt
d) Resuspendierung der Zellpellets mit 100 pl PBSclef3end Zentrifugationsschritt
7. Detektion von IL-4
a) Resuspendierung der Zellpellets in 50 pl priméanatik®rperlésung; Negativ-
kontrollen erhalten 50 pl der Isotypenkontrolllégun
b) Inkubation im Dunkeln fir 20 min. bei RT, anschied Zentrifugationsschritt
c) Resuspendierung der Zellpellets in 50 pl sekund@mékorperlosung
d) Inkubation im Dunkeln fur 20 min. bei RT, anschke@d Zentrifugationsschritt
8. Resuspendierung der Zellpellets mit 100 pl PBldiref3end Zentrifugationsschritt
9. Resuspendierung der Zellpellets mit 50 pl PBS ubdrfiihrung der Proben in
Testrohrchen mit je 150 pl PBS

3.4 Analyse der Proben

Die Einstellung der Messparameter (Detektoren)|gidoanhand der Vorversuche,
wurde in Form eines Standardprotokolls gespeictnedt dann fur alle weiteren Messungen
verwendet. Die Darstellung der Messergebnisse gtgfotlurch das Computerprogramm
CellQuest" Pro von Becton Dickinson. Die anschlieRende Auswey der Daten wurde mit
Hilfe des Computerprogramms FCS Express, Versi@ideNovo-Software, Ontario, Kanada)
durchgefuhrt.

Es konnten anhand der Parameter Vorwartsstreu(lahrreliert mit der Gréf3e der
Zellen) und Seitwartsstreulicht (korreliert mit d@ranularitat der Zellen) unterschiedliche
Populationen der PBMC differenziert werden: morplach intakte und damit als vital
definierte Lymphozyten und Lymphoblasten sowie rhotpgisch degenerierte Zellen
einschlieBlich Zelldebris (Abb. 4). Um die vitaldtopulationen getrennt analysieren zu
kénnen, wurden elektronische Auswertungsfensteetgesin den Vorversuchen wurden je
Probe im Doppelansatz stichprobenartig 10000 Eissgn aller gemessenen Ereignisse
analysiert. Diese Zahl wurde in den Hauptversuchah 5000 Ereignisse aller als vital
definierten Ereignisse reduziert, um eine madglicksigige Messung aller Proben zu

gewabhrleisten.
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Die vitalen Lymphozyten und Lymphoblasten wurden\ierlauf der Auswertung auf
das Vorhandensein des Oberflachenantigens CD4 sderieZytokine IFNy oder IL-4
untersucht (Abb. 4). Eine getrennte Auswertungldenphozyten- bzw. der Lymphoblasten-
population ergab keinen zusatzlichen Erkenntnisgewfufgrund des sehr geringen Anteils
an Lymphoblasten und der daraus resultierendemggari Zahl an auswertbaren Ereignissen
lieRen sich keine aussagekraftigen Resultate ergisb dass im folgenden Lymphozyten und
Lymphoblasten gemeinsam analysiert wurden.

Zur Analyse der IFN~ bzw. IL-4-Produktion wurde ein weiteres, elekismmes
Auswertungsfenster so definiert, dass weniger &% #er Zellen der Mediumkontrolle
(Probe, die nichin vitro mit einer Noxe provoziert und aul3erdem mit eiisetypenkontrolle
desselben Isotyps wie der Primarantikorper und @ensprechenden Sekundarantikrper
angefarbt wurde) eine Fluoreszenzintensitét indlerties Fensters aufwiesen. Die bis zu 2 %
Zellen mit einem Fluoreszenzsignal oberhalb desvBiténwertes wurden als falsch positive

Zellen bewertet.

1024 -

768 -

10° 10t 102 10° 10
CDh4

10"
10,3] O
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512

FSC

256 |

0 256 512 768 1024
SSC

10° 10! 102 10° 10
[FL4]

Abb. 4: Durchflusszytometrische Analyse equiner PBNZ

A: Darstellung der Messereignisse im Vorwarts- (F8aJ Seitwartsstreulicht (SSC) und
Einteilung der Ereignisse in Regionen (R): Lymphenyinnerhalb R1, Lymphoblasten
innerhalb R2, Zelldebris wurde so von der weiterédmalyse ausgeschlossen;
B: Nachweis von IFN<- und CD4-Zellen in R1 und R2: rechtes oberes Fenster
CD4'/IFN-y*-Zellen, linkes und rechtes oberes Fenster y~Xellen, rechtes oberes und
unteres Fenster CDZellen; C: Nachweis von IL-4 in R1 und R2: linkes oberes Eans
IL-4*-Zellen; der prozentuale Anteil der Zellen an alEmignissen aus R1 und R2 ist im
jeweiligen Fenster mit Hilfe des Datenkreuzes inthten oberen Abschnitt des
Messdiagramms angegeben
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Durch Zusatz des Totfarbstoffes 7-AAD (1 pg/ml) kten bei der Immunphé&no-
typisierung die lebenden von den toten Zellen wcteeden werden. Der Farbstoff dringt
aufgrund einer beschadigten Zellmembran bei totdle® in die Zelle ein und interkaliert mit
der DNA. Dadurch verandert 7-AAD seine Fluoreszegereschaften und kann durch FL3
Detektoren des Zytometers gemessen werden. Die3eZéllen wurden durch ein weiteres
elektronisches Auswertungsfenster als ,tote Zelléefiniert (Abb. 5). Zur Analyse der toten
Zellen wurden die Negativkontrollen herangezogenidE jedoch zu beachten, dass dies nur
einen Anteil der tatsachlich toten Zellen darstdller reale Wert toter Zellen muss hoher

vermutet werden, da sich Zelldebris nicht als Fin3 Messdiagramm darstellt.

Patulin
2,5 ng/ml 640 ng/ml
A 1024 TITEF 1024
768 768
8 512 ) 512
LL
256 | M 256
0 - - o+ - -
0 256 512 768 1024 0 256 512 768 1024
SSC
1024
B
768
8 512
LL i
256 -
0 - - - 0 - -
10° 10t 102 108 104 100 10t 102 103 104
7-AAD* 7-AAD*

Abb. 5: Durchflusszytometrische Quantifizierung tder Zellen nach In vitro-Provokation mit
Patulin
A: Messereignisse im Vorwarts- (FSC) und Seitwassditht (SSC);B: 7-AAD*-Mess-
ereignisse im FSC (R3)
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3.5 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte mit MicrosofOffice Excel 2003. Da die
Messungen ausschliel3lich im Doppelansatz durchgefiibrden, wurden zu Beginn der
Auswertung zunéchst die arithmetischen Mittelwentel Standardabweichungen bestimmt.
Im Anschluss erfolgte die Berechnung des Variatioeffizienten. Stellte sich eine Variation
innerhalb der Doppelmessungen Uber 30 % herausdewdlas Verteilungsmuster der
gemessenen Ereignisse in FCS Express beider Eiegslmgen Uberpriift. Bei einer
deutlichen erkennbaren Verschiebung des Verteilungters einer Einzelmessung, welche
nur durch eine fehlerhafte Messung erklart werdennke, wurde diese von der weiteren
Auswertung ausgeschlossen. Dies war in 3 % (Vouwols) bzw. 1 % (Hauptversuche) der
Einzelmessungen der Fall.

Zur Beurteilung der Immunlage eines jeweiligen &sewurde das {L/Ty2-Verhaltnis,
ein aus dem in R1 und R2 gemessenen prozentualtil &D4/IFN-y*- und IL-4"-Zellen
gebildeter Quotient, herangezogen.

Innerhalb der Hauptversuchsreihe kam es dreimalig Messfehlern bei den
Mediumkontrollen: Bei Pferd 4 und Pferd 5 konntem 2. Hauptversuch (Woche 14) weder
ein Signal fur IFNy noch fir IL-4 gemessen werden, wahrend bei Pfend 1. Hauptversuch
(Woche 7) allein das IFN-Signal der Mediumkontrolle ausblieb. Als Ersatzr fdie
fehlenden Werte wurde der arithmethische Mittelwaet Mediumkontrollen der jeweils
gelungenen zwei weiteren Hauptversuche aus denilémteler CD4/IFN-y*- (Pferd 1,
Pferd 4, Pferd 5) und der IL~Zellen (Pferd 4, Pferd 5) gebildet. Daraufhin wemddie
Tul/Ty2-Verhaltnisse in der bereits beschriebenen Weisételt.

Die anschlieBende Datenauswertung erfolgte untgurige von Herrn Dr. rer. nat. K.
Failing durch die Arbeitsgruppe Biomathematik undtéhverarbeitung des Fachbereichs
Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitat GeRHierfir wurde das Statistikprogramm
BMDP, Ausgabe 8.1, verwendet. Die bei einer Untgmsng gewonnenen Einzelwerte
wurden zunachst auf ihre Normalverteilung Uberprifeg diese vor, wurden zur
Beschreibung der Daten der arithmetische Mittelwed die Standardabweichung berechnet.
Bei schiefer Verteilung (dies lag lediglich beimyIITy2-Verhaltnis vor) wurde eine
logarithmische Datentransformation durchgefiihrt.e ODeskription der Werte erfolgte
ebenfalls mit Hilfe des arithmetischen Mittelwertesd der Standardabweichung. Zur
statistischen Prifung der Daten auf Signifikanz deurm Anschluss eine zweifaktorielle

Varianzanalyse durchgefuhrt.
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Zur statistischen Analyse der individuellen Untérede zwischen den Pferden wurde
zusatzlich eine einfaktorielle Varianzanalyse nmsehlieRendem Bonferroni-Test mit Hilfe
des Statistikprogramms SP8&ir Windows, Version 17.0 (Fa. SPSS Inc., lllindisSA),
durch Herrn PhD P. S. Bridger (Institut fur Hygiened Infektionskrankheiten der Tiere,
Justus-Liebig-Universitat Giel3en) vorgenommen. Hiewurde der arithmetische Mittelwert
aus samtlichen, in den Hauptversuchen auswertbdmszentrationen einer jeden Noxe
(s. Kap. IV 3) unabhéangig von der Art der verwerdeEinstreu fur jedes Pferd berechnet.
Dies ermdoglichte einen individuellen Vergleich deferde fiir jeden Parameter (Vitalitat,
CD4', IFN«y", Tyl, Ty2 und log F1/Ty2-Verhaltnis).

Statistisch signifikante Einflisse der drei verweteth Einstreumaterialien auf die
Mediumkontrollen der Pferde wurden mit SBS®d einem allgemeinen linearen Modell
untersucht. Hierzu wurde der arithmetische Mittetwaus allen Pferden fir jedes
Einstreumaterial nach Inkubation mit Medium verwetndies erméglichte einen paarweisen
Vergleich der Einstreumaterialien fir jeden Paramgtiehe oben).

Fur grafische Darstellungen wurden die Programmerdgbff® Office Excel 2003 und
Microsoft® Office PowerPoint 2003 benutzt.

Die statistische Signifikanzgrenze fiur die beretdndrrtumswahrscheinlichkeiten (p)

ist bei <0,05 definiert. Zur Angabe der Signifikanzen wurdihgende Bezeichnungen
verwendet:

n.s. = nicht signifikant (p>0,05)
* = schwach signifikant (§0,05)
* = signifikant (p<0,01)

#+ = hoch signifikant (=0,001)
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IV Ergebnisse

1 Methodenetablierung

Wahrend der Methodenetablierung wurden geeignetez&rationen fur die in den

Vor- und Hauptversuchen verwendeten Antikérper tethi

1.1 Etablierung des IL-4-Nachweises

Die vom Hersteller angegebene Kreuzreaktivitdt de#i-bov IL-4-Antikorpers
(Klon CC 303, AbD Serotec) konnte in den Vorversrchur die bezogene Charge nicht
bestétigt werden (Abb. 6). Trotz hoher eingesetkienzentrationen des Primarantikérpers
(1:10-1:640) und verschiedenen Sekundarantikor@diC- oder PE-konjugiert) bis hin zum
Versuch der Signalverstarkung tber eine Biotin{@&edin-Markierung konnte kein equines
IL-4 detektiert werden. Zur Uberprifung der Funkstihigkeit der Antikdrpercharge wurde
der antibov IL-4-Antikérper an bovinen PBMC nach dem Pkaib der Vor- und
Hauptversuche getestet. Mit einer Konzentration RPlasarantikorpers von 1:50 bzw. 1:400
sowie einem FITC-konjugierteantrlgG2a Sekundarantikérper (Southern Biotech, [1}B00
konnten 6,3 % bzw. 4,3 % IL*4ellen nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazutddoan
gleichen Versuchsbedingungen mit equinen PBMC Keih gemessen werden (Abb. 6). Die
Detektion von equinem IL-4 ist stattdessen mit élgines monoklonalen, nicht kommerziell
erhaltlichenanti-eq IL-4-Antikdrpers mdglich, der von Frau Prof..08. Wagner (Cornell
University, Ithaca, USA) entwickelt und freundlicheise fur die hier dargestellten

Untersuchungen zur Verfligung gestellt wurde (182).

A B
10* 10*
6,3 1 0,2
10° 7 10° 3
<
3o 3
g 10”1 ) o 10°
m L
10" 10"
100 : : : 100 ‘ : :
10° 10t 102 10° 10 100 10! 102 103 104

[FL4] [FL4]
Abb. 6: Nachweis von IL-4 in bovinen (A) und equine PBMC (B) unter Verwendung des

anti-bov IL-4-Antikdrpers (AbD Serotec, [1:50])

Detektion durch FITC-konjugierten anti-lgG2a Antigér (Southern Biotech, [1:300]);
der prozentuale Anteil der Zellen ist im jeweiligeéanster mit Hilfe des Datenkreuzes im
rechten oberen Abschnitt des Messdiagramms angegebe
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2 Vorversuche

Als Grundlage fur die spateren Hauptversuche wutdech Titrationsversuche mit
PBMC von drei Pferden der Konzentrationsbereichailezelnen Noxen (Gliotoxin, Patulin,
LPS, Dexamethason) ermittelt, in dem sich ein Nesqgerifischer Effekt auf dasyT/Ty2-

Verhéaltnis von Pferden am deutlichsten messen liel3.

2.1 Giliotoxin

Gliotoxin wurde in einem Konzentrationsbereich &8 bis 50 ng/ml in insgesamt acht
Stufen (log 1,5 Titration) getestet. Bis zu ein@m&entration von 14,8 ng/ml war bei keinem
der Pferde ein Einfluss des Toxins auf den Antdtialer Zellen feststellbar. Bei einer
Konzentration von 22,2 ng/ml konnte ein Abfall desteils vitaler Zellen mit gleichzeitiger
Zunahme des Anteils 7-AADBEreignisse (= tote Zellen) beobachtet werden. Atere
Gliotoxin-Konzentration von 33,3 ng/ml waren kaumwch vitale Zellen messbar und somit
eine zuverlassige Beurteilung der Proben bzw. Kailtsatze nicht moglich (Abb. 7-Abb. 9).
Dieser Konzentrationsbereich> 83,3 ng/ml) wurde daher im Folgenden nicht weiter
bertcksichtigt.

Inkubation mit Gliotoxin fihrte im Mittel bis zumer Konzentration von 22,2 ng/ml zu
keiner Anderung des Anteils CD4 IFN-y-bildender, CD#IFN-y*- (= Tyl-) und IL-4-
bildender (= T,2-) Zellen im Vergleich zur Mediumkontrolle (Abb).7

Pferd C besaR im Vergleich zu den Pferden A undif&al insgesamt mehr CD4und
Tyl-Zellen, wahrend gleichzeitig der geringste Antaml T2-Zellen bei diesem Tier zu
beobachten war (vgl. Mediumkontrollen). Resultatssd® war ein erhthtesyIiTy2-
Verhéltnis dieses Pferdes im Vergleich zu den Rferd und B. Dieser Unterschied konnte
durch Zugabe von Gliotoxin bis zu einer Konzentratvon 22,2 ng/ml zusatzlich verstarkt
werden, da lediglich ein Anstieg der IFN- und Ty1-Zellen, nicht aber der ;R-Zellen
festgestellt wurde (Abb. 9).

Da in subletalen Konzentrationen am ehesten Veranden der {1/Ty2-Verhaltnisse
Zu erwarten waren, wurde ein Konzentrationsbereah 11,1 bis 25 ng/ml in einer log 1,5

Titration fur dieln vitro-Provokation mit Gliotoxin verwendet.
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—O— T,1-Zellen (CD4*/IFN-y*) —X— IFN-y*-Zellen
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Abb. 7: Prozentualer Anteil der IFN-y*-, der Ty1- und T42-Zellen sowie der vitalen Zellen
nach I n vitro-Provokation mit Gliotoxin

Arithmetischer Mittelwert (+ SD) aller Versuche @)

Medium Gliotoxin

14,8 ng/ml 22,2 ng/ml 33,3 ng/ml

0,6(1,0
24,9

0,5

Abb. 8: Durchflusszytometrische Analyse equiner PBMI nach In vitro-Provokation mit
Gliotoxin am Beispiel von Pferd A

Reihe A: Nachweis von [1-Zellen: rechter oberer Quandrant CDBN-y*- (=T.1-)
Zellen, linkes und rechtes oberes Fenster y~Xellen, rechtes oberes und unteres Fenster
CD4"-Zellen; Reihe B: Nachweis von F2-Zellen: linker oberer Quadrant IL-4(=Ty2-)
Zellen; der prozentuale Anteil der Zellen ist mitfeldes Datenkreuzes angegeben.
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Abb. 9:

AN

Gliotoxin [ng/ml]

v

Individuelle Anteile verschiedener Zellpomlationen (vital, tot, CD4"-, IFN-y*-, Ty1-
und Tn2-Zellen) sowie individuelle T 1/Ty2-Verhaltnisse nach In vitro-Provokation
mit Gliotoxin

Mediumkontrolle

= Inkubation ohne Gliotoxin-Zugabder Rahmen stellt den fir die
Hauptversuche gewéhlten Bereich der Gliotoxin-Koniagionen dar.
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2.2 Patulin

Patulin wurde in einem Konzentrationsbereich vdnlfts 640 ng/ml in insgesamt neun
Stufen (log 2 Titration) getestet. Bis zu einer Kentration von 40 ng/ml konnten bei keinem
der Pferde ein Effekt des Toxins auf den AnteMt Zellen nachgewiesen werden (Abb. 10,
Abb. 11). Bei einer Konzentration von 80 ng/ml b&) ng/ml liel3 sich ein Abfall der Anteile
vitaler Zellen und eine gleichzeitige Zunahme deteile toter Zellen feststellen, wahrend ab
einer Konzentration von 320 ng/ml sowohl die Ardeadler toten als auch der vitalen Zellen
anstiegen (Abb. 11). Diese scheinbare Erh6hungvidilen Zellen ist vermutlich auf einen
vollstandigen Zerfall toter Zellen zurtckzufihrehe damit durch die Messung nicht mehr
erfasst werden. Daraus folgt eine Verschiebungv@éekaltnisses von den als vital definierten
Ereignissen im Vergleich zu den gesamt gemesseragriissen. Aus diesem Grund wurden
Daten ab einer Konzentration von 320 ng/ml fur déaswahl eines geeigneten
Konzentrationsbereiches nicht weiter bertcksichtigt

Die Anteile der CD4Zellen veranderten sich mit Zugabe von Patulin hiseiner
Konzentration von 160 ng/ml im Vergleich zur Medkontrolle nur wenig (Abb. 11).

NachIn vitro-Provokation mit Patulin konnte im Mittel bis zuiner Konzentration von
40 ng/ml keine Wirkung des Toxins auf die Anteiler dFN<y*- sowie der F1- und T2-
Zellen festgestellt werden. Ab einer Konzentratvom 80 ng/ml reduzierten sich die Anteile
der IFNy*- und Tyl-Zellen, wahrend die Anteile deryd-Zellen erst ab der folgenden
Konzentration (160 ng/ml) erkennbar abfielen (AbB).

Pferd B wies nach Inkubation mit Patulin bis zueeiKonzentration von 80 ng/ml einen
erhohten Anteil an IFN--, T41- und T42-Zellen im Vergleich zu den anderen Tieren auf. Ab
einer Patulin-Konzentration von 160 ng/ml fieleresé Zellpopulationen bei Pferd A und B
ab, was bei Pferd C bereits ab einer Konzentratam80 ng/ml zu beobachten war. Pferd C
besaR im Vergleich zu den Pferden A und B nichtginen hoheren Anteil an CDZellen,
sondern auch ein hoheresIITy2-Verhaltnis (vgl. Mediumkontrolle). Nach Zugabenvo
Patulin konnte bei einer Konzentration von (Bderd A) bzw. 40 ng/ml (Pferd C) ein auf
diese Konzentrationen beschrankter Anstieg dgdTR2-Verhaltnisses um das 1,5-fache im
Vergleich zur jeweiligen Mediumkontrolle beobachte¢rden. Dieser Anstieg konnte im
Wiederholungsversuch bei Pferd A nicht reproduzieerden. Es konnten keine weiteren
individuellen Unterschiede deryT/Ty2-Verhaltnisse im Vergleich zu den Mediumkontrollen
beobachtet werden (Abb. 11).
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Abb. 10: Prozentualer Anteil der IFN-y*-, der Tyl- und T,2-Zellen sowie der vitalen Zellen
nachn vitro-Provokation mit Patulin

Arithmetischer Mittelwert (£ SD) aller Versuche @)=

Da in subletalen Konzentrationen am ehesten Veranden der {1/Ty2-Verhaltnisse
zu erwarten waren, wurde ein Konzentrationsbereah 62,5 bis 250 ng/ml in einer log 2

Titration fur dieln vitro-Provokation mit Patulin verwendet.

23 LPS

LPS wurde in einem Konzentrationsbereich von 1$ 2%5.000 ng/ml in insgesamt
sieben Stufen (log 5 Titration) getestet. Eine g&ring der LPS-Konzentration fuhrte zu
keinen Anderungen des Anteiles vitaler und totdlefe Der Anteil CD4-Zellen blieb eben-
falls konstant (Abb. 13). Inkubation mit LPS fiihd&attdessen bei einer durchschnittlichen
Konzentration von 8 ng/ml zu einem Abfall der Al@dFN-y-produzierender und deryI-
Zellen. Auf Anteile der T2-Zellen besal? LPS keinen Einfluss (Abb. 12).

Ein starker Abfall der Anteile IFN-produzierender und der 4I-Zellen ohne
Beeinflussung der Anteile deyZ-Zellen wurde sowohl bei Pferd A reproduzierbareieer
Konzentration von 40 ng/ml als auch bei Pferd C ber Konzentration von 8 ng/ml
beobachtet. Bereits in der jeweils folgenden LP®#@mtration (200 bzw. 40 ng/ml)
entsprachen die Anteile wieder jenen der Mediunmiadien. Pferd C zeigte mit Steigerung
der LPS-Konzentrationen ab einer Konzentration ¥d@00 ng/ml einen zweiten, weniger
stark ausgepragten Abfall der Anteile IFNbildender und 1-Zellen (Abb. 13).
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Abb. 11: Individuelle Anteile verschiedener Zellppulationen (vital, tot, CD4'-, IFN-y*- Ty1-

und Tx2-Zellen) sowie individuelle T 1/Ty2-Verhaltnisse nach In vitro-Provokation
mit Patulin

Pferd A wurde zweimalig getestet (Pferd énd Pferd A); Mediumkontrolle = Inkubation
ohne Patulin-Zugabe; der Rahmen stellt den furH#iaptversuche gewahlten Bereich der
Patulin-Konzentrationen dar.
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Abb. 12: Prozentualer Anteil der IFN-y*-, der Ty1- und T42-Zellen sowie der vitalen Zellen
nach I n vitro-Provokation mit LPS

Arithmetischer Mittelwert (+ SD) aller Versuche @)~

Im Gegensatz zu den anderen beiden Tieren blieleeAnteile der F1- und IFNy'-
Zellen bei Pferd B unbeeinflusst. Auffallig war ttigssen ein erhohter Anteil apZFZellen
dieses Pferdes. Pferd C wies einerseits ein hofgiEdy2-Verhaltnis im Vergleich zu den
Pferden A und B auf (vgl. Mediumkontrollen). Die gabe von LPS in einem
Konzentrationsbereich von 40 bis 200 ng/ml versérkliesen Unterschied deutlich.
Inkubation mit LPS flhrte bei eingesetzten Konzaidnen von 8 bzw. 40 ng/ml (Pferd C
bzw. Pferd A) dartber hinaus sowohl bei Pferd A @leh bei Pferd C reproduzierbar zu
einem Abfall des §1/Ty2-Verhéaltnisses (Abb. 13).

Aufgrund der individuellen Unterschiede wurde eiongentrationsbereich von 10 bis

250 ng/ml in einer log 5 Titration fir dle vitro-Provokation mit LPS verwendet.

2.4 Dexamethason

Dexamethason wurde in einem Konzentrationsbereath &04 bis 40.000 ng/ml in
insgesamt sieben Stufen (log 10 Titration) getefiet Inkubation mit Dexamethason fihrte
ab einer Konzentration von 4 ng/ml zu einem gemngbfall des Anteiles der vitalen Zellen,
der sich bis zur maximalen Konzentration kontinliglrfortsetzte. Gleichzeitig kam es, mit
Ausnahme von Pferd C, zu einem Anstieg der totdleZeDie Anteile der CD4Zellen ver-
anderten sich mit Zugabe von Dexamethason im Vietgleur Mediumkontrolle mit Aus-

nahme jener initial abfallenden Anteile bei PferteBiglich geringfiigig (Abb. 14, Abb. 15).
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Abb. 13: Individuelle Anteile verschiedener Zellpopilationen (vital, tot, CD4"-, IFN-y*- sowie
Tyl- und Ty2-Zellen) sowie individuelle T1/Ty2-Verhaltnisse nach In vitro-
Provokation mit LPS

Pferd A wurde zweimalig getestet (Pferd énd Pferd A); Mediumkontrolle = Inkubation
ohne LPS-Zugabe; der Rahmen stellt den fur die Wawguche gewahlten Bereich der
LPS-Konzentrationen dar.
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Innerhalb eines Konzentrationsbereiches von 0,84} lmg/ml fielen die Mittelwerte der
IFN-y-produzierenden undyL-Zellen stark ab, wahrend sich der Anteil a2-FZellen in
diesem Bereich nur geringfugig reduzierte. DiesefliEss konnte ab einer Dexamethason-
Konzentration von 4 ng/ml nicht weiter gesteigeeraen (Abb. 14).

Pferd B besal} einen héheren Anteil an K-produzierenden sowieyI- und T42-
Zellen als die anderen beiden Tiere (vgl. Mediuntiale). Die Inkubation mit Dexa-
methason bewirkte sowohl bei Pferd B als auch symi@rbar bei Pferd A einen Abfall der
Anteile IFN-y-produzierender sowie deryI- und T42-Zellen. Dieser trat am starksten in
einem Konzentrationsbereich von 0,04 bis 4 ng/nidrscheinung. Pferd C reagierte hingegen
bei niedrigen Konzentrationen mit einem Anstieg tgt- und IFNy-bildenden Zellen (vgl.
Mediumkontrolle), welcher mit steigender Konzentmatvon einem Abfall gefolgt wurde.
Das hohere J1/Ty2-Verhaltnis dieses Pferdes (vgl. Mediumkontrolde)rde durch Zugabe
von Dexamethason (0,04 bis 4000 ng/ml) noch ddutherstarkt. Pferd A reagierte
reproduzierbar bis zu einer Konzentration von 4@mhgnit einem Abfall des g1/Ty2-
Verhéltnisses (Abb. 15).

Aufgrund der Veranderungen der Zytokinsignale irrirgeen Konzentrationsstufen
wurde ein Konzentrationsbereich von 0,04 bis 4 hgimeiner log 10 Titration fur die

In vitro-Provokation mit Dexamethason verwendet.
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Abb. 14: Prozentualer Anteil der IFN-y*-, der Tyl- und T,2-Zellen sowie der vitalen Zellen
nach In vitro-Provokation mit Dexamethason

Arithmetischer Mittelwert (£ SD) aller Versuche @)=
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Abb. 15: Individuelle Anteile verschiedener Zellpoplationen (vital, tot, CD4"-, IFN-y*- sowie
Tyl- und Ty2-Zellen) sowie individuelle TF1/Ty2-Verhdltnisse nach In vitro-
Provokation mit Dexamethason

Pferd A wurde zweimalig getestet (Pferd énd Pferd A); Mediumkontrolle=Inkubation
ohne Dexamethason-Zugabe; der Rahmen stellt derdi@iirHauptversuche gewahiten
Bereich der Dexamethason-Konzentrationen dar.
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3 Hauptversuche

Basierend auf den in den Vorversuchen ermitteltenz¢€ntrationsbereichen, in denen
sich ein Noxen-spezifischer Effekt auf dagliTy2-Verhaltnis am deutlichsten zeigte, wurde
ein moglicher Einfluss eines jeweils 7-wéchigen énthaltes unter drei verschiedenen
Einstreubedingungen (Stroh, Spane oder Strohpeketsdas T1/Ty2-Verhéltnis an sechs
Warmblutstuten ermittelt.

3.1 Mediumkontrollen

Zur Uberpriifung, inwieweit das yI/Ty2-Verhaltnis tierspezifische Unterschiede
aufweist und inwieweit sich die Haltungsbedingungen seauf das Verhaltnis auswirken,
wurden zunéchst samtliche yI7Ty2-Verhaltnisse der Mediumkontrollen miteinander
verglichen. Trotz hoch signifikanter Unterschiedeischen den individuellen Anteilen der
Tyl- und IFNy-bildenden (jeweils £0,001)Zellen konnten fur die J1/Ty2-Verhéaltnisse der
Pferde keine signifikanten Unterschiede gezeigteer(Abb. 16). Obwohl zudem die Art des
verwendeten Einstreumaterials keinen signifikaniEnfluss auf das spontaneITy2-
Verhéltnis der Pferde besal3, fiel dennoch ein ggstier [;1/Ty2-Verhaltnisse der Pferde 1,

2 und 3 um etwa das 2- bis 3-fache nach Verwendenginstreu Spane auf (Abb. 17).
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T, 1-Zellen IFN-y*-Zellen Ty2-Zellen T, 1UT,2-
(CD4*/IFN-y*) (IL-4%) Verhéltnis

Abb. 16: Individuelle Anteile der Ty1-, IFN-y-bildenden und der T,2-Zellen sowie individuelle
Twl/Ty2-Verhaltnisse

Arithmetischer Mittelwert (#5D) der drei Versuchszeitpunkte (Stroh, Spane hfaitets);
Inkubation in Medium ohne Noxen-Zugabe
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OPferdl DOPferd2 ®Pferd3 BPferd4 B Pferd5 OPferd6
1,04

0,8

log T,1/T,,2 Verhaltnis

) |i | |7
0,0 _‘
Abb. 17: Ty1/Ty2-Verhéltnisse nach Verwendung von drei verschiedem Einstreuarten

Beim jeweils 1. Balken einer Gruppierung wurde Btd), beim jeweils 2. Spane (2) und
beim jeweils 3. Balken einer Gruppierung Strohgell€3) verwendet. Inkubation in
Medium ohne Noxen-Zugabe

3.2 Gliotoxin

Gliotoxin wurde in einem Konzentrationsbereich vbh1 bis 25 ng/ml in insgesamt
drei Stufen (log 1,5 Titration) getestet. Innerhdibses Konzentrationsbereiches fuhrte die
Inkubation mit Gliotoxin konzentrationsabhangig zminem hoch signifikanten Abfall
(p<0,001) des Anteiles vitaler Zellen. Bei der nmaaien Konzentration von 25 ng/ml waren
kaum noch vitale Zellen messbar, so dass diesesRrdmbw. Kulturansétze in der statistischen
Auswertung nicht weiter berlcksichtigt wurden.

Darlber hinaus konnte eine generelle Reduktion Aleteiles vitaler Zellen nach
Verwendung der Einstreu Spane im Vergleich zu defegen beiden Zeitpunkten festgestellt
werden, welche sich mit steigender Gliotoxin-Kortzation hoch signifikant potenzierte
(p<0,001).

Der Anteil CD4-Zellen blieb nachn vitro-Provokation mit Gliotoxin, unabh&ngig von

der verwendeten Konzentration, unverandert (AbbTab. 8).
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Abb. 18: Prozentuale Anteile verschiedener Zellpodationen (vital, CD4"-, IFN-y*- sowie T;1-
und Tyx2-Zellen) sowie TH1/Ty2-Verhdltnisse nach Haltung von Pferden auf
verschiedenen Einstreumaterialien und n vitro-Provokation von PBMC mit Gliotoxin

Arithmetischer Mittelwert (£ SD) der sechs getestePferde
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Tab. 8: Ubersicht Uber die Ergebnisse der zweifaktiellen Varianzanalyse nach
I n vitro-Provokation mit Gliotoxin

Variable Einstreu Konzentration Wechselwirkung *
Zellvitalitat * p=0,0234 ***  p<0,0001 ok p=0,0004
CD4"-Zellen n.s. p=0,2679 n.s. p=0,6521 * p=0,0176
Tyl-Zellen n.s. p=0,0998 *** p=0,0002 *x p=0,0097
Tu2-Zellen * p=0,0391 n.s. p=0,1154 n.s. p=0,0860
IFN-y*-Zellen * p=0,0354 *x p=0,0014 n.s. p=0,4609
Tul/Ty2-Verhéltnis n.s. p=0,1303 ek p=0,0006 n.s. p=0,7673

* schwach signifikant, ** signifikant, *** hoch sigifikant, n.s. nicht signifikant'\Wechselwirkung
der Einstreu und Konzentration

Das Ty1/Ty2-Verhaltnis nahm mit steigender Gliotoxin-Konzatittn hoch signifikant
ab (p<0,001). Dieser Abfall beruhte auf einer hsighmifikanten Reduzierung der Anteile der
Tyl-Zellen (p<0,001), wahrend die Anteile des2¥Zellen unabhangig von der verwendeten
Gliotoxin-Konzentration konstant blieben. ObwohInei signifikante Wechselwirkung
zwischen den eingesetzten Konzentrationen und ohstrEu auf die Anteile dergl-Zellen
(p=0,01) vorlag, besalR die Art der verwendeten tEgaskeinen statistisch nachweisbaren
Effekt auf das 1 1/Ty2-Verhaltnis (Abb. 18, Tab. 8).

Trotz hoch signifikanter bzw. signifikanter indivedller Unterschiede in den Anteilen
der Ty1l- und IFNy*-Zellen (jeweils g0,001) bzw. der §2-Zellen (p=0,006) konnte kein
signifikanter Einfluss von Gliotoxin auf die indduellen T1/Ty2-Verhéltnisse der Pferde
nachgewiesen werden (Abb. 19). DigliTy2-Verhéaltnisse der Pferde schwankten zwischen
den einzelnen Versuchszeitpunkten zum Teil deutllatdiglich Pferd 5 bildete &hnliche
Ty1l/Ty2-Verhaltnisse Gber den gesamten Versuchszeitraismean eindeutiger Einfluss des
Einstreumaterials auf das Gliotoxin-provoziertgl/Ty2-Verhéltnis liel3 sich somit nicht
nachweisen (Abb. 20).
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Abb. 19: Individuelle Anteile der Ty1-, IFN-y-bildenden und der T,2-Zellen sowie individuelle
Twl/Ty2-Verhaltnisse nachl n vitro-Provokation mit Gliotoxin

Arithmetischer Mittelwert (x SD) der drei Versuckgpunkte (Stroh, Spéne, Strohpellets)
und der zwei auswertbaren Gliotoxin-Konzentratiofienl ng/ml; 16,6 ng/mil]
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Abb. 20: Ty1/Ty2-Verhéltnisse nach Haltung von Pferden auf verscbhdenen Einstreu-
materialien und I n vitro-Provokation von PBMC mit Gliotoxin
Dargestellt sind sowohl die auswertbaren Gliotdkonzentrationen [11,1 ng/ml sowie
16,6 ng/ml (schraffiert)] als auch die eingesetzi@nstreuarten: Beim jeweils 1. Balken
einer Gruppierung wurde Stroh (1), beim jeweilsSpane (2) und beim jeweils 3. Balken
einer Gruppierung Strohpellets (3) verwendet.
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3.3 Patulin

Patulin wurde in einem Konzentrationsbereich vorb@ifzs 250 ng/ml in insgesamt drei
Stufen (log 2 Titration) getestet. Innerhalb died€gnzentrationsbereiches fihrte die
Inkubation mit Patulin konzentrationsabhangig zweei hoch signifikanten Abfall (p<0,001)
des Anteiles vitaler Zellen. Da bereits ab einetultaKonzentration von 125 ng/ml
unabhangig von der Art der verwendeten Einstreurkaach vitale Zellen zu messen waren,
wurde lediglich die niedrigste Konzentrationsstuiie der statistischen Auswertung
bertcksichtigt (Abb. 21).

Da die Inkubation mit Patulin unabh&ngig von dendfieu einen im Vergleich zur
Mediumkontrolle signifikanten Abfall sowohl der,I-Zellen (p=0,002) als auch dep2-
Zellen (p=0,002) hervorrief, konnte kein statidtissignifikanter Effekt derln vitro-
Provokation mit Patulin auf dag;I/Ty2-Verhéltnis nachgewiesen werden (Abb. 21, Tab. 9).

Signifikante Unterschiede zwischen den individuellg,1/Ty2-Verhaltnissen konnten
trotz schwach signifikanter Unterschiede zwischem dnteilen der {1- (p=0,011) und
IFN-y*-Zellen (p=0,038) sowie dery2-Zellen (p=0,029) nicht festgestellt werden (ABB).

Obwohl zudem die Art des verwendeten Einstreunetekieinen signifikanten Einfluss
auf das T1/Ty2-Verhaltnis der Pferde ausubte, fiel dennoch esatlccher Anstieg der
Tu1l/Ty2-Verhaltnisse der Pferde 1, 2 und 3 um etwa d#&sgs23-fache nach Verwendung der
Einstreu Spane auf (Abb. 23).

Tab. 9: Ubersicht Uber die Ergebnisse der zweifakigellen Varianzanalyse nach
I n vitro-Provokation mit Patulin

Variable Einstreu Konzentration Wechselwirkung !
Zellvitalitat n.s. p=0,0615 ***  p=0,0003 *x p=0,0044
CD4"-Zellen * p=0,0198 n.s p=0,2808 n.s. p=0,3849
Tul-Zellen n.s. p=0,1112 *k p=0,0021 n.s. p=0,3962
Tu2-Zellen n.s. p=0,1177 *k p=0,0018 n.s. p=0,5347
IFN-y*-Zellen * p=0,0166 *x p=0,0069 n.s. p=0,9608
Tyl/Ty2-Verhaltnis n.s. p=0,0837 n.s. p=0,0786 n.s. p=0,7315

* schwach signifikant, ** signifikant, *** hoch sigifikant, n.s. nicht signifikant'\Wechselwirkung
der Einstreu und Konzentration
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Abb. 21: Prozentuale Anteile verschiedener Zellpodationen (vital, CD4'-, IFN-y*- sowie T;1-
und Tyx2-Zellen) sowie TH1/Ty2-Verhdltnisse nach Haltung von Pferden auf
verschiedenen Einstreumaterialien und n vitro-Provokation von PBMC mit Patulin

Arithmetischer Mittelwert (£ SD) der sechs getestePferde
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Abb. 22: Individuelle Anteile der Tyl-, IFN-y-bildenden Zellen und der Ty2-Zellen sowie
individuelle Ty1/Ty2-Verhaltnisse nachl n vitro-Provokation mit Patulin

Arithmetischer Mittelwert (x SD) der drei Versuckgpunkte (Stroh, Spéne, Strohpellets)
und der einzigen auswertbaren Patulin-Konzentrg@grb ng/ml]
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Abb. 23: Ty1/Ty2-Verhéltnisse nach Haltung von Pferden auf verscbdenen Einstreu-
materialien und I n vitro-Provokation von PBMC mit Patulin

Dargestellt ist die auswertbare Patulin-Konzentradi [62,5 ng/ml] und die eingesetzten
Einstreuarten: Beim jeweils 1. Balken einer Gruppig wurde Stroh (1), beim jeweils 2.
Spéane (2) und beim jeweils 3. Balken einer Gruppigr Strohpellets (3) als Einstreu
verwendet.
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3.4 LPS

LPS wurde in einem Konzentrationsbereich von 10 2&%6 ng/ml in insgesamt drei
Stufen (log 5 Titration) getestet. LPS besal} inaleridieses Konzentrationsbereiches keinen
nachteiligen Effekt auf die Vitalitdt der Zellenp slass samtliche Konzentrationen in der
statischen Auswertung Beriicksichtigung fanden (Adl).

Bei Betrachtung des yIL/Ty2-Verhaltnisses konnte eine konzentrationsunabhangi
statistisch schwach signifikante Zunahme des Varisgkes (p=0,02) nach Verwendung der
Einstreu Spane festgestellt werden. Dieser Effektlite auf einem signifikanten Abfall der
Ty2-Zellen (p=0,008) zu diesem Zeitpunkt, ohne dassmeiterer Einfluss des LPS auf die
ubrigen Zellpopulationen (CD4 IFN-«y*, Tyl, Ty2) festgestellt werden konnte (Abb. 24,
Tab. 10).

Obwohl sowohl hoch signifikante Unterschiede zwesthden individuellen Anteilen
der Ty1l- und IFNy*-Zellen (jeweils g0,001) als auch schwach signifikante Unterschiede
zwischen den individuellen Anteilen depZ-Zellen (p=0,046) vorlagen, unterschieden sich
die T41/Ty2-Verhaltnisse zwischen den Pferden nicht signifik@dbb. 25). Dennoch konnten
auf Basis der Einzelwerte erhebliche Unterschieds d41/Ty2-Verhaltnisse sowohl
zwischen den unterschiedlichen Versuchszeitpunkéd® auch zwischen den LPS-
Konzentrationen festgestellt werden. Lediglich Bféildete ahnliche J1/Ty2-Verhaltnisse

Uber den gesamten Versuchszeitraum mactitro-Provokation mit LPS aus (Abb. 26).

Tab. 10: Ubersicht Uber die Ergebnisse der zweifaktiellen Varianzanalyse nach
In vitro-Provokation mit LPS

Variable Einstreu Konzentration Wechselwirkung !
Zellvitalitat n.s. p=0,1439 xk p=0,0097 n.s. p=0,0585
CD4"-Zellen n.s. p=0,2541 n.s p=0,1963 ** p=0,0076
Tul-Zellen n.s. p=0,5791 n.s. p=0,3149 n.s. p=0,2820
Tu2-Zellen xk p=0,0075 n.s. p=0,3805 n.s. p=0,1452
IFN-y*-Zellen n.s. p=0,4946 n.s. p=0,3951 n.s. p=0,5949
Tyl/Ty2-Verhaltnis * p=0,0217 n.s. p=0,4715 n.s. p=0,8117

* schwach signifikant, ** signifikant, *** hoch sigifikant, n.s. nicht signifikant'\Wechselwirkung
der Einstreu und Konzentration
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Abb. 24: Prozentuale Anteile verschiedener Zellpogdationen (vital, CD4'-, IFN-y*- sowie T;1-
und Tyx2-Zellen) sowie TH1/Ty2-Verhdltnisse nach Haltung von Pferden auf
verschiedenen Einstreumaterialien und n vitro-Provokation von PBMC mit LPS

Arithmetischer Mittelwert (£ SD) der sechs getestePferde
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Abb. 25: Individuelle Anteile der Tyl-, IFN-y-bildenden Zellen und der T,2-Zellen sowie
individuelle Ty1/Tw2-Verhéaltnisse nachl n vitro-Provokation mit LPS

Arithmetische Mittelwert (x SD) der drei Versuchigpankte (Stroh, Spane, Strohpellets)
und samtlicher LPS-Konzentrationen [10 ng/ml; 50mig250 ng/mil]
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Abb. 26: Ty1/Ty2-Verhéltnisse nach Haltung von Pferden auf verscbhdenen Einstreu-
materialien und I n vitro-Provokation von PBMC mit LPS

Dargestellt sind sowohl die auswertbaren LPS-Kotratonen [10 ng/ml; 50 ng/ml
(schraffiert) sowie 250 ng/ml (kariert)] als audk dingesetzten Einstreuarten: Beim jeweils
1. Balken einer Gruppierung wurde Stroh (1), besmgils 2. Spane (2) und beim jeweils 3.
Balken einer Gruppierung Strohpellets (3) verwendet
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3.5 Dexamethason

Dexamethason wurde in einem Konzentrationsbereioh 0,04 bis 4 ng/ml in
insgesamt drei Stufen (log 10 Titration) getes&imtliche verwendeten Konzentrationen
konnten flur die statische Auswertung genutzt werdenerhalb dieses Konzentrations-
bereiches flihrte die Inkubation mit Dexamethasonzkatrationsabhangig zu einem hoch
signifikanten Abfall (p<0,001) des Anteiles vitaléellen (Abb. 27) sowie zu einer schwach
signifikanten Abnahme des Anteiles CBZellen (p=0,04). Daruiber hinaus konnte eine
generelle Reduktion sowohl des Anteiles vitalerletelals auch der CD4ellen nach
Verwendung der Einstreu Spéne im Vergleich zu detegen beiden Einstreumaterialien
beobachtet werden. Dieser Abfall potenzierte sicit munehmender Dexamethason-
Konzentration signifikant bzw. schwach signifikdhab. 11).

Da sich sowohl die Anteile deryI- als auch der R2-Zellen (jeweils p<0,001) mit
steigender Dexamethason-Konzentration hoch sigmfikreduzierten, war dasyT/Ty2-
Verhéltnis nicht von der Hohe der Konzentrationaiiig. Stattdessen konnte eine schwach
signifikante Zunahme des Verhaltnisses (p=0,01)hn"erwendung der Einstreu Spane
festgestellt werden. Dieser Anstieg wurde mit zumehder Konzentration von
Dexamethason noch weiter gesteigert (p=0,02). Alglithe Ursache dieser Zunahme konnte
eine signifikante Reduzierung degiZFZellen (p=0,005) zu diesem Zeitpunkt beobachtet
werden, welche ebenfalls eine schwach signifikavitechselwirkung (p=0,02) mit der

verwendeten Konzentration zeigten (Abb. 27, Tap. 11

Tab. 11: Ubersicht Uber die Ergebnisse der zweifaktiellen Varianzanalyse nach
In vitro-Provokation mit Dexamethason

Variable Einstreu Konzentration Wechselwirkung !
Zellvitalitat * p=0,0215 ***  p<0,0001 * p=0,0134
CD4"-Zellen * p=0,0494 * p=0,0361 * p=0,0180
Tyl-Zellen *x p=0,0076 % p<0,0001 *x p=0,0030
Ty2-Zellen *x p=0,0049 ***  p<0,0001 * p=0,0203
IFN-y*-Zellen *x p=0,0028 ***  p<0,0001 n.s. p=0,3801
Tyl/Ty2-Verhaltnis * p=0,0115 n.s. p=0,2482 * p=0,0158

* schwach signifikant, ** signifikant, *** hoch sigifikant, n.s. nicht signifikant'\Wechselwirkung
der Einstreu und Konzentration
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Abb. 27: Prozentuale Anteile verschiedener Zellpodationen (vital, CD4'-, IFN-y*- sowie T;1-
und Tyx2-Zellen) sowie TH1/Ty2-Verhdltnisse nach Haltung von Pferden auf
verschiedenen Einstreumaterialien und Invitro-Provokation von PBMC mit
Dexamethason

Arithmetischer Mittelwert (+ SD) der sechs geteste®ferde
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Abb. 28: Individuelle Anteile der Tyl-, IFN-y-bildenden Zellen und der T,2-Zellen sowie
individuelle Ty1/Ty2-Verhaltnisse nachl n vitro-Provokation mit Dexamethason

Arithmetischer Mittelwert (x SD) der drei Versuckgpunkte (Stroh, Spéne, Strohpellets)
und samtlicher Dexamethason-Konzentrationen [Ogdhh 0,4 ng/ml; 4 ng/mil]
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Abb. 29: Ty1/Ty2-Verhéltnisse nach Haltung von Pferden auf verscbhdenen Einstreu-
materialien und I n vitro-Provokation von PBMC mit Dexamethason
Dargestellt sind sowohl die auswertbaren Dexamethii#®nzentrationen [0,04 ng/mil;
0,4 ng/ml (schraffiert) sowie 4 ng/ml (kariert)paduch die eingesetzten Einstreuarten: Beim
jeweils 1. Balken einer Gruppierung wurde Stroh Bim jeweils 2. Spéne (2) und beim
jeweils 3. Balken einer Gruppierung Strohpellejsv@wendet.
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Trotz hoch signifikanter bzw. signifikanter Untengede zwischen den Anteilen der
Tul- (p=0,001) bzw. der IFN=-Zellen (p=0,007) wurde kein signifikanter Untersch
zwischen den individuellen gIL/Ty2-Verhéaltnissen festgestellt (Abb. 28). Dennoch riken
auf Basis der Einzelwerte gezeigt werden, dasalMem die Verhéltnisse der Pferde 1, 2 und
3 zum 2. Versuchszeitpunkt nach Verwendung dertEEnsSpane erheblich anstiegen. Das
Tul/Ty2-Verhéltnis des Pferdes 6 (und des Pferdes 5 mmggter Konzentration) fiel
dagegen zum 3. Versuchszeitpunkt nach Verwendundeitstreu Strohpellets deutlich ab.
Unterschiede in denylL/Ty2-Verhaltnissen zwischen den einzelnen verwendEwmezen-

trationen der drei Versuchszeitpunkte waren dagewgesamt gering ausgepragt (Abb. 29).

3.6 Vergleich der Noxen

Um zu bestimmen, welche der verwendeten Noxen diglidhsten Effekte auf das
Twl/Ty2-Verhéltnis von Pferden besal3, wurden die Noxedeinjeweils héchsten, fur die
statistische Auswertung verwendeten Konzentratiapigsch miteinander verglichen. Diese
betrug fur Gliotoxin 16,6 ng/ml, fir Patulin 62,§/ml, fur LPS 250 ng/ml sowie flr
Dexamethason 4 ng/ml. Dexamethason rief die jewhiishsten W1/Ty2-Verhaltnisse
hervor, wahrend nach Verwendung von Gliotoxin daotiznt am geringsten ausgepragt war.
Dabei fiel besonders auf, dass die Verwendung destfeu Spane bei allen Noxen und der
Mediumkontrolle zu einer Zunahme degliTy2-Verhéaltnisses fuhrte. Dieser Anstieg war

nach Verwendung von Dexamethason am starksten pudgg€Abb. 30).
O Medium O Gliotoxin | Patulin @ LPS B Dexamethason
1,0 4
0,8 1

0,6 1

0,4 1

log T,,1/T,,2 Verhaltnis

0,2 1
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Abb. 30: T41/T42-Verhaltnisse nach In vitro-Provokation mit der maximal verwendeten
Konzentration einer Noxe (Gliotoxin [16,6 ng/ml], Ritulin [62,5 ng/ml], LPS
[250 ng/ml], Dexamethason [4 ng/ml])
Arithmetischer Mittelwert£{ SD) der sechs Pferde
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V Diskussion

Voraussetzung fur eine erfolgreiche Eliminierung nvoPathogenen ist ein
funktionierendes Immunsystem. Eine Beurteilung blemunsystems zur Bestimmung des
Gesundheitszustandes eines Individuums ist jeddaglany in der Praxis nicht Ublich. In
wissenschatftlichen Studien dienen Analysen von idgfrofilen nicht nur der Erforschung
immunologischer Reaktionen, sondern liefern darifieaus wichtige Informationen zur
Pathogenese von Erkrankungen. Dafir werden measiskriptionelle und nur selten
posttranskriptionelle Prozesse herangezogen. EiohWeissystem zur Bestimmung des
Zytokinmusters, welches auf posttranskriptionelRnozessen basierend Aussagen Uber die
individuelle Immunlage erlaubt, existiert beim Rfdyislang nicht. Der vorliegenden Arbeit
lag daher die Hypothese zugrunde, dass es in Fernm d/itro-Provokation mdglich ist, die
individuelle Immunlage von Pferden zu beurteilend udartiber hinaus Einflisse von
Umweltfaktoren auf das Immunsystem nachweisen zin&d. Als Parameter wurde hierfir
das H1/Ty2-Verhaltnis, ein ausill- und T42-Zellen gebildeter Quotient, herangezogen. Die
eigenen Ergebnisse belegen nicht nur, dass dienBeang von IFNy- und IL-4-bildenden
Zellen aus dem Blut von Pferden nadhn vitro-Konfrontation mit Hilfe eines
immunmodulatorisch wirkenden Stoffes mdglich ispndern bestétigen dariber hinaus
exemplarisch anhand des Einstreumaterials einetelmslen Einfluss von Umweltfaktoren
auf das Immunsystem des Pferdes. Einerseits beda’der verwendeten Noxen Gliotoxin,
Patulin, LPS oder Dexamethasom vitro immunmodulatorische Fahigkeiten, andererseits
wies vor allem dieln vitro-Provokation mit Dexamethason auf eine umweltbeding
Modulation des 1/Ty2-Verhaltnisses hin.

1 In vitro-Provokation
1.1 Durchflusszytometrische Detektion equiner T y1- und T 42-Zellen

Da posttranskriptionelle Prozesse Divergenzen #wiscdem Vorhandensein einer
bestimmten mRNA und der tatsachlichen Existenz sidgtokins hervorrufen kdnnen,
forderten KLEIBER et al. (2005) zur Bestéatigung vielfach in Studien gemesse
zytokinspezifischer mRNA eine direkte Analyse voytakinproteinen in der equinen BALF
COB-betroffener Pferde (85). Ergebnisse der Untdémgngen von KRUMM (2006)
unterstitzen diese Forderung: Anhand humaner PBM@ntk gezeigt werden, dass
Mykotoxin-induzierte Einflisse auf die mRNA-Syntkesir IFN+ und IL-4 nicht vollstandig

auf Proteinebene sichtbar werden. Wahrend die krgmi®n von mRNA far IL-4
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durch Mykotoxine stimuliert wurde, verminderte sgtattdessen die Sekretion des Zytokins
auf Proteinebene (87). Zur Beurteilung der Immuwant ist daher ein direkter
Zytokinnachweis sinnvoll. In diesem Sinn erfolgteder vorliegenden Arbeit die Detektion
equiner [{1- und T42-Zellen mittels Durchflusszytometrie. Als spezifie Markerzytokine
dienten IFNy fur Tyl- und IL-4 fur Ty2-Zellen. Um T1-Zellen von anderen, ebenfalls
IFN-y-produzierenden Zellpopulationen wie CBB-Zellen, yd-T-Zellen und NK-Zellen
unterscheiden zu kdnnen, wurde eine Doppelmarkiesam IFNy und CD4 durchgefihrt.
Dennoch zahlen in dieser Arbeit auch die IL-104ilden TeqZellen, die einen Anteil von
etwa 9 % der CD4IFN-y*-Zellen equiner PBMC bilden, zu der algIFZellen bezeichneten
Population (181, 183). Auf eine DoppelmarkierunghvéD4 und IL-4 wurde nicht nur
aufgrund methodischer Sachverhalte (s. Kap. 11),38ndern auch aufgrund einer geringen
Anzahl weiterer potentiell IL-4-bildenderZellpopulationen in equinen PBMC verzichtet.
Nach einer durchflusszytometrischen Analyse sindigleh etwa 5% der IL-10-
produzierenden equinenefZellen in der Lage, IL-4 zu bilden. Eine Doppelkiarung von
CD4 und IL-4 héatte gleichwohl diese Zellpopulatioicht vollstandig ausschlie3en kénnen,
da etwa 80 % der IL-10-produzierenden Lymphozytas @D4-Molekul auf ihrer Oberflache
tragen (183).

Die in dieser Arbeit festgestellten CBAnteile equiner PBMC unterscheiden sich von
jenen, die bereits 1991 im Leukozytenworkshop (644§ und spater von BENDALI-
AHCENE et al. (1995) (55,4 +2 %) sowie von AKENSal. (1997) (50,2-70,8 %)
beschrieben wurden (3, 10, 90). Die Mediumkontmlliediglich mit PMA und lonomycin
stimuliert, wiesen einen geringeren Anteil von 3hig 61,9 % bzw. 23,8 bis 56,5 % CD4
Zellen in den Vor- bzw. Hauptversuchen auf. Einkl&ung hierfur kénnte eine sowohl fir
humane als auch fiir equine PBMC beschriebene Raduzy der CD4-Expression auf der
T-Zelloberflache nach Exposition der Zellen gegemiPMA sein (14, 137, 195). Eine
4-stindige Inkubation equiner Lymphozyten bei 37@ PMA (100 ng/ml) flhrte in
Untersuchungen von ZHANGt al. (1994) zu einem Verlust von uber 75 % der CD4-
Molektle einer Zelle. Dieser Verlust war bei fotissitender Inkubation mit PMA innerhalb
von 24 Stunden reversibel (195). Nach Einwirkunmeeigeringeren, mit der in den eigenen
Untersuchungen eingesetzten Ubereinstimmenden Kboazen von PMA (25 ng/ml) wiesen
equine Lymphozyten ebenfalls nach 4-stindiger lakiobh mit einem durchschnittlichen
Anteil von 31,4 % (+ 5,1) 44 % weniger CDZellen im Vergleich zu unstimulierten PBMC
auf (181). Trotzdem ist die Verwendung von PMA &timulierung der Zytokinbildung von
T-Zellen essentiell (46, 53, 181). Fur die Doppekieaung von CD4 und IFN-wurde,
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basierend auf kinetischen Untersuchungen, einebatikansdauer mit PMA von 4 Stunden als
geeignet fur equine PBMC angesehen (181), welcieesigenen Untersuchungen bestatigen.

GUTMANN et al. (2005) wiesen einen Anteil von bis zu 20 % IFNZellen in
entsprechend stimulierten equinen Blutleukozyteohn2). 14 % IFN¢-Zellen adulter
Pferde wurden in einer weiteren Untersuchung vorEBRHNACH et al. (2006) nicht
Uberschritten (22). Eine weitere Diffenzierung dEN-y*-Population erfolgte in diesen
Untersuchungen jedoch nicht (22, 62). Eine ersgmal equinen Zellen durchgefihrte
Doppelmarkierung von CD4 und IFN-ergab deutliche individuelle Unterschiede in dem
Vorhandensein von {l-Zellen bei gesunden Pferden (18,1-47,2 %; n=%8).(éhnliche
Variationen der Anteile IFN--Zellen konnten sowohl in einer zweiten Studie (18% auch
in der eigenen Arbeit festgestellt werden. Mediuntkallen der Vorversuche wiesen 14,8 bis
30,7 % IFNy*-Zellen auf; 10,5 bis 22,9 % der gemessenen Zelen auRerdem positiv fur
CD4 und wurden demzufolge denIFZellen zugeordnet.

Trotz der von verschiedenen Autoren mehrfach hggtat Kreuzreaktivitat des anti-
bovinen IL-4-Antikorpers mit equinem IL-4 (53, 6526) erwies sich dieser Antikorper in
den eigenen Untersuchungen fur die Detektion vanneq IL-4-produzierendenyP-Zellen
als ungeeignet. {2-Zellen wurden stattdessen mit Hilfe eines von WWHER et al. (2006)
entwickelten anti-equinen IL-4-Antikdrpers detekti€l82). Wahrend die Anteile dery2-
Zellen in den eigenen Untersuchungen in einem Blreion 2,0 bis 15,8 % deutlich
schwankten, gaben WAGNE®& al. (2006, 2010) einen Bereich von 2 bis 8 % [l-Zllen
fur das Pferd an (181, 182).

Die im Vergleich zu den Vorversuchen jingeren Tweresen in den Hauptversuchen
sowohl einen niedrigeren Anteil an IFN- (7,7-23,3 %; Vorversuche 14,8-30,7 %) und T
Zellen (5,5-17,1 %; Vorversuche 10,5-22,9 %) alschauan T2-Zellen (2,0-6,4 %;
Vorversuche 8,7-15,8 %) auf. Basierend auf den lingsen von WAGNERet al. (2010),
nach denen Fohlen in einem Alter von drei Monateangjtativ weniger IFN¢ und IL-4 als
adulte Pferde bilden (181), kdnnte vermutet werdakags Pferde in einem Alter von zwel
Jahren ebenfalls keine ausgereifte Zytokinbilduregitzen. Da jedoch, wie BREATH-
NACH et al. (2006) zeigen konnten, die IFNProduktion ab einem Lebensalter von etwa
drei Monaten das Niveau von adulten Tieren errgi2f} und der Anteil IL-4-produzierender
Zellen in einer Untersuchung von HAMZ& al. (2008) nicht altersabhangig war (66), sind
vielmehr individuelle Faktoren als Ursache fur dedrige Niveau der gemessenen Zytokine
in den Hauptversuchen zu vermuten. Denkbar ist atr@hversuchsbedingte Reduzierung der

Zytokinbildung, da im Vergleich zu den Vorversuchdia Zellen nicht direkt im Anschluss
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an die Blutentnahme kultiviert werden konnten, sondstattdessen fur mehrere Stunden
transportiert werden mussten und somit die Zellertesen, potentiell schadlichen Einflissen
ausgesetzt wurden.

Ergebnisse dieser Arbeit deuten aul3erdem darautihsgs im Blut vorgefundene hohe
Anteile einer T-Zellart im Gegensatz zu lokal begten immunologischen Reaktionen (z. B.
pulmonal oder intestinal) nicht unbedingt mit eieatsprechenden Erniedrigung der jeweils
anderen Zellart einhergehen. So besal? Pferd B nn\Mieversuchen beispielsweise einen
hohen Anteil von 15,1 % jR-Zellen, jedoch mit 15,2 % keinen entsprechendirigen
Anteil an Ty1-Zellen. Eine genauere Aussage zur lokalgh/Ty2-Balance wéare nur durch
lokale Beprobungen moglich. Diese sind jedoch edéwmmtra vitamnicht durchftihrbar oder
mit hohem Aufwand und Belastungen flr das Tier uaden. Das Blut spiegelt dagegen die
Gesamtheit aller lokal spezifischen Immunreaktiongser und kann damit zur Beurteilung

des H1/Ty2-Verhaltnisses eines gesamten Individuums bemdaien.

1.2 Auswahl der Noxen und Konzentrationsbereiche

Mykotoxine begiinstigen die Polarisierung in Richtung eing2-Immunantwort und
demzufolge die Ausbildung von Allergien beim Mensch(117). Kenntnisse Uber die
Exposition von Mykotoxinen und deren Auswirkung al#s equine Immunsystem liegen
bislang nicht hinreichend vor. Es existieren jed@dwohl Hinweise auf eine potentiell
maogliche  Kontamination von  Futtermitteln mit  Schimlpilzen und deren
Stoffwechselprodukten als auch darauf, dass Anéigeimm Schimmelpilzen bei Pferden eine
Ty2-Immunantwort beginstigen und zur vermehrten Bigduon IgE und 1gG fiihren kénnen
(s. Kap. Il 3.1.3). Pilzsporen erwiesen sich dariibeaus als wichtige Toxintrager (124), so
dass bei einer maximalen Grof3e von 5 um auch eiylotoxikologische Belastung der
Atemwege denkbar ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine Kontation equiner Lymphozyten
mit Mykotoxinenin vitro durchgefuhrt. Basierend auf Untersuchungen an heam&BMC
fanden hierfir die Mykotoxine Gliotoxin und PatulinAnwendung, welche
konzentrationsabhangig yI/Ty2-Verhaltnisse und die zellulare Proliferation mioehen
kénnen (87, 102, 186). Wéahrend Gliotoxin bei hunmR8MC ab einer Konzentration von
31,25 ng/ml zu einer Minderung der vitalen Zelléihrte, wurde dies bei Patulin bereits ab
einer Konzentration von 3,9 ng/ml beobachtet. DeteA vitaler Zellen wurde durch Patulin
erst bei einer Konzentration von 2086 ng/ml auP®@eduziert, durch Gliotoxin bereits bei

einer Konzentration von 143,7 ng/ml. Gliotoxin idemzufolge verglichen mit Patulin
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zytotoxischer fir humane PBMC (87). Die eigenenebrgsse zeigen, dass Mykotoxine auch
auf equine PBMC zytotoxisch wirken. Gliotoxin redarze die Anteile vitaler Zellen ab einer
Konzentration von 22,2 ng/ml, Patulin ab 160 ng/mBereits darauf folgende
Konzentrationsstufen (Gliotoxin 33,3 ng/ml, PatuBRB0 ng/ml) ergaben keinerlei auswert-
bare Zellzahlen mehr. Konzentrationen, welche nereReduktion der Zellvitalitat um mehr
als 50 % fuhren, werden demzufolge sowohl fir @kot als auch fur Patulin bei equinen
PBMC im Vergleich zu humanen PBMC deutlich frihereiht. Proliferationsférdernde
Effekte auf humane PBMC, wie sie WICHMANS al. (2002) fur geringe Konzentrationen
der beiden Mykotoxine (Gliotoxin 0,3-1 ng/ml; Patul0,3-3 ng/ml) beobachtete (186),
konnten an equinen PBMC nicht nachvollzogen werd.jedoch die Zytotoxitat dieser
Mykotoxine auf equine Zellen im Vergleich zu humarl@BMC erhoht ist, ist ein eventuell
vorhandener, proliferationsférdernder Effekt in mfiadls niedrigeren Konzentrationen zu
erwarten. Diese wurden in der vorliegenden Arkedoch nicht getestet, wodurch ein solcher
Effekt von Mykotoxinen auf equine PBMC nicht ausgdessen werden kann.

In den Hauptversuchen zeigten sowohl Gliotoxin alsh Patulin einen starkeren
zytotoxischen Effekt, als es die Ergebnisse dew®i@uche erwarten liel3en. Die Beurteilung
des immunmodulatorischen Potentials von Mykotoxin@mnfolgte daher in den
Hauptversuchen basierend auf zwei (Gliotoxin) bemer (Patulin) Konzentration. Eine
Ursache fir die hohere Toxizitat konnte im Altetguschied zwischen den getesteten
Pferden der Vor- und der Hauptversuche liegen. Inmallen jingerer Pferde kénnten im
Vergleich zu jenen adulter Pferden sensitiver aafEInflisse von Mykotoxinen reagieren.
Daruber hinaus unterlagen die jungen Pferde bistamginem einzigen Umgebungswechsel,

was in einer geringeren Immunkompetenz ihrer Imrellez resultiert haben kénnte.

Pferde werdeim vivo ubiquitar mit_ LPSkonfrontiert. Neben der Bildung von LPS nach
Absterben gramnegativer Bakterien in der eigendrysiplogischen Darmflora, kénnen
Endotoxine regelmallig aerogen in Pferdestallen gewiesen werden (s. Kap. Il 3.2.1).
Obwonhl dartber hinaus eine atiologische Bedeutumy MPS an der Entstehung der COB
diskutiert wird (s. Kap. Il 3.2.1) und LPS auRRerdeviederholt inIn vitro-Studien zur
Stimulation verschiedener Zellarten eingesetzt wu(d@3, 76, 106, 119), fehlen bislang
Erkenntnisse zur Auswirkung von LPS auf dad/Ty2-Gleichgewicht von Pferden. In der
vorliegenden Arbeit wurde erstmals ein durchflussmetrischer Nachweis der
Zytokinexpression zur Charakterisierung der Immudutation nach Konfrontation equiner

PBMC mit LPS durchgefuhrt. Ein groRzligig gewahka&mzentrationsbereich sollte dabei
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maoglichst umfassend zeigen, ob und bei welchen &atnationen LPS einen Einfluss auf das
Tul/Ty2-Verhéltnis besal3. Zytotoxische Effekte von LP$ equine PBMC konnten nicht
beobachtet werden. Somit wurde in den Hauptversuckn Konzentrationsbereich
verwendet, der bei zwei der drei getesteten Pferdken Vorversuchen eine Reduktion des

Thl/Th2-Verhaltnisses hervorrief.

Dexamethasorindet regelméfRig Anwendung in der Therapie clecmer Atemwegs-
erkrankungen beim Pferd. Dabei werden vor allem afigphlogistischen Wirkungen von
Dexamethason genutzt. Obwohl Dexamethason auch msuppressives Potential zu-
geschrieben wird (92), werden die Auswirkungen @li€dubstanz auf die Zytokinproduktion
von T-Zellen in der Literatur kontrovers diskutiést Kap. 11 3.3) und sind beim Pferd bislang
unbekannt. Erstmals wurde in der vorliegenden Arbiee Konfrontation equiner PBMC mit
Dexamethasonin vitro durchgefuhrt. Der verwendete Konzentrationsberdighrte zu
vergleichsweise gering ausgepragten ReduktionenZeévitalitadt um maximal 30 % im
Vergleich zur Mediumkontrolle. Der parallel statdende Anstieg des Anteils der toten
Zellen in den eigenen Untersuchungen um das, elegii mit der Mediumkontrolle, maximal
5-fache deutet dennoch auf Dexamethason-induziafeptotische Vorgange in equinen
Lymphozyten hin, welche zuvor fur humane PBMC asshssen wurden: Selbst eine,
verglichen mit der in den Hauptversuchen verwemd&ieaximalkonzentration von 4 ng/ml
100-fach héhere Dexamethason-Konzentration riefier Untersuchung an humanen PBMC
lediglich ZelleinbuBen von<10 % hervor (71). Als Ursache hierfir kann neben
tierartspezifischen Differenzen auch ein unterstiidber Einfluss des Dexamethasons auf
verschiedene Entwicklungsstadien von T-Zellpopategn in Betracht gezogen werden.
Humane, naive T-Zellen werden im Vergleich zu auvsiffen T-Gedéachtniszellen wesentlich
starker durch Dexamethason in ihrer Proliferatiamibiert. 10° M (entspricht 4 ng/ml in den
eigenen Untersuchungen) Dexamethason reduzierispidlesweise in Untersuchungen von
NIJHUIS et al. (1995) die Proliferation naiver T-Zellen um 88 %ahrend sich T-
Gedéachtniszellen lediglich um 43 % vermindertenteressanterweise konnte diese
Suppression naiver T-Zellen durch Zugabe von 6hg?MA vollstandig aufgehoben
werden (121). Demzufolge kdnnte PMA auch in detiggenden Arbeit suppressive Effekte
des Dexamethasons auf naive, equine T-Zellen aaf Minimum reduziert oder gar
aufgehoben haben mit der Folge, dass die Suppresisp Zellproliferation tUberwiegend
durch bereits geprimte T-Zellen zustande gekommérewDartber hinaus kdnnten Zytokine

ausgereifter T-Zellen naive T-Zellen in der Zellkulfrihzeitig beeinflussen und somit die
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Empfindlichkeit der nicht separierten T-Zellpopuwat auf Dexamethason herabsetzen.
Unterstiitzend hierfur ist eine Beobachtung an hemadD4-T-Zellen, dass nach 6-tagiger
Zellkultur 99 % der kultivierten Zellen als T-Gedidigiszellen und lediglich 1 % der Zellen

als naive T-Zellen charakterisiert werden konntefd.

1.3 Immunmodulatorisches Potential der Noxen

Die Mykotoxine Gliotoxin und Patulinkbnnen humane PBMC sowohl auf

transkriptioneller als auch auf posttranskriptiéereEbene immunmodulatorisch beeinflussen.
Sie supprimieren die Sekretion deglispezifischen Zytokins IFN-starker als die desyZ-
spezifischen Zytokins IL-4. Geringe Konzentrationétliotoxin <10 ng/ml; Patulin
<3 ng/ml) riefen in Untersuchungen an humanen PBREEZUber hinaus neben einer
Suppression der IFM-Produktion sogar Steigerungen der IL-4-Sekreticgrver und
verstarkten so das4Z-gepragte Profil humaner PBMg vitro (87, 186, 187).

Die Provokation equiner PBMC mit Gliotoxin rief dum den eigenen Untersuchungen
in vitro eine starkere Suppression der Anteile FFNEellen im Vergleich zu jenen der 14
Zellen hervor. Resultat dessen war eine hoch gkgmfe Abnahme des yL/Ty2-
Verhéltnisses in den Hauptversuchen. Nerchitro-Provokation mit Patulin konnte hingegen
keine Alteration des Verhaltnisses der Anteile VBeN-y-bildenden T1- zu IL-4-bildenden
Ty2-Zellen beobachtet werden. Da beide Zellpopulatiosignifikant abnahmen, ist entgegen
den Ergebnissen an humanen PBMC von einer gleicige@Suppression dieser Zytokine
durch Patulin bei equinen PBMC auszugehen.

Dennoch weisen die Ergebnisse der Vorversuche fl&raudass equine (L-Zellen
nicht nur nach Exposition zu Gliotoxin, sondern launach Exposition zu Patulin
empfindlicher auf die Toxine alsyZ-Zellen reagieren. Wahrend die Anteile dgf-Zellen
bereits bei einer Patulin-Konzentration von 80 rigdbfielen, wurden Anteile deryR-Zellen
erst bei der folgenden Konzentrationsstufe supgrimiDa entgegen den Erwartungen
besonders Patulin in den Hauptversuchen einen estartotoxischen Effekt zeigte und
infolgedessen lediglich eine einzige Konzentrafiimdie statistische Analyse zur Verfigung
stand, sollten die Auswirkungen von Patulin auf eeiSuppression equiner IFN-
T-Zellpopulationen nochmals bei geringeren Konzgranen tberprift werden.

Eine Suppression oder gar Stimulierung der Zytakdoing in niedrigen, nicht
zytotoxisch wirkenden Konzentrationen der Mykotexkonnte zwar fir humane, aber nicht
fur equine PBMC gezeigt werden (87, 102, 186). Diabition der equinen J1- und T2-
spezifischen Zytokine erfolgte durch beide getestefToxine in bereits zytotoxischen
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Konzentrationsbereichen. Die Ursache dieser Ergedg ist in Analogie zu humanen
PBMC (186) wahrscheinlich auch bei equinen PBMC rel einem Absterben
immunkompetenter Zellen zu vermuten als in der \flede@rung der Zytokinproduktion einer
einzelnen Zelle an sich.

Equine wie humane gll-Zellen scheinen sensibler algZFZellen auf die Toxine zu
reagieren. Insbesondere tievitro-Provokation mit Gliotoxin flhrte zu einer Polaeging in
Richtung eines d2-Zytokinprofils mit einhergehender Abnahme ded/Ty2-Verhaltnisses.
Es ist daher anzunehmen, dass Mykotoxine aunchkivo bei Pferden immunsuppressiv

wirken, in dem sie Defizite in der Zytokinsekretiommunkompetenter Zellen verursachen.

Der Nachweis von IL-4 nach Inkubation mit LRSwies sich entgegen vorheriger
Ergebnisse von WAGNERt al.(2006), nach denen LPS-stimulierte equine PBMC Kei#
bildeten, als unproblematisch. Ursache fir die istta® mangelhafte IL-4-Produktion in
dieser Untersuchung ist vermutlich das Fehlen elinleibition der Zytokinsekretion (182).
Infolgedessen wuirde in Kultur produziertes IL-4 everert und stinde somit der
durchflusszytometrischen Messung nicht zur Verfiggudie Verwendung von Brefeldin A in
den eigenen Untersuchungen fihrte stattdessemeulahibiton der Sekretion der gebildeten
Zytokine, wodurch eine erfolgreiche Messung vordlinachin vitro-Provokation mit LPS
ermdoglicht wurde.

In den getesteten Konzentrationen besald LPS kaumummodulatorische Wirkungen
auf equine T-Helferzellen. Lediglich vereinzeltfrige Konfrontation mit LPS, basierend auf
einer Reduktion der Anteile deiyI-Zellen, einen Abfall desIL/Ty2-Verhaltnisses hervor.
Die Anteile der T2-Zellen blieben in der Regel durch LPS unbeeistlusDie
Empfanglichkeit equiner PBMC fur immunmodulatorisciffekte von LPS schiemm vitro
individuell unterschiedlich ausgepragt zu sein. Migrweise besalien diejenigen Pferde, bei
denen ein Abfall des{IL/Ty2-Verhaltnisses und damit eine Verschiebung deskiyprofils
in Richtung einer §2-Antwort beobachtet wurde, im Vorfeld der Untetsweg durch
Exposition zu LPS aktivierte dendritische Zellenduturch diese geprimte T-Zellen. Erst
nach Exposition zu geringen Konzentrationen von [B$-1 ng/ml) waren gegen Ovalbumin
sensibilisierte, murine dendritische Vorlauferzelia einer kirzlich veréffentlichten Studie
von PETERSet al. (2010) in der Lage, murine Lymphozyten zur Bildwun T,42-Zytokinen
anzuregen und dadurch eine allergische Reaktiorden Atemwegen der Mause zu
provozieren. Hohe LPS-Konzentrationen (10-100 ng/stimulierten interessanterweise

jedoch nicht die Bildung von jR-Zytokinen, sondern induzierten stattdessen eip&7-T
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Immunantwort (128). Ahnliches konnte bereits zudwrch EISENBARTHet al. (2002)
gezeigt werden. Inhalation von hohen LPS-Konzeioinah induzierte in Mausen eing,Ir
Immunantwort, wahrend geringe Dosen in Analogieden Ergebnissen von PETERSal.
(2010) ebenfalls zu eineryZ-Immunantwort fihrten (45). Individuelle Untersetie in der
Reaktion der PBMC verschiedener Pferde konnten demrauf einer unterschiedlichen
Sensibilitat fur LPS-Konzentrationen und deren Zzleil gegenlaufigen immunologischen

Wirkungen beruhen.

Auswirkungen von Dexamethasanf die Zytokinbildung von J1- und T42-Zellen des
Pferdes sind bislang unbekannt. GIGUERE al. (2002) konnten nach Inhalation von
Fluticason eine Verschiebung desyliTy2-Verhéltnisses in Richtung einer yIF
Immunantwort beobachten, die auf einer Abnahme HEgression von mRNA fur IL-4
beruhte (58). Inwieweit die Proteinexpression diedgokine durch Fluticason beeinflusst
wird, lasst diese Studie zwar offen, es konnte gadm einer Untersuchung an humanen
PBMC gezeigt werden, dass Fluticason ein hoch patdnhibitor der T,2-Zytokine IL-4
und -5 ist (174).

Geringe Konzentrationen von Dexamethason (0,044hIhgriefen in den eigenen
Untersuchungen eine hoch signifikante Abnahme sbweh Anteile der T1- als auch der
Ty2-Zellen hervor. Steigerungen der Konzentratiorigmtén zu keiner weiteren Suppression.
Da das T1/Ty2-Verhéltnis nicht signifikant beeinflusst wurdst eine recht gleichmaniige
Abnahme beider Zelltypen belegt. Ahnlich stark amsggte Suppressionen degl¥ und
Ty2-Zytokine konnten auch an humanen T-Zellen mehrfisstgestellt werden (20, 112,
158). Interessanterweise fuhrte Hydrocortison amdnen, Nickel-aktivierten PBMC zwar
ebenfalls zu einer gleichmafRigen Reduktion vei-T(IFN-y) und Ty2-Zytokinen (IL-5),
reduzierte jedoch dabei lediglich die Expression @hemokin-Rezeptoren degT-Zellen
(CCR10 und CXCR3). Rezeptoren deg2¥Zellen (CCR4) blieben unbeeinflusst (112).

Trotz dieser Beobachtungen wird der Einfluss vorucGtorticoiden auf humane
T-Zellen kontrovers diskutiert (s. Kap. 1l 3.3). b konzentrationsabhangigen Abnahmen
humaner T[1- (IFN-y) und Ty2-Zytokine (IL-4) (20, 52, 112, 158) wurden sowohl
Glucocorticoid-induzierte J1l-gepragte (86, 149, 158, 174) als augl2-gepragte (35, 52)
Zytokinprofile beschrieben. Unklar ist jedoch, ief@rn methodische Unterschiede in der
Durchfuhrung der Stimulation von T-Zellen (mitté&itogenen, monoklonalen Antikdrpern
oder Antigenen)n vitro die Zytokinexpression dieser Zellen modulieremeEvergleichende

Interpretation der Daten der verschiedenen Studtedaher erschwert (20).
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Eine weitere denkbare Ursache der divergierendetersinchungsergebnisse kdnnte
eine vom Entwicklungsstand der T-Zelle abhangigeabte Zytokinexpression sein. In einer
Studie von BRINKMANNeEet al. (1995) induzierten Glucocorticoide in ausgereifiedellen,
welche sich aus naiven CBZ-Zellen humaner PBMGn vitro weiter differenzierten, eine
gesteigerte IL-4- und IL-10-Synthese. Gleichzedrfplgte eine Suppression von IRNind
IL-5. Dagegen reagierten direkt aus humanen PBM@rserte T-Gedéachtniszellen mit einem
nahezu vollstandigen Abfall (80-98 %) der IL-4-;3L und IL-10-Synthese. Selbst eine 100-
fach gesteigerte Konzentration der Glucocorticdidente die IFNy-Produktion lediglich um
maximal 50 % reduzieren. Die untersuchten T-Zellpatponen exprimierten beide CD45R0,
einen Marker fiur T-Gedachtniszellen. Aufgrund deentischen Phanotyps der Zellen
folgerten die Autoren, dass die T-Gedachtniszeahevivo zusatzliche Signale erfahren haben
mussten, die unterschiedlich ausgepragte Zytokiigrwervorriefen (23).

Monoklonale Antikorper zur Identifizierung von egam CDA45 fehlen bislang (25,
103). Eine durchflusszytometrische Unterscheidungreer PBMC in naive T-Zellen und T-
Gedéachtniszellen bei Pferden ist somit noch nichtoglmh. Unterschiedliche
Empfanglichkeiten der verschiedenen Entwicklungista von T-Zellen fir suppressive
Einflisse von Glucocorticoiden und daraus reswdtide variierende Zytokinmuster sind
jedoch auch fir equine T-Zellen denkbar. Variatioria den Verhaltnissen naiver zu
geprimten T-Zellen kdnnten ferner das Vorhandenselividueller Unterschiede erklaren.

Darlber hinaus bleibt zu bedenken, dass die Urdleusigen Gberwiegend an PBMC
und damit an gemischten Zellpopulationen erfolgtdeben einem damit einhergehenden
variablen Verhaltnis von naiven zu geprimten T-&ellsind mogliche Effekte von
Glucocorticoiden auf andere Zellarten nicht ausiglessen. Folglich ist auch eine
Beeinflussung der zu messenden Zytokinproduktiomcldudiese Zellpopulationen und
divergierende Ergebnisse sowohl zwischen einzelhatividuen als auch zwischen
Untersuchungen denkbar.

Hydrocortison stimuliert in sehr geringen Konzetitnaen (10'°-10° M) die Bildung
von IL-4 durch humane R-Zellen (158). Trotz Verwendung entsprechender
Konzentrationen konnte eine solche Stimulierung éguinen T-Zellen in den eigenen
Untersuchungen durch Dexamethason nicht beobawbktelen. Eine Erklarung hierfur bietet
neben tierartspezifischen Differenzen die unteestlithe Wirkungspotenz beider
Glucocorticoide. Dexamethason besitzt im VerglaatHydrocortison ein um den Faktor 2,2
gesteigertes immunsuppressives Potential (92). kzu auf das Vermogen, die

Reaktionsfahigkeit von T-Zelleim vitro zu supprimieren, sind Konzentrationen vor® M
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Dexamethason (entspricht 4 ng/ml in den eigeneredrdathungen) genauso wirksam wie
doppelt konzentriertes Hydrocortison (112). Vorséi@ Hintergrund ist daher denkbar, dass
auch Dexamethason wie Hydrocortison stimulierebdtglisse auf die Produktion von
equinen T2-Zytokinen besitzt, diese jedoch in weitaus ngeitn Konzentrationen zu

erwarten sind.

1.4 Reproduzierbarkeit der In vitro-Provokation

Wie die eigenen Untersuchungen zeigen, variierea demessenen yI/T,2-
Verhéltnisse bei Einzeltieren, wenn sie anhand Rasben bestimmt werden, die in einem
Abstand von sieben Wochen gewonnen werden. Ext@dmewelt), aber auch interne
(Gesundsheitszustand, Alter) Faktoren erfordera situative Adaptation des Immunsystems.
Neben der Art des verwendeten Einstreumaterial&dp. V 2) sind weitere Faktoren wie
Stress, Temperaturunterschiede oder auch UV-Ehlstrg in der Lage, das yI/Ty2-
Gleichgewicht eines Individuums zu beeinflussen, (885, 144). Dagegen deuten die
Ergebnisse des einzigen, innerhalb eines kurzetrazienes (24 h) wiederholt gemessenen
Pferdes (Pferd A, Vorversuche) darauf hin, dasbdasgndere nach Konfrontation mit LPS
und Dexamethason reproduzierbard/My2-Verhéltnisse erzielt werden kdnnen.

Die verwendete Methode eignet sich somit wenigediéignostische, sondern vielmehr
fur experimentelle Fragestellungen, bei denen egté&inflisse auf das Immunsystem durch
Gruppenmittel nachgewiesen werden sollen. Aussagéer den Immunstatus von
Einzeltieren kdnnen hingegen bei wiederholter Bbpng von Tieren und
dementsprechenden Verlaufskontrollen getroffen emrd

2 Einfluss der Einstreu

Externe Einflisse der Umwelt bestimmen maRgebliehRkifung eines individuellen
Immunsystems und damit dessen Fahigkeit, dauedd@ijuat auf diese Reize reagieren zu
konnen. Direkt aus peripherem Blut gewonnene aegtgerT-Zellen bildeten z. B. durch
friheren Antigenkontakt nach Restimulieruimgvitro ein anderes Zytokinmuster aus als
T-Zellen, die aus naiven T-Zellen kultiviert wurdend deren primarer Antigenkontakt in
Kultur stattfand (23). Im Rahmen der eigenen Unielnsngen sollte daher exemplarisch
anhand von verschiedenen Einstreumaterialien gétestrden, ob ein Einfluss dieses flur
Pferde externen Umweltfaktors auf dagliTy2-Verhaltnis durch didn vitro-Provokation
festzustellen ist. Die Ergebnisse belegen eineartigrexistierenden Einfluss auf das equine

Immunsystem. Ein signifikanter Einfluss der Eingteaf die Mediumkontrollen konnte nicht
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festgestellt werden. In Bestatigung der Arbeitshigpse liel3 erst die Zugabe von Noxen
einen von dem verwendeten Einstreumaterial abhangigtatistisch nachweisbaren Effekt
auf das T;1/Ty2-Verhaltnis der Pferde zu. Nach 7-woéchiger Verwergdder Einstreu Spéne
konnten sowohl nach Konfrontation equiner PBMC RS (p=0,02) als auch mit
Dexamethason (p=0,01) schwach signifikante Anstigége Tq1/Ty2-Verhaltnisse induziert
werden. Diese Polarisierung in Richtung eingd-Zytokinprofils beruhte in beiden Fallen
auf einer Abnahme der Anteile depZFZellen. Der externe Einfluss der Einstreu Spane
scheint demnach die Bildung degZFZytokins IL-4 zugunsten eineryI-Immunantwort
herabzusetzen. Diese Beobachtung geht mit der g&er tierarztlichen Empfehlung
konform, Pferde mit Symptomen einer COB zur Redurig der Staubexposition auf Spane
anstatt auf Stroh aufzustallen.

Die Dissertation von FRANZ zeigte, dass sich dagokipprofil von aus COB-
Patienten gewonnenen BALF-Zellen von einem zunadhg-gepragtem Muster nach
Therapie dieser Pferde in eimIFgepragtes Profil wandelt. Das Verhaltnis zwischex-y*-
und IL-4-Lymphozyten aus der BALF stieg bei den meistenrdefie posttherapeutisch
signifikant an. Die therapeutischen MalRnahmen [adieten je nach Therapiegruppe
entweder eine 7-tagige Applikation von Clenbuteb®mbrexin und Dexamethason oder eine
im 2-tagigen Abstand durchgeflihrte, ebenfalls inage sieben Tage andauernde Laser-
akupunktur. Neben Inhalation mit Emser Sole wurdearider hinaus das
Haltungsmanagement samtlicher therapierter Pfeedieegsert (Aufstallung in gut belufteten
Boxen mit einem Spane/Torf-Gemisch, Fltterung vassem Heu). Interessanterweise
konnten keine statistischen Unterschiede zwischem Therapiegruppen ermittelt werden
(53). Die Veranderung des Zytokinmusters in Richtemes T1-Zytokinprofils muss daher
auf einem beiden Gruppen gemeinsamen Faktor berulmerAnbetracht der eigenen
Ergebnisse scheint hierfiir die Vermeidung staubegi¢-uttermittel und Einstreumaterialien
am wahrscheinlichsten zu sein. Das géangige Vorgemestudien, Pferde zur Provokation
einer COB fur mehrere Wochen in schlecht beluftesetnoheingestreuten Stallen aufzustallen
und ihnen Schimmelpilz-belastetes, trockenes Hewertiittern, unterstitzt diese Ansicht
ebenso, wie die Tatsache, dass Weidehaltung zursRiem klinischer Symptome fuhrt (37,
75, 141). Bereits Staubvermeidung durch Managempénieerungen bewirkt bei COB-
betroffenen Pferden eine Verbesserung der Klintk amch der Lungenfunktion (37, 75, 170).
Die Umstellung eines einzelnen Pferdes auf Sparmk Heucobs fuhrte trotz fortgesetzter
Stroheinstreu und Heufitterung in benachbarten Bdvezeits innerhalb der ersten Woche zu

signifikanten Verbesserungen der Atemwegsfunktiondiese konnten durch eine
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anschlieBende, vierwOchige Weidehaltung dieser eTiereiter gesteigert werden (75).
Zusammen mit der Beobachtung, dass eine orale Kgijgin von Prednisolon zu keinen
weiteren Verbesserungen der Atemwegsfunktionentdifif5), werden hierdurch indirekt
eigene Erkenntnisse eines positiven Einflussesr eB@ine-basierten Einstreu auf das
Immunsystem des Pferdes bestatigt.

Staub ist eine Sammelbezeichnung fur in der Atméasphierteilte, feste Partikel, deren
Zusammensetzung in Tierstallen vor allem durch @oekie Futter, Fakalien, Pilzen, Pollen,
Insekten oder Mineralien bestimmt wird. An Staultigain haften Bakterien, Pilze, Viren,
Milben oder auch Protozoen, wodurch Staub eine érfagktion zukommt (153). Nach
Verwendung der Einstreu Spéane ist nicht nur dialéoPartikelkonzentration, sondern auch
die Fraktion lungengangiger Partikel im Vergleictr Zinstreu Stroh deutlich reduziert
(s. Tab. 3 in Kap. Il 3.2.1). WOOD& al. (1993) konnten dariiber hinaus eine signifikante
Zunahme von Aeroallergenen (u.Aspergillus fumigatysnach herkémmlicher Aufstallung
(Stroh/Heu) im Vergleich zu einem staubarmen Hagssystem (Spane/pelletierte Fitterung)
feststellen. Zudem belegen Messungen dieser Agrejipe, die mittels eines ,Personal
Samplers® tiergebunden erfolgten, dass die Pakitkelentrationen am Tier nach
Verwendung von Stroh um ein Vielfaches (Gesamtpalrii-fach, lungengéngige Partikel 21-
fach) hoher liegen als bei stationdren MessungerStdlluft. Partikelkonzentrationen nach
Verwendung von Spanen sind hingegen sowohl amalsesiuch im Stall vergleichbar und im
Vergleich zu Stroh insgesamt vermindert. Tatsabhlierden bei direkten Messungen am
Tier nach staubarmer Haltung lediglich 3 % des rremkommlicher Aufstallung gemessenen
Staubgehaltes erreicht. Dies trifft sowohl fur d&esamtgehalt als auch fur die
lungengangige Fraktion des Staubes zu (191). Ergmbndes Projektes, welches zur
Untersuchung der Luftqualitat zeitgleich zu deneegn Beprobungen auf dem Geléande des
vTl in Braunschweig durchgefuhrt wurde, bestatigemherige Untersuchungen. In einem
Zeitraum von jeweils sieben Wochen betrug der disaichittliche Gehalt an Partikeln <10 pm
nach Verwendung von Stroh 54,9 ud/mmd unterschied sich damit signifikant von der
Partikelkonzentration nach Verwendung von Spaneh4(Rg/mi). Die Verwendung von
Strohpellets filhrte zu den niedrigsten, durchsdioiien Partikelkonzentrationen
(24,6 ug/m) (177).

Neben Endotoxinen sind auch Pilzsporen im Stauthweisbar. Pilzsporen sind
wichtige Toxintrager fur Schimmelpilzarten WAespergillus fumigatusderAspergillus niger
(124). Da sowohl Pilzsporen als auch Endotoxinalen lungengangigen Bestandteilen des

Staubes (<5 um) zéahlen konnen, sind nicht nur tdadische Belastungen der Atemwege,
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sondern auch immunmodulatorische Effekte dieserffé&Stalenkbar (153). Vor dem
Hintergrund hoherer Partikelkonzentrationen durdiols bleibt zu vermuten, dass die in
dieser Arbeit untersuchten Pferde nach Verwendueged Einstreumaterials im Vergleich zu
Spénen starkeren Belastungen von immunmodulatems@ubstanzen ausgesetzt wurden.
Resultat ware demnach einZFgepréagtes Zytokinprofil der Tiere.

Obwonhl die Verwendung von Strohpellets in den Bsamlmveiger Untersuchungen die
niedrigsten Partikelkonzentrationen hervorrief, ikenin den eigenen Untersuchungen zwar
ein schwach signifikanter Unterschied degl/Ty2-Verhaltnisses zu Spénen, aber nicht zu
Stroh beobachtet werden. Ein mikrobiologisches Nwimg der Einstreu nach sieben
Wochen ergab, dass Spéne im Vergleich zu den beidéeren Einstreumaterialien nicht nur
die niedrigste Gesamtkeimzahl (1,1 X IKbE/g Spane versus 5,9 x*1BbE/g Stroh und
3,0 x 10 KbE/g Strohpelletssondern auch mit Abstand den geringsten Gehalchim@nel-
pilzen (2,9x 16 KbE/g Spane versus 1,1 x’1(KbE/g Stroh und 6,1 x 20KbE/g
Strohpellets) aufwies (177). Die qualitative Zusasnsetzung der lungengéngigen
Staubpartikel scheint demnach eine bedeutenderée Rhsichtlich des Einflusses der
Einstreu auf das J/Ty2-Verhéltnis zu spielen als die quantitative Aufmah von
Staubpartikeln bei der Respiration. In Bestatigdieger Annahme weist die BALF gesunder
Pferde nach 45-tdgiger Verwendung von Spanen webegii mit Stroh eine hohere
Gesamtpartikelkonzentration auf. Trotzdem wurdéhnnéerwendung von Stroh neben einem
hoheren bakteriellen Gehalt auch ein hoherer myisbher Gehalt (Schimmelpilzsporen, vor
allem Aspergillus spp. in der BALF festgestellt. Da der lungengangigetelin beider
Einstreuarten mindestens 90 % der gesamten geneesBamtikel betrug, wurde ein Einfluss
der inhalierten Partikel auf die Zellzusammensegzder BALF nicht ausgeschlossen (50).

Es bleibt auRerdem zu bedenken, dass nicht nuZudiammensetzung der Mikroflora
sich zwischen Substraten erheblich unterscheidan.Kas wére ebenfalls mdglich, dass die
Quantitdt der Bildung von Toxinen durch Bakteriedeo Schimmelpilze vom dem
verfigbaren Substrat beeinflusst wird.

Untersuchungen von ALENIU®t al. (2009) zeigten, dass Hausstaub bei Mausen,
denen Uber einen Zeitraum von drei Wochen zweiméthentlich Staubsuspensionen
inhalativ verabreicht wurden, eingd-Immunantwort ausloste. Inhalation von Stallstaeb
hingegen eine Jl-Immunitat hervor. Analog hierzu fuhrten humanendritische Zellen
nach Exposition zu Stall- bzw. Hausstanlvitro zur Generierung vongll- bzw. T32-Zellen.
Eine Analyse der beiden Staubarten ergab, dasktStdd trotz eines ahnlichen Keim- und

LPS-Gehaltes eine wesentlich héhere bakterielldfalieals Hausstaub besalR. Das daraus
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resultierende grofRere Angebot an antigenen Kompenerstimuliere laut Autoren
dendritische Zellen zur Ausbildung einefIFimmunitét (4). Eine hohe bakterielle Diversitat
des Stallstaubes, dem die getesteten Pferde expw@een, sowie ein daraus resultierendes
Tyl-Zytokinprofil kénnten somit auch fur die eigen&lmtersuchungen zu erwarten sein.
Demnach missten Spane eine hohere mikrobielle altiekls Stroh und Strohpellets
aufweisen, um den festgestellten, signifikanten tikgs des T,1/Ty2-Verhaltnisses
hervorrufen zu kénnen. Genaue Analysen der mikhebi&Staubzusammensetzung wurden in
der aktuellen Studie nicht vorgenommen. Die von NLES et al. (2009) analysierten Staube
basierten allerdings auf Proben, die sich in eetdm@nden Gebauden von etwa zehn Jahren
angesammelt haben (4). Diese Art von Stallstauweifche sicherlich auch in Scheunen von
Pferdestallen existieren, ist jedoch im Vergleich pnen Staubpartikeln im direkten
Einatembereich vermutlich fur die inhalative Belsxg} des Respirationstraktes von Pferden
weniger relevant. Dariiber hinaus lassen auch tsgezifische Differenzen eine Ubertragung
der Studie auf das Pferd fraglich erscheinen. Neeer in der murinen BALF festgestellten
Eosinophilie als Hinweis auf eine pZ-gepragte Immunantwort interpretierten
ALENIUS et al. (2009) eine durch Stallstaub induzierte Neutrophiind Lymphozytose in
der BALF als praventive MalRBnhahme des Korpers gegiaa Allergieentwicklung. Beim
Pferd ist eine Eosinophilie in der BALF jedoch riichit einer erhdhten IL-4-Transkription
verbunden (139). Stattdesssen ist die akute PhaseC@B sogar von einer massiven
Neutrophilie in der BALF begleitet, ohne jedochesty mit der Ausbildung eineryI-
Immunantwort verknipft zu sein (s. Kap. 1l 2.1).

In der vorliegenden Arbeit riefen nach Spé&ne-bssieEinstreu LPS und Dexa-
methason, nicht aber die Mykotoxine Gliotoxin urattin eine Verschiebung des /T, 2-
Verhéltnisses in Richtung einepI-Immunantwort hervor. Obwohl in der eigenen Arlmeit
die Provokation mit Gliotoxin nachweislich dag1ITy2-Verhaltnis verminderte, ist nicht
auszuschliel3en, dass die Konfrontation mit Mykateriin vitro den Ty1-fordernden Effekt
von Spéanen im Nachweissystem Uberdeckt hat.

3  Schlussfolgerungen und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war esn vitro eine Bedingung zu finden, die dasliTy2-Verhaltnis
beim Einzeltier reprasentativ widerspiegelt. Edts@inerseits anhand einer Einzelblutprobe
eine maoglichst genaue Aussage uUber die ImmunlagePferden getroffen und andererseits
ein potentieller Einfluss eines exemplarisch gev&ithéxternen Umweltfaktors auf das equine

Immunsystem nachgewiesen werden. Da der Zytokingehdlut von Pferden als zu gering
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eingeschéatzt wurde, um individuelle Unterschiedéden T,1/Ty2-Verhéltnissen nachweisen
zu kénnen, wurde davon ausgegangen, dass equinghiogyten erst nach Konfrontation mit
einem immunmodulatorisch wirkenden Stoff ein spseifes Zytokinprofil ausbilden. In
Bestatigung dieser Annahme konnte erst die Zugaba W©NWoxen einen statistisch
nachweisbaren Effekt des Einstreumaterials auf da&/Ty2-Verhaltnis der Pferde
hervorheben.

Dexamethason, gefolgt von LPS, scheint hierfiir gden getesteten Noxen am besten
geeignet zu sein. Gliotoxin und Patulin besitzerdém getesteten Konzentrationen eine zu
hohe Zytotoxizitat fir equine PBMC, so dass siahBEmsatz zur Erfassung experimenteller
Einflisse im Feld weniger eignet. Dennoch sollte dex Wahl der Noxen fur dién vitro-
Provokation deren immunmodulatorisches Potentialidksichtigt werden. Wird z. B. im
Rahmen einer Studie die Pradisposition von PfemlenCOB getestet, sollten hierflr auch
die Mykotoxine in Betracht gezogen werden. Das AafSnder induzierten jR-Antwort
konnte dann als Mal3 fur eine schon bestehende fHessiung gegeniiber Mykotoxinen
dienen und stinde mdoglicherweise mit der indivitirel Entwicklung einer COB in
Zusammenhang.

Generelle Einflisse auf das equine Immunsystememassch durch Analysen von
Gruppendynamiken mit Hilfe deln vitro-Provokation bestimmen. Um die Aussagekraft
dieser Methode auf das Einzeltier zu erweiternd sjadoch engmaschige, kinetische
Untersuchungen zur Uberprifung der Reproduzierltagiezelner T,1/Ty2-Verhaltnisse
zwingend erforderlich. Dabei sollten Grenzwerte Tyd- und Ty2-gepragte Zytokinprofile
bestimmt werden, um den Einsatz als praktikablesagbostikum fur spezifische
Immunantworten beim Pferd zu sichern. Vergleicldistuan Patientenmaterial vor, wahrend
und nach Kliniksaufenthalten unterstitzten einectsolEvaluierung und kénnten darlber
hinaus Erkenntnisse Uber die Anpassungsfahigksitrdenunsystems von Pferden vermitteln.

Die gquantitative Bestimmung tatséachlich vorhandetyokine mit Hilfe derin vitro-
Provokation stellt eine methodische Erleichteruag tnter Berticksichtigung der jeweiligen
Fragestellung kdnnen Erkenntnisse der immunologiscReaktionen bei Pferden kinftig
nicht nur basierend auf Erforschung lokaler Zellgaponen (z. B. Gewinnung der BALF zur
Erforschung der COB), sondern auch aus Blutuntbrsugen gewonnen werden.

Den Schlussfolgerungen von CLEMENES al. (2007), dass die Wahl des Raufutters
der Wahl der Einstreu zur Reduzierung der lungegigé@m Staubpartikelfraktion (Reduktion
um 60-70 % bei Umstellung von Heu auf Heulage \@rReduktion um 23-32 % bei

Umstellung von Stroh auf Spane) im Hinblick auf cispiratorische Gesundheit vorzuziehen
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ist (30), kann basierend auf den eigenen Ergebmisse bedingt zugestimmt werden. Die
Wahl der Einstreu dient nicht nur der Vermeidungglengangiger Staubpartikel, sondern
fordert dartber hinaus nachweislich Zytokinprofildie mit der Heilung chronischer

Atemwegserkrankungen in Verbindung gebracht werddmn.Weidehaltung oder die Gabe
staubfreien Raufutters zu einer weiteren Steigedex) |1/Ty2-Verhaltnisses fuhrt, misste

in zukunftigen Studien geklart werden. Aus den eggeUntersuchungen lasst sich folgern,
dass hierfur dién vitro-Provokation mit Dexamethason in einer Konzentration 0,04 bis

4 ng/ml, gefolgt von dein vitro-Provokation mit LPS in einer Konzentration von Qi@

250 ng/ml am besten geeignet sein durfte.
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VI Zusammenfassung

Das T41/Ty2-Gleichgewicht ist entscheidend an der Entwicklugiger adaquaten
Immunantwort beteiligt. Eine Stérung dieses Gleakights ist auch beim Pferd mit der
Genese von Erkrankungen wie z. B. dem Sommerekazburmden, dessen symptomatische
Phase von einer uberschie3endg2-Tmmunantwort begleitet wird. Die Vermutung, dass
auch die Chronisch Obstruktive Bronchitis (COB) édsrdes auf einer vermehrten Bildung
von Ty2-Zytokinen beruht, wird kontrovers diskutiert. DAefklarung der Pathogenese dieser
bedeutenden Pferdekrankheit wird dadurch erschwddss bislang ein einheitlich
einsetzbares System zur Bestimmung deg8T2-Gleichgewichts fehilt.

Die vorliegende Arbeit folgte der Hypothese, dassd@rchin vitro-Provokation equiner
Lymphozyten mit verschiedenen Noxen und anschlid&endurchflusszytometrischer
Quantifizierung von Zytokin-bildenden T-Zellpoputaien moglich ist, eine maoglichst
genaue Aussage uber das individuell@/Ty2-Verhaltnis und damit Gdber die Immunlage von
Pferden anhand einer Blutprobe treffen zu kdnnen.

Als Noxen fanden neben den Mykotoxinen GliotoxinduRatulin auch LPS und
Dexamethason Anwendung. Jede einzelne Noxe wusd@raltotyp flr potentiell immun-
modulatorisch wirkende, exogene Einflussfaktorehd®s equine Immunsystem ausgewahlt.
Mittels Dichtezentrifugation (Ficoll-Pagfip isolierte, periphere mononukledre Blutzellen
(PBMC) wurden mit den jeweilig eingesetzten Noxén 20 Stunden und flir weitere vier
Stunden zusatzlich mit Phorbol-12-myristat-13-ac€RMA), lonomycin und Brefeldin A
inkubiert. Danach erfolgte die durchflusszytometiss Quantifizierung von CDAFN-y*-
(Tul-) und von IL-4- (Ty2-) Zellen, deren Anteile die Grundlage fir die &dmung des
Tul/Ty2-Verhaltnisses bildeten.

In Vorversuchen an drei klinisch gesunden, adulierden wurden zunachst
Konzentrationsbereiche ermittelt, in denen Noxegegsche, immunmodulatorische Effekte
auf die Ty1/Ty2-Verhaltnisse der Pferde am deutlichsten in Eiigcimg traten. Dies war fur
Gliotoxin ein Bereich von 11,1 bis 25 ng/ml, furtélan ein Bereich von 62,5 bis 250 ng/ml,
fur LPS ein Bereich von 10 bis 250 ng/ml und furxBmethason ein Bereich von 0,04 bis
4 ng/ml. In den Hauptversuchen wurde dieses Tdstsysangewandt, um potentielle
Einflisse eines exemplarisch gewahlten, externen weltfaktors (unterschiedliche
Einstreumaterialien) auf dasyT/Ty2-Verhéltnis im equinen Immunsystem nachzuweisen.
Hierfir wurde eine Gruppe von sechs gesunden Waitstbten in einem Alter von zwei

Jahren beprobt, welche in einer Mehrraum-Auslatidingl gehalten wurden. Die Einstreu des
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Ruhebereiches wurde in einem Abstand von sieberh®foeon Weizenstroh zu Holzspénen
und anschlieend zu Strohpellets gewechselt. Jewahige Tage vor Ende einer jeden
Periode erfolgte die Blutentnahme.

Jede der verwendeten Noxen besalditro immunmodulatorische Féhigkeiten. Die
In vitro-Provokation mit Gliotoxin rief eine auf Suppressider T1-Zellen basierende
Polarisierung equiner PBMC in Richtung eineg2-Zytokinprofils hervor, wahrend die
In vitro-Provokation mit Patulin lediglich in den Vorverbignh eine Tendenz in diese
Richtung zeigte. Die Inhibition der equinepIFZellen erfolgte durch beide getesteten Toxine
in bereits zytotoxisch wirkenden Konzentrationshodren. Die Empfanglichkeit equiner
PBMC fur immunmodulatorische Effekte von LR® vitro schien unterschiedlich stark
ausgepragt zu sein. Lediglich in Einzelfallen kenain auf einer Reduktion depI-Zellen
beruhender Abfall desylL/Ty2-Verhaltnisses beobachtet werden, wahreg2idellen in der
Regel durch LPS unbeeinflusst bliebén.vitro-Provokation mit Dexamethason fihrte zu
einer gleichmafigen Abnahme sowohl von Anteilenet- als auch der 2-Zellen, ohne
Auswirkungen auf dasgll/Ty2-Verhéltnis zu besitzen.

Mit Hilfe der In vitro-Provokation konnte wéhrend der Hauptversuche gererden,
dass die Art des verwendeten Einstreumaterialsrgikmas 11/Ty2-Verhaltnis von Pferden
beeinflussen kann. Fur den Nachweis eignet sidiesmndere dign vitro-Konfrontation mit
Dexamethason, gefolgt von LPS. Nach Verwendung &pénen konnten schwach
signifikante Anstiege der gll/Ty2-Verhaltnisse festgestellt werden, die auf einbn@hme
der Ty2-Zellen beruhten. Gliotoxin und Patulin besallengégen in den getesteten
Konzentrationen eine zu hohe Zytotoxizitat fiur egpiinen PBMC der 2-jahrigen Stuten.

Bestimmungen equineryI/Ty2-Verhaltnisse sind anhand einer Blutprobe mitéHiés
angewandten Testsystems moglich. Engmaschige, idéhet Untersuchungen zur
Uberprifung der Reproduzierbarkeit individuellery14T2-Verhaltnisse sind jedoch
zwingend erforderlich, um die Eignung der Methods praktikables Diagnostikum zu
sichern. Durch Analyse von Gruppendynamiken komntieser Arbeit ein positiver Einfluss
der Einstreu Spéne zugunsten eings-gepragten Zytokinprofils bei Pferden gezeigt veerd
Die Wahl der Einstreu dient demnach nicht nur deernveidung lungengangiger
Staubpartikel, sondern fordert dartber hinaygl-Zytokinprofile, die mit der Heilung

chronischer Atemwegserkrankungen in Verbindung @giirwerden.
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VII Summary

A balanced activity of 1 and T2 committed lymphocytes is essential for the
development of adequate immune responses. Inaufpl/Ty2 dysbalance forms the centre
of the pathogenesis of several equine diseasethieasymptomatic stage of the insect bite
hypersensitivity (sweet itch) which is accompanieg an excessive jR reponse. The
presumption of an increased production @f2Tcytokines during the course of recurrent
airway obstruction (RAO) of the horse is discussedtroversially. Standardised systems for
determination of equineyll/Ty2 ratios are currently lacking, a major obstacleunveiling
the pathologic processes of this common equinasiése

This doctoral thesis challenged the hypothesist gravocationin vitro of equine
peripheral blood lymphocytes with different subsem allows evaluating the individual
Tu1/Ty2 balance and thus gives insights into the immuseis of a single horse.

Two mycotoxins, Gliotoxin and Patulin, as well 883 and Dexamethasone were used.
Each substance represents environmental or iatiofgetors that horses are exposed to and
that are potentially capable of modulating the equimmune response. Density gradient
centrifugation was used to obtain peripheral moetear blood cells (PBMC). Cells were
incubated with each of the four substances for @ird) followed by another four hours of
incubation with Phorbol-12-myristate-acetate (PMAQnomycin and Brefeldin A. Flow
cytometric analysis was performed to analyse TBM-y* (Thl) and IL-4 (Th2)
populations. This single cell analysis formed thsib for the calculation ofyL/Ty2 ratios.

In the first part of the investigation, blood saewlof three clinically healthy horses
were used to determine substance-specific cond¢emtireanges for the modulation of the
Tyl/Ty2 balance. Ranges established were 11.1-25 ngmtliotoxin, 62.5-250 ng/ml for
Patulin, 10-250 ng/ml for LPS, and 0.04-4 ng/ml eéxamethason. In a second series of
experiments this testing system was applied to iirpaential influences on the equine
Twl/Ty2 balance of different bedding materials, an emvitental variable of known impact
on the clinical condition of RAO horses. For thigeriment a group of six healthy, two year
old warmblood mares was tested. Every seven wéekisddding material was replaced (from
straw to wood shavings to straw pellets). A bloadchple was taken from each horse a few
days before the end of these periods.

Each substance used in the experiments had an iexmalulatory activityin vitro.
Incubation with Gliotoxin induced a polarisation efuine PBMC towards a2 cytokine

profile based on a suppression aflTcells. In vitro-provocation with Patulin showed a
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similar tendency in the first part of the investiga only. Inhibition of |1 cells by both
mycotoxins was accompanied by cytotoxic effectse Blsceptibility of equine PBMC to
LPS varied individually. A reduction of the;I/Ty2 ratio based on a decline ofII'cells was
observed in some casessZTcells remained unaffected by LPI&. vitro-provocation with
Dexamethasone suppressed Bnd T2 cells equally leaving theyI/Ty2 ratio unaffected.

The second series of experiments clearly showeddtiban vitro-provocation of equine
PBMC is suitable to prove an influence of beddiratermial on the §1/Ty2 balance in horses.
This notion particularly holds after use of Dexahasione and, to a lesser degree, after use of
LPS. Using wood shavings for bedding caused a dseref T2 cells resulting in a slightly
significant increase of the 4I/Ty2 ratio. Gliotoxin and Patulin exerted a pronounced
cytotoxic effect in the tested concentrations aewdered these substances less suitable for
this kind of studies.

Though individual differences were observed, eqin® T2 ratios can be detected by
taking blood samples and applying the test systeaweldped in this study. Kinetic
investigations are mandatory for checking the répcwbility of single T,1/Ty2 ratios when
the method is applied as a diagnostic tool. Howetyer system oin vitro-provocation and
subsequent flow cytometry analysis will be of gnese for experimental purposes. This thesis
demonstrates that, when analysing dynamics withiaramal population, an impact of wood
shavings as a bedding material on the equin&/ThH2 balance becomes apparent. An
appropriate choice of bedding material not onlydéedo a reduction of respirable dust
particles but also seems to boostlTcytokine profiles which relate to the improvemeit
chronic respiratory diseases.
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IX Anhang

1 Reagentien

Tab. 12: Ubersicht tiber die verwendeten Reagentien

Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.
7-Aminoactinomycin D (7-AAD) Sigma Aldrich GmbH A9400
Brefeldin A Sigma Aldrich GmbH B6542
BSA (bovines Serumalbumin) PAA K41-001

Blockierungsantikérper 1E8 (IgG1,
Maus, Hybridomuberstand)

Institut fir Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere, JLU
Giessen

Eigenherstellung

Dexamethason Sigma Aldrich GmbH D4902
Fab-Fragment of anti-ms 1gG (H+L), Acris Antibodies R1389F
FITC-konjugiert

Ficoll-Paque GE Healthcare 17-1440-03
Gliotoxin Sigma Aldrich GmbH G9893
lonomycin Sigma Aldrich GmbH 10634
Leukoperm (Lésung A und B) AbD Serotec BUF09C
LPS Sigma Aldrich GmbH L4130

Maus anti-ms 1gG2a, Biotin-konjugiert BD Biosciences 553502
Maus anti-bov IFN-y, PE-konjugiert ~ AbD Serotec MCA1783PE
(Klon CC302)

Maus anti-bov IL-4 (Klon CC303) AbD Serotec MCA1820
Maus anti-bov IL-4, PE-konjugiert AbD Serotec MCA1820PE
(Klon CC303)

Maus anti-eq CD4 (Klon CVS 4) AbD Serotec MCA1078

Maus anti-eq IL-4

Prof. Dr. B. Wagner, Cornell
University, Ithaca, USA

Eigenherstellung

Mercaptoethanol Sigma Aldrich GmbH M7522
Mouse IgG1 negative control Abd Serotec MCA928
Natriumazid Merck 6688
Natriumcitrat (Tri-Natriumcitrat- Fluka 71406
dihydrat)

Patulin Sigma Aldrich GmbH P1639
Penicillin-Streptomycin-Ldsung PAA P11-010
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) Sigma Aldrich GmbH P1585
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RPMI 1640-Medium mit Glutamin PAN Biotech GmbH P04-18500
Streptavidin APC Southern Biotech 7100-11M
Ziege anti-ms IgG1, APCkonjugiert  Jackson Immuno Research, 115-135-205
Southern Biotech 1070-11
Ziege anti-ms 1gG1, PEkonjugiert Southern Biotech 1070-09
Ziege anti-ms 1gG2a, FITCkonjugiert Southern Biotech 1080-02
Ziege anti-ms 1gG2a, PEkonjugiert Southern Biotech 1080-09
Puffer, Medien und L6sungen
2.1 Allgemeine Puffer und Losungen
PBS (pH 7,4)
PBS-Stammldsung 100 mi
Aqua bidest. ad 1000 ml
PBS-EDTA-Stammldsung (10-fach, pH 7,4)
NacCl 80,09
Na,-EDTA x 2 H,O 20,09
Na,HPO, x 2 H,O 14,2 g
KH,PO, 2009
KCI 2049
Aqua bidest. ad 1000 ml
PBS-Stammldsung (10-fach, pH 7,4)
NacCl 100,09
NaHPO,4 x 2 H,0O 18,09
KH,PO, 25¢
KCI 25¢
Aqua bidest. ad 1000 ml
Natriumazid-Losung (10 %)
NaN; 5049
NaCl-Lésung 0,89 % ad 50,0 ml
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2.2 Puffer, Medien und Ldsungen fiir die Zellkulturt ~ echniken

Erythrozyten-Lyse-Reagenz

NH,CI 8,26 g
NaHCO3 1,099
Na,-EDTA x 2 H,O 0,037g
Aqua bidest. ad 1000 ml

Trypanblau-Ldsung

Trypanblau 0,2¢g
NaCl-Lésung 0,89 % ad 1000 ml
PBMC-Medium

RPMI 1640 mit stabilisiertem Glutamin (PAN Biotech) 900 ml
FCS 100 ml
Merkaptoethanol (1mM) 3 ml
Penicillin/Streptomycin-L6sung (10.000 IE/ml) 10 ml

Gebrauchslésungen der Noxen
s. Tab. 13

2.3 Puffer, Medien und Losungen fir die Durchflussz ~ ytometrie

PBS/1% BSA-LAsung
BSA 59
PBS-Ldsung (1-fach) ad 500 ml

Antikérperverdinnungspuffer

NaN3 10 pl
PBS/1% BSA-L6sung ad 10 ml
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Tab. 13: Gebrauchslosungen der einzelnen Noxen

Stammlésung 1. v ! 2. VW! 3. vW!
Gliotoxin
Vorversuche 2,5 mg/ml 25 pg/ml 1 pg/ml /
Gliotoxin 5 mg Stamm? 10 pl 1. VV 40 pl
Methanol ad 2 ml  PBS®*ad 1 ml Medium* ad 1 ml
Hauptversuche 2,5 mg/ml 25 pg/ml 500 ng/ml /
Gliotoxin 5 mg Stamm? 10 pl 1. VV 20 ul
Methanol ad 2 ml  PBS®*ad 1 ml Medium* ad 1 ml
Patulin
Vorversuche 5 mg/ml 50 pg/ml 12,8 pg/ml /
Patulin 5 mg Stamm? 10 pl 1. VV 256 pl
Methanol ad 1 ml  PBS®ad 1 ml Medium* ad 1 ml
Hauptversuche 5 mg/mi 50 pg/ml 5 pg/ml /
Patulin 5 mg Stamm? 10 pl 1. VV 100 pl
Methanol ad 1 ml  PBS®*ad 1 ml Medium* ad 1 ml
LPS
Vorversuche 10 pg/pl 500 pg/ml / /
LPS 100 mg Stamm? 50 pl
NaCl° ad 10 ml Medium* ad 1 ml
Hauptversuche 10 pg/ul 1 pg/ul 5 pg/ml /
LPS 100 mg Stamm?100 pl 1. w5yl
NaCl° ad 10 ml Medium*ad 1 ml  Medium* ad 1 ml
Dexa®
Vorversuche 5 mg/ml 400 pg/ml / /
Dexa® 5 mg Stamm? 80 pl
Ethanolad 1 ml Medium® ad 1 ml
Hauptversuche 5 mg/mi 400 pg/ml 4 pg/mi 80 ng/ml

Dexa® 5 mg Stamm? 80 pl 1.V 10 i 2. WV 20 pl
Ethanol ad 1 ml Medium*ad 1 ml  Medium*ad 1 ml  Medium*
ad 1 ml

WV (Vorverdiinnung);?Stamm (StammlésungfPBS-Lésung, 1-fach, pH 7,4PBMC-Medium;
NaCl-Lésung, 0,89%;’Dexa (Dexamethason); die jeweils letzte angebensuig wurde als
Gebrauchslosung fur die jeweiligen Titrationsreiklenvendet.
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