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TGF-β   Transforming growth factor β (transformierender Wachstumsfaktor β) 
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I Einleitung 

Voraussetzung für das Überleben eines höheren tierischen Organismus ist neben der 

Funktionsfähigkeit auch die Ausgewogenheit spezifischer Immunantworten. Diese lassen sich 

je nach hauptsächlich involvierten T-Zellpopulationen, wie z. B. T-Helferzellen (TH) des Typs 

1, 2 und 17 oder regulatorische T-Zellen, in Subtypen unterteilen. Symptomatische Phasen 

rezidivierender, immunvermittelter Erkrankungen des Pferdes werden mit einer Störung des 

TH1/TH2-Gleichgewichts in Verbindung gebracht. So werden beim Sommerekzem des 

Islandpferdes und bei der Chronisch Obstruktiven Bronchitis (COB) überschießende TH2-

Immunantworten beobachtet (31, 65, 95). Provokationsversuche mit Stäuben an Versuchs-

pferden ergaben zwar keine einheitliche Aussage hinsichtlich des dominierenden Zytokin-

profils bei COB, die dabei induzierten akuten Exazerbationen treten in der normalen 

Pferdehaltung jedoch nur selten auf (2, 31, 70, 85, 95). Eine Untersuchung an klinischem 

Patientenmaterial mit milden Verläufen der COB stellte dagegen prätherapeutisch ein TH2-

geprägtes Zytokinmuster fest. Posttherapeutisch stieg der Anteil IFN-γ+-Zellen zugunsten 

einer TH1-Immunantwort in der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit (BALF) betroffener 

Pferde an (53).  

Die Beurteilung des TH1/TH2-Verhältnisses und damit der Ausprägung einer jeweiligen 

Immunantwort erfolgt beim Pferd bislang überwiegend auf Basis transkriptioneller Prozesse. 

Posttranskriptionelle Modifikationen der Zytokinsekretion und damit Divergenzen zwischen 

dem Nachweis einer bestimmten mRNA und der Bildung des zugehörigen Zytokins werden 

meist nicht berücksichtigt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch In vitro-

Provokation equiner Lymphozyten mittels verschiedener immunmodulatorisch wirkender 

Substanzen anhand einer Blutprobe eine möglichst genaue Aussage über das individuelle 

TH1/TH2-Verhältnis und damit über die Immunlage eines Pferdes treffen zu können. Das 

entwickelte Testsystem wurde exemplarisch zum Nachweis potentieller Einflüsse eines 

externen Umweltfaktors (Einstreu) auf das equine Immunsystem angewandt. Dazu erfolgte 

nach Konfrontation equiner Lymphozyten mit den Mykotoxinen Gliotoxin und Patulin sowie 

mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) und Dexamethason eine durchflusszytometrische 

Quantifizierung der CD4+/IFN-γ+- und der IL-4+-Zellen und darauf basierend die Kalkulation 

des TH1/TH2-Verhältnisses der Pferde in Abhängigkeit von der Haltungsform. 
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II Literaturübersicht 

1 TH1/ TH2-Hypothese 

Die spezifische Immunantwort, auch adaptive oder erworbene Immunantwort genannt, 

ist für die Abwehr von intra- und extrazellulären Pathogenen verantwortlich und wird in eine 

humorale und zelluläre Immunantwort unterteilt. Während die zelluläre Immunantwort 

intrazelluläre Erreger (z. B. Viren oder Bakterien) beseitigt, wehrt die humorale Immun-

antwort vor allem extrazelluläre Erreger durch Bildung spezifischer Antikörper ab. 

Entscheidend für die Ausbildung der jeweiligen Immunantwort ist die Stimulation naiver T-

Helferzellen (TH0-Zellen), welche sich wie die weiteren Subtypen der T-Helferzellen (TH1- 

und TH2-Zellen) durch ein CD4-Antigen (CD4+) auf ihrer Zelloberfläche auszeichnen. Unter 

Einfluss von IFN-γ und IL-12 differenzieren sich TH0-Zellen zu TH1-Zellen, während IL-4 

zur Ausbildung von TH2-Zellen führt (111). Diese T-Helferzellen produzieren je nach Typ ein 

charakteristisches Zytokinmuster. Während nach Aktivierung von TH1-Zellen, auch TH1-

Immunantwort genannt, vor allem IFN-γ, IL-2 und Tumornekrosefaktor-β (TNF-β) sezerniert 

werden, produzieren TH2-Zellen im Rahmen einer TH2-Immunantwort vor allem IL-4, IL-5, 

IL-6 und IL-13. Ein TH1-Zytokinprofil aktiviert vor allem die zelluläre Immunität, ein TH2-

Profil die humorale Immunität. Gleichzeitig supprimieren diese Zytokine die Ausbildung des 

jeweilig anderen Subtyps von T-Helferzellen (115, 169).  

Potenzielle schädliche Wirkungen der TH-Zellen (z. B. allergische oder autoimmune 

Reaktionen) werden durch eine zusätzliche Population von CD4+-T-Zellen, den 

regulatorischen T-Zellen (Treg), supprimiert. Diese Hemmung erfolgt ebenfalls durch 

Ausschüttung von spezifischen Zytokinen, wie z. B. vom transformierenden Wachstums-

faktor ß (TGF-β) oder von IL-10 (33, 168). Ein kürzlich entdeckter weiterer Subtyp der T-

Helferzellen sind die durch IL-17-Sekretion charakterisierten TH17-Zellen. Dieser Zelltyp 

fördert u. a. das Rekrutieren neutrophiler Granulozyten und die Sezernierung pro-

inflammatorischer Zytokine (z. B. IL-6 oder IL-8) und induziert somit z. B. akut entzündliche 

Prozesse zur Abwehr bakterieller Pathogene (147, 148). Während die Existenz von equinen 

Treg-Zellen gezeigt werden konnte, wurden TH17-Zellen für das Pferd bislang nicht 

beschrieben (183).  

Die Zuordnung einer Immunantwort zu einer TH1- oder TH2-dominierten Antwort 

gelingt vor allem beim Menschen und bei der Maus. Bislang ist nicht eindeutig geklärt, ob 

diese Unterscheidung auch beim Pferd möglich ist (161). Die Beteiligung einer TH1-

dominierten Immunantwort, beispielsweise an der Pathogenese der Equinen Rezidivierenden 
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Uveitis (59), deutet aber darauf hin, dass das Pferd zur Ausbildung einer klassischen TH1- und 

TH2-Immunantwort fähig ist (69). Im Folgenden werden als Leitzytokine für die TH1-Antwort 

IFN-γ sowie für die TH2-Antwort IL-4 näher erläutert. Diese Zytokine wurden auch in den 

eigenen Untersuchungen als Indikatoren für eine TH1- bzw. TH2-Immunantwort genutzt. 

1.1 Interferon- γ (IFN-γ) 

Humanes IFN-γ besitzt ein Molekulargewicht von 34 kDA und bildet in der biologisch 

aktiven Form ein Homodimer, welche als einzige Konformation eine Dimerisation des IFN-γ-

Rezeptors hervorrufen kann (49). Das Protein wird im Genom durch vier Exons kodiert (162), 

die in ihrer Nukleotidsequenz zu 78 % mit equinem IFN-γ übereinstimmen. Die Homologie 

des equinen zum murinen IFN-γ beträgt lediglich 57 % (161).  

In CD4+-Zellen wird die Expression von T-Bet, einem regulatorischen Protein zur 

spezifischen Genexpression, als Schlüsselereignis für die TH1-Differenzierung angesehen 

(164). Hauptquelle von IFN-γ sind neben TH1-Zellen natürliche Killer-Zellen (NK-Zellen) 

und CD8+-zytotoxische T-Zellen. Weitere Subtypen der T-Zellen, wie TH0-Zellen, Treg-

Zellen, γδ-T-Zellen und auch NK-T-Zellen, sowie Makrophagen, dendritische Zellen und 

sogar B-Zellen sind ebenfalls in der Lage, IFN-γ zu produzieren (55, 165, 169, 181). 91 % der 

CD4+/IFN-γ+-Zellen adulter Pferde konnten in einer Untersuchung von WAGNER et al. 

(2010) den TH1-Zellen zugeordnet werden; 9 % bildeten darüber hinaus zusätzlich noch IL-10 

und wurden somit zu den Treg-Zellen gezählt (181). 

Rekombinantes equines IFN-γ besitzt einen immunmodulatorischen Effekt auf 

Monozyten, welcher u. a. mit einer Erhöhung der Expression von MHC-Klasse-II-Molekülen, 

die zur Aktivierung von T-Zellen erforderlich sind, einhergeht (162). Neben der Aktivierung 

von Antigen-präsentierenden Zellen und der Entwicklung eines TH1-Phänotyps fördert IFN-γ 

bei gleichzeitiger Hemmung der IgE-Synthese die Produktion von IgG2a-Antikörpern durch 

B-Zellen (163, 169). Die Ausprägung antiviraler Effekte von rekombinantem equinen IFN-γ 

wird kontrovers diskutiert: Während wiederholt antivirale Effekte des Zytokins gezeigt 

werden konnten (62, 154, 194), erwies es sich in Untersuchungen von STEINBACH et al. 

(2002) als unwirksam gegenüber verschiedenen Viren wie z. B. EHV-1 und -4 (162). Als 

Ursache für diese Diskrepanzen wird die Verwendung von verschiedenen Zelllinien zur 

Produktion von rekombinantem equinen IFN-γ diskutiert. Equines IFN-γ, welches aus 

Säugetierzellen gewonnen wurde, zeigte in Experimenten von GUTMANN et al. (2005), 

verglichen mit equinem IFN-γ aus Blutleukozyten und Insektenzellen, einen um das 5- bis 7-

fache niedrigeren antiviralen Effekt auf bovine Nierenzellen (62).  
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1.2 Interleukin-4 (IL-4) 

Equines IL-4 wird in drei verschiedenen molekularen Größen (17,1/19,6/22,1 kDa) 

exprimiert. Diese Heterogenität beruht möglicherweise auf verschiedenen Splicing-Varianten 

oder Glykolisierungsformen des Proteins, die bereits für humanes, murines und bovines IL-4 

beschrieben wurden (40, 116). Die Homologie der Nukleotidsequenz des equinen IL-4 beträgt 

55 % zum murinen und 65 % zum humanen IL-4. Letzteres unterscheidet sich durch eine 

Insertion von 7-18 zusätzlichen Aminosäuren von equinem, bovinem, caninem bzw. murinem 

IL-4 (161).  

IL-4 wird von TH2-Zellen, Mastzellen sowie basophilen und eosinophilen Granulozyten 

sezerniert (182). Innerhalb der IL-4+-Population im Blut adulter Pferde konnten in  

Untersuchungen von WAGNER et al. (2008, 2010) 87 % den TH2-Zellen (CD4+/IL-4+), 5 % 

den basophilen Granulozyten (IgE+/IL-4+) sowie weitere 5 % den Treg-Zellen (IL-10+/IL-4+) 

zugeordnet werden (181, 183).  

Neben der Induktion eines TH2-Phänotyps stimuliert IL-4 Wachstum, Reifung und 

Differenzierung von B-Zellen und besitzt multiple immunregulatorische Effekte auf 

Monozyten und dendritische Zellen, aber auch auf Endothelzellen und Fibroblasten. IL-4 ist 

in Human- und Mausmodellen das Hauptzytokin, das für den Wechsel zur IgE-Bildung 

verantwortlich ist, fördert aber auch die Produktion von IgG1 (163, 169, 182). Rekombinantes 

equines IL-4 steigert sowohl in equinen peripheren, mononukleären Blutzellen (PBMC) als 

auch in alveolären Makrophagen die Genexpression von CD23, einem Rezeptor für IgE (76). 

Durch equines IL-4 hervorgerufene morphologische Veränderungen werden nicht nur an 

neutrophilen Granulozyten (104), sondern auch an alveolären Makrophagen beobachtet. Diese 

gelten aufgrund zusätzlich reduzierter Expression von mRNA für IL-8 und IL-12 (IL-12p40) 

als deaktiviert (76). Darüber hinaus steigert rekombinantes equines IL-4 die Proliferation von 

T-Helferzellen (CD4+) und zytotoxischen T-Zellen (CD8+), ohne das Verhältnis dieser Zellen 

zueinander zu verändern. Im Gegensatz dazu besitzt es weder einen proliferativen Effekt auf 

B-Zellen noch induziert es einen Isotypwechsel während der Antikörperbildung durch diese 

Zellen. Dadurch unterscheidet sich die biologische Funktion des equinen IL-4 zumindest 

in vitro von jenem des Menschen und der Maus (40). Rekombinantes equines IL-4 erhöht 

in vitro die Expression von mRNA für Chemokine (CXCL-8, VEGF) und Adhäsionsmoleküle 

(E-Selektin) in arteriellen, pulmonalen Endothelzellen und potenziert diese Effekte nach 

Stimulation mit LPS und TNF-α. Hierdurch ließen sich Migrationen von neutrophilen 

Granulozyten in pulmonales Gewebe, wie es z. B. im Rahmen einer COB in vivo beobachtet 

wird, erklären (72, 73).  
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2 TH1/TH2-Imbalance 

Das TH1/TH2-Gleichgewicht ist maßgeblich an der Entwicklung einer adäquaten 

Immunantwort beteiligt. Im Laufe der Pathogenese von Erkrankungen, aber auch innerhalb 

physiologischer Prozesse (z. B. Schwangerschaft, Wachstum) kann es zu Störungen des 

TH1/TH2-Gleichgewichtes kommen. Die Pathogenese allergischer Erkrankungen ist beim 

Menschen beispielsweise mit einer gesteigerten TH2-Antwort assoziiert und könnte auf die 

Abwesenheit einer adäquaten TH1-Antwort zurückzuführen sein (169). Im Folgenden wird die 

Bedeutung der TH1/TH2-Imbalance beim Pferd beispielhaft anhand gängiger, equiner 

Erkrankungen (COB, Sommerekzem), aber auch anhand der juvenilen Entwicklung des 

spezifischen Immunsystems näher betrachtet.  

2.1 Chronisch Obstruktive Bronchitis (COB) 

COB, im englischen Sprachraum Recurrent Airway Obstruction (RAO), beschreibt eine 

chronische, reversible, entzündliche Obstruktion der tiefen Atemwege. Sie betrifft vor allem 

erwachsene Pferde ab einem Alter von fünf Jahren mit zunehmender Prävalenz bei 

steigendem Alter (97). COB ist die häufigste Lungenerkrankung erwachsener Pferde und tritt 

besonders in der nördlichen Hemisphäre auf, da hier einerseits die Stallhaltung üblich und 

andererseits die Heu- und Strohqualität aufgrund von nassen Witterungsbedingungen oft 

mangelhaft ist. Betroffene Pferde zeigen meist milde Symptome in Form einer 

Leistungsinsuffizienz, Husten, Nasenausfluss und Dyspnoe, die sich jedoch innerhalb 

kürzester Zeit dramatisch verschlechtern können (Exazerbation). Ursache dieser Symptomatik 

ist eine respiratorische Hyperreagibilität der betroffenen Tiere auf Staub, deren Folge eine 

Obstruktion der tiefen Atemwege ist. Diese wiederum beruht auf einem Bronchospasmus, 

einer Dyskrinie sowie einer Schleimhautschwellung. Charakteristisch für die entzündliche 

Reaktion ist ein Influx von neutrophilen Granulozyten in das bronchoalveoläre Lumen und 

damit ein vermehrter Gehalt dieser Zellen in der BALF (97, 140). 

Während der Phänotyp der Erkrankung gut definiert ist, werden die immunpatho-

physiologischen Vorgänge in der Literatur kontrovers diskutiert (Tab. 1). Sowohl 

LAVOIE et al. (2001) als auch CORDEAU et al. (2004) konnten nach Heu- und Stroh-

exposition bei erkrankten Tieren eine erhöhte Transkription von mRNA für IL-4 und IL-5 mit 

einhergehender Reduktion der mRNA für IFN-γ nachweisen (31, 95). HOROHOV et al. 

(2005) postulieren dagegen ein von der Phase der COB abhängiges, gemischtes Zytokinprofil. 

Mit zunehmender Dauer und Chronizität der Erkrankung wandelt sich das Bild einer 

klassischen TH2-Immunantwort hin zu einer vermehrten Bildung von IFN-γ und IL-8 (70). 
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AINSWORTH et al. (2003) konnten im Gegensatz zu den anderen Arbeitsgruppen keine 

vermehrte Bildung von mRNA für IL-4 bei COB-erkrankten Pferden in der akuten, 

symptomatischen Phase nachweisen. Stattdessen zeigten die Autoren zum einen, dass die 

Tiere in einem symptomfreien Stadium im Vergleich zur Kontrollgruppe eine um die Hälfte 

verringerte Expression von IL-13 aufwiesen. Zum anderen war in der chronischen Phase der 

Erkrankung die Transkription für IFN-γ in der Gruppe der Kranken 2½-mal höher. Dies 

wurde als weiterer Hinweis für ein TH1-Zytokinprofil in der genannten Krankheitsphase 

gewertet (2). KLEIBER et al. (2005) konnten 48 h nach Beginn der Staubexposition 

Krankheitsschübe provozieren, die jedoch nicht von einem bestimmten Zytokinprofil begleitet 

waren. Die mRNA-Expression aller untersuchten Zytokine (IL-4, IL-5, IL-13 und IFN-γ) war 

stattdessen sowohl im Blut als auch in der BALF generell inhibiert (85). 

Die divergierenden Ergebnisse beruhen möglicherweise auf unterschiedlichen 

Vorgehensweisen zur Detektion des jeweiligen Zytokinprofils (Tab. 1) (104, 131). 

Posttranskriptionelle Modifikationen und nicht die Transkription von Genen an sich könnten 

beispielsweise für Unterschiede in der Zytokinexpression verantwortlich sein, weshalb von 

KLEIBER et al. (2005) ein direkter Nachweis der Zytokine gefordert wird (85). Des Weiteren 

wurden in den Experimenten die häufig vorkommenden milden Formen der COB nicht 

berücksichtigt. Eine Untersuchung an klinischem Patientengut der Pferdeklinik der 

Tierärztlichen Hochschule Hannover konnte jedoch zeigen, dass zwischen drei 

unterschiedlich stark erkrankten Tiergruppen keine deutlichen Unterschiede im 

Zytokinmuster bestanden. Häufig wurde sowohl in pulmonalen Zellen als auch in PBMC eine 

gleichzeitige Transkription von mRNA für IL-4 als auch von IFN-γ vorgefunden (12). Dieses 

gemischte TH1/TH2-Zytokinprofil konnte von RÄTHEL (2007) in histopathologischen Unter-

suchungen der Lunge von 15 COB erkrankten Pferden bestätigt werden (136).  

Durchflusszytometrische Untersuchungen mit dem Nachweis von Zytokinproteinen auf 

Einzelzellebene zeigten, dass COB-Patienten, die in der Klinik für Pferde, Innere Medizin, 

der Justus-Liebig-Universität Giessen vorgestellt wurden, prätherapeutisch überwiegend ein 

TH2-Zytokinprofil in der BALF aufwiesen (53). Eine 7-tägige Therapie (staubarme 

Aufstallung, Dexamethason, Clenbuterol und Dembrexin) der Tiere führte zu einem Anstieg 

der IFN-γ+-Lymphozyten und des TH1/TH2-Verhältnisses (Quotient aus IFN-γ+- und IL-4+- 

Zellen). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die klinisch inapparente Phase der COB mit 

einem TH1-Zytokinprofil einhergeht (53). Nach zusammenfassender Betrachtung aller 

vorgestellten Daten wurde 2008 auf dem HAVEMEYER WORKSHOP in Island ebenfalls 

eine in der Erkrankungsphase der COB ausgeprägte TH2-Immunantwort befürwortet (104).  
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Tab. 1: Übersicht über die Ergebnisse von Studien zur Immunpathogenese der COB 

Ergebnis 
Jahr Autoren Methode Material 

AnzahlTiere 
(erkrankt/ 
gesund) 

 
TH1 TH2 

2000 BERENDONK (12) RT-PCR BALF, PBMC 27  ↑ ↑ 

2001 LAVOIE et al. (95) ISH1 BALF 12 (7/5)  ↓ ↑ 

2003 AINSWORTH et al. (2) RT-PCR BALF 16 (8/8)  ↑ ↔ 

2003 CORDEAU et al. (31) ISH1 BALF 12 (6/6)  ↓ ↑ 

2005 HOROHOV et al. (70) RT-PCR BALF, PBMC 12 (6/6)  ↑ ↑ 

2005 KLEIBER et al. (85) RT-PCR BALF, PBMC 12 (7/5)  ↓ ↓ 

2006 FRANZ (53) DZ2 BALF 48 (46/2)   ↑
3 

2007 PIETRA et al. (131) RT-PCR BALF 94 (5/4)  (↑)5 /5 

2007 RÄTHEL6 (136) PCR Lunge 25 (15/10)  ↑ ↑ 

1ISH (In situ-Hybridisierung), 2DZ (Durchflusszytometrie); 3zusammenfassende Bewertung der 
Ergebnisse: posttherapeutisch Anstieg Quotient IFN-γ zu IL-4 (in Richtung TH1) bei COB-Patienten; 
4alle Pferde waren COB-erkrankt, Kontrolle durch verschiedene Haltungsbedingungen (5 Pferde  
Stall-, 4 Pferde Weidehaltung); 5nur kurzzeitiger Anstieg von mRNA für IFN-γ, Nachweis von mRNA 
für IL-4 wurde nicht geführt; 6Post Mortem-Studie; ↓ = Reduktion; ↑ = Anstieg; ↔ = gleichbleibender 
Gehalt der TH1- und/oder TH2-spezifischen Zytokine (z. B. IFN-γ für TH1 und IL-4 für TH2) 

2.2 Sommerekzem 

Das Sommerekzem ist eine saisonal rezidivierende allergische Dermatitis von Pferden, 

die mit einer Hypersensitivitätsreaktion vom Soforttyp auf Mückenstiche von Weibchen der 

Gattung Culicoides spp. reagieren. Drei Viertel aller gegen Culicoides spp. sensitiven Pferde 

zeigten in einer Studie von BASELGIA et al. (2006) zusätzlich eine Sensibilisierung gegen 

Simulium spp., weswegen eine Kreuzreaktion zwischen Epitopen der Insekten nicht aus-

geschlossen wird (8). Dennoch konnten die allergenen Epitope bislang nicht identifiziert 

werden. WILSON et al. (2001, 2008) zeigten wiederholt, dass erkrankte Pferde IgE-

Antikörper gegen Proteine aus der Speicheldrüse von Culicoides spp. bilden, während dies bei 

gesunden Kontrollpferden nicht nachgewiesen werden konnte (188, 189). Des Weiteren 

isolierten die Autoren mehrere Proteine aus dem Speichel von Culicoides nubeculosus, die 

positive Reaktionen mit Serum von betroffenen Pferden im Westernblot hervorriefen. 

Aufgrund der Tatsache, dass die Anzahl und das molekulare Gewicht von Proteinen aus dem 

Speichel, die im Western-Blot mit IgE reagierten, im Vergleich zu Proteinen aus dem 

gesamten Thorax der Mücke vermindert waren, ist eine Beteiligung von extraglandulären 

Proteinen nicht auszuschließen (189).  
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Klinische Symptome des Sommerekzems treten bei Präsenz der aktiven Mücke 

während der Frühlings- und Sommermonate auf und lassen während des Winters nach. 

Betroffene Tiere zeigen einen starken Juckreiz, der vor allem Mähne und Schweif betrifft, und 

daraus resultierende Exkoriationen, multifokale Alopezien, exsudative Erosionen und 

Lichenifikation der gescheuerten Areale. Je nach untersuchter Population und Region variiert 

die Prävalenz des Sommerekzems zwischen 3 und 70 % (Tab. 2). Das Sommerekzem ist unter 

importierten Islandpferden weit verbreitet, auf Island gehaltene Pferde erkranken jedoch nicht 

(21, 24, 63, 99, 179). Werden adulte Tiere auf das Festland verbracht, tritt das Sommerekzem 

mit einer Erkrankungswahrscheinlichkeit von etwa 30 % auf (15, 24, 63). Die ersten 

Symptome werden mit einer hohen Prävalenz von 50 % zwei bis drei Jahre nach dem Export 

sichtbar (15). Im Gegensatz dazu erkranken lediglich ca. 8 % der Tiere, die auf dem Festland 

geboren wurden (24, 63). Die Ursachen für diese Unterschiede sind unklar. Eine genetische 

Prädisposition des Sommerekzems konnte 2009 in den Niederlanden für Shetland Ponies 

gezeigt werden (152).  

 

Tab. 2: Prävalenz des Sommerekzems 

Jahr Autoren Region Tiere Rasse Prävalenz (%) 

1983 BRAVERMAN et al. (21) Israel 723 keine Angaben 21,8 

1984/ 

1987 

UNKEL (175,176) Deutschland 1040 Islandpferde 18,4 

1987 BROSTRÖM et al. (24) Schweden 441 Islandpferde 151 

1991 HALLDÓRDSÓTTIR et al. 
(63) 

Norwegen 391 Islandpferde 17,62 

1998 LITTLEWOOD et al. (99) Großbritannien 1088 Shirehorses 11,6 

1998 LITTLEWOOD et al. (99) Deutschland 77 Shirehorses 37,7 

2004 LANGE (91) Deutschland 490 Islandpferde 29,8 

2006 BJÖRNSDÓTTIR et al. (15) Deutschland, 
Dänemark, 
Schweden 

330 Islandpferde 

(Import) 

34,5 

2007 VAN GREVENHOF et al. 
(179) 

Niederlande 6108 Shetlandponies, 
Friesen 

133 

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

1Importierte Pferde zeigten eine Prävalenz von 26,2 %, während in Schweden geborene Isländer eine 
Prävalenz von 6,7 % besaßen; 2importierte Pferde zeigten eine Prävalenz von 26,9 %, während in 
Norwegen geborene Isländer eine Prävalenz von 8,2 % besaßen; 3die Prävalenz variierte je nach 
Region zwischen 0 und 71,4 %. 
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Ergebnisse von HAMZA et al. (2007) deuten darauf hin, dass eine frühe 

Allergenexposition, wie es im Gegensatz zu importierten Pferden bei auf dem Festland 

geborenen der Fall ist, zu einer Suppression der TH2-Immunantwort durch IL-10- 

produzierende Zellen führen könnte. Die Arbeitsgruppe untersuchte Blutproben von 63 

erkrankten und gesunden Islandpferden, die entweder importiert (1. Generation) oder als 

Nachkommen der 1. Generation in der Schweiz geboren wurden (2. Generation), durchfluss-

zytometrisch auf die Bildung von TH1- (IFN-γ), TH2- (IL-4, IL-5, IL-13) sowie Treg-Zytokinen 

(IL-10). Die Autoren stellten fest, dass es im Sommer bei klinisch erkrankten Tieren der  

1. Generation sowohl zu einem Abfall der IFN-γ-produzierenden Zellen als auch zu einem 

Anstieg der IL-4-produzierenden Zellen im Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren kam. 

Dieser Unterschied konnte im Winter nicht festgestellt werden, weswegen während der 

symptomatischen Phase des Sommerekzems ein TH2-geprägtes Zytokinmuster postuliert wird. 

In der 2. Generation wurde hingegen eine geringere IL-4- Produktion und ein gleichzeitiger 

Anstieg von IL-10 beobachtet. Dies gilt als Ursache für die geringe Prävalenz des 

Sommerekzems bei Pferden der 2. Generation (65). In einer weiteren Studie konnte die 

Arbeitsgruppe zeigen, dass die IL-4-Produktion in vitro durch eine synergistische Wirkung 

von IL-10 und TGF-ß1 herunter reguliert werden kann. Die Autoren nehmen daher an, dass 

diese Zytokine auch in vivo auf IL-4-produzierende TH2-Zellen einen hemmenden Einfluss 

nehmen und über diese Suppression der TH2-Immunantwort die Anfälligkeit zur Entwicklung 

des Sommerekzems vermindert wird (66). 

2.3 TH1/TH2-Imbalance bei Fohlen 

Das Verständnis für die Entwicklung der spezifischen Immunantwort bei Fohlen ist 

bislang lückenhaft. Ein TH1-Defizit bei Neonaten wurde bereits mehrfach sowohl in vitro als 

auch in vivo für Menschen und Mäuse beschrieben. Unter neutralen Stimulationsbedingungen 

in vitro sind murine Neonaten häufig in Richtung eines TH2-geprägten Zytokinprofils 

polarisiert. Dennoch sind auch neonatale T-Zellen in der Lage, TH1-Zytokine in 

vergleichbaren Mengen wie adulte T-Zellen zu bilden, sofern die verwendete Costimulation 

im Vergleich zur Stimulation adulter T-Zellen gesteigert wird. Vollständig ausgereifte TH1-

Immunantworten konnten überdies in vivo bei menschlichen Neugeborenen beobachtet 

werden (1).  

Eine herabgesetzte Ausprägung des TH1-Zytokinprofils wurde bisher für Fohlen in den 

ersten Lebenswochen angenommen. Die Expression von mRNA für IFN-γ steigt in 

stimulierten PBMC innerhalb der ersten vier Lebenswochen um das 2½-fache, während die 
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Expression von mRNA für IL-4 innerhalb dieses Zeitraumes unverändert bleibt (18). Sowohl 

PBMC als auch pulmonale Lymphozyten von neugeborenen Fohlen bilden im Vergleich zu 

heranwachsenden Fohlen (56 Tage), aber auch zu adulten Tieren signifikant weniger IFN-γ-

mRNA und IFN-γ-Protein aus. In der weiteren Entwicklung von Fohlen steigert sich die 

Produktion von IFN-γ dieser Zellen stetig, bis ab einem Alter von drei Monaten annähernd 

IFN-γ-Spiegel von erwachsenen Kontrolltieren erreicht werden (22, 100). Die mangelhafte 

Bildung von IFN-γ in den ersten Lebenswochen beruht jedoch nicht nur auf dem Fehlen von 

ausgereiften T-Effektorzellen, sondern auch auf der mangelnden Produktion von IFN-γ der 

Einzelzelle, wie BREATHNACH et al. (2006) durchflusszytometrisch zeigen konnten (22). 

Da sowohl die altersabhängige Genexpression von IFN-γ als auch die Bildung des Proteins 

positiv korrelieren, wird die Ursache dieser TH1-Defizienz auf Basis der Gentranskription 

vermutet (22, 100). Darüber hinaus werden als weiterer Grund für das IFN-γ-Defizit 

inadäquate Signale von Antigen-präsentierenden Zellen diskutiert. Untersuchungen von 

MÉRANT et al. (2009) konnten zeigen, dass die verminderte Produktion von IFN-γ bei 

Fohlen nicht durch eine Reduktion der von dendritischen Zellen sezernierten TH1-Zytokine 

(IL-12, IL-15, IL-18) erklärt werden kann. Eine gesteigerte Produktion von TH2-

induzierenden Zytokinen (IL-10, TGF-β) durch dendritische Zellen konnte ebenfalls als 

Ursache ausgeschlossen werden. Stattdessen konnte die Arbeitsgruppe einen Abfall von  

TNF-α beobachten, ein Zytokin, welches die Bildung von IFN-γ induzieren kann. Zusatz von 

Lipopolysaccharid (LPS) konnte in vitro zwar die Produktion von TNF-α steigern, es bleibt 

dennoch anzunehmen, dass in vivo eine vollständige adaptive Immunantwort auf bakterielle 

Infektionen bei Fohlen verzögert ist (109).  

Das Fehlen einer adäquaten TH1-Immunantwort in den ersten Lebenswochen könnte 

eine Ursache für die hohe Empfänglichkeit von Fohlen für intrazelluläre Erreger wie z. B. 

Rhodococcus equi darstellen. JACKS et al. (2007) konnten jedoch zeigen, dass Fohlen im 

Alter von 7-10 Tagen ähnlich wie Neonaten von Menschen und Mäusen in der Lage sind, 

adäquate TH1-Immunantworten nach einem ausreichenden Stimulus auszubilden. Während 

auch in dieser Studie gesunde Fohlen signifikant weniger mRNA für IFN-γ als adulte 

Kontrollpferde exprimierten, konnte zwei Wochen nach intrabronchialer Infektion mit 

Rhodococcus equi die Ausbildung einer TH1-Antwort bei Fohlen gezeigt werden. Das 

TH1/TH2-Verhältnis dieser Fohlen, ein Quotient, welcher aus der mRNA für IFN-γ und IL-4 

gebildet wurde, war im Vergleich zu infizierten und nicht infizierten adulten Kontrolltieren 

signifikant erhöht. Postmortal isolierte Zellen aus bronchialen Lymphknoten der Fohlen 

reagierten nach Stimulation mit einem löslichen Rhodococcus equi-Antigen in vitro mit einem 
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Anstieg der mRNA für IFN-γ auf das Niveau gesunder Kontrolltiere, während es gleichzeitig 

zu einer signifikanten Reduktion der mRNA für IL-4 von infizierten Fohlen im Vergleich zu 

infizierten und nicht infizierten adulten Pferden kam (74).  

In den bisher aufgeführten Untersuchungen wurde mehrfach davon ausgegangen, dass 

ein Mangel an IFN-γ und dessen mRNA eine mangelnde TH1-Immunantwort repräsentiert. 

Analysen der IFN-γ-bildenden Populationen wurden dabei jedoch nicht durchgeführt, obwohl 

IFN-γ von verschiedenen Zelltypen und nicht allein durch CD4+-TH1-Zellen gebildet wird 

(s. Kap. II 1.1). Ein in diesen Untersuchungen vorgefundener Mangel an IFN-γ muss daher 

nicht zwingend mit einer verminderten Produktion von IFN-γ durch TH1-Zellen einhergehen. 

WAGNER et al. (2010) analysierten erstmals TH1- (CD4+/IFN-γ+), TH2- (CD4+/IL-4+) und 

Treg-Zellen (CD4+/IFN-γ+/IL-10+) von Fohlen (Tag 1-2 und 5, Woche 6 und 12 nach Geburt) 

und erwachsenen Tieren mit Hilfe einer durchflusszytometrisch durchgeführten 

Doppelmarkierung von intrazellulären Zytokinen und CD4-Oberflächenantigenen. Die 

Ergebnisse zeigen, dass, obwohl auch in dieser Studie die Produktion von IFN-γ, aber auch 

der anderen Zytokine von Geburt an quantitativ vermindert waren, equine Neonaten und 

Fohlen dennoch in den ersten Lebenswochen eine Polarisierung in Richtung einer TH1-

Antwort zeigen. Während die TH1/TH2-Verhältnisse der ersten Lebenstage interessanterweise 

jenen erwachsener Pferde entsprachen, konnten in einem Alter von 6 und 12 Wochen 

signifikante Anstiege der TH1/TH2-Verhältnisse bei Fohlen im Vergleich zu erwachsenen 

Tieren beobachtet werden. Ursache hierfür war ein reduzierter Anteil an TH2-Zellen. 

Neonatale TH1-Zellen bildeten bereits am fünften Tag nach der Geburt annähernd in gleichen 

Maßen IFN-γ wie adulte TH1-Zellen, während der Anteil an TH2-Zellen in den ersten drei 

Lebensmonaten zwar stetig anstieg, die IL-4-Produktion jedoch generell deutlich niedriger als 

die erwachsener Pferde war. Interessanterweise ging die IL-4-Synthese in den ersten 

Lebenstagen vor allem von basophilen Granulozyten aus (181).  

Nach Ansicht der Autoren sind jedoch quantitative Analysen der Zytokinproduktion 

nach Stimulation der Lymphozyten mit Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) und 

Ionomycin in vitro nicht notwendigerweise mit einer Antigen-spezifischen T-Zellaktivierung 

in vivo zu vergleichen. Resultate der In vitro-Untersuchungen gehen daher nicht zwingend mit 

einer mangelnden Immunantwort und damit mit einer erhöhten Empfänglichkeit des Fohlens 

für Infektionen einher (181).  
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3 Immunmodulation 

Immunmodulatorisch wirkende Substanzen üben einen suppressiven oder 

stimulierenden Einfluss auf das Immunsystem aus. Mit den Mykotoxinen Gliotoxin und 

Patulin sowie mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) und Dexamethason werden im 

Folgenden verschiedene, immunsuppressiv wirkende Stoffe vorgestellt, die in den eigenen 

Untersuchungen Anwendung fanden.  

3.1 Immunmodulatorische Effekte von Mykotoxinen 

Mykotoxine sind sekundäre Stoffwechselprodukte von Schimmelpilzen, die bereits in 

geringen Dosen toxisch wirken (11). Die Exposition zu Schimmelpilzen und deren 

Metaboliten in Gebäuden ist ein Risikofaktor für die Entwicklung von Allergien. Im Rahmen 

der Leipziger Allergierisiko Studie (LARS) konnte 2002 gezeigt werden, dass Kontakt zu 

Penicillium-Sporen einerseits die Inzidenz für Atemwegserkrankungen bei Kindern erhöht 

und eine Exposition zu Aspergillus spp. andererseits mit der Ausbildung einer allergischen 

Rhinitis, der vermehrten Bildung von IgE und einer Reduktion von TH1-Zytokinen (IFN-γ, 

TNF-α, IL-2) im Blut assoziiert ist (117). Untersuchungen von WICHMANN et al. (2002) 

konnten einen immunsuppressiven Einfluss auf humane mononukleäre Blutzellen anhand von 

drei Mykotoxinen (Citrinin, Gliotoxin und Patulin) in vitro nachweisen. Neben einer 

Hemmung der Zellproliferation führte die Inkubation mit jedem der drei Mykotoxine 

konzentrationsabhängig zu einer Reduktion des Anteiles IFN-γ+- und IL-4+-Zellen. Dabei 

inhibierten die Mykotoxine IFN-γ in deutlich geringeren Konzentrationen als IL-4. Die 

Produktion von IFN-γ wurde bereits in Konzentrationen gehemmt, die keinen oder sogar 

einen stimulierenden Einfluss auf die IL-4-Sekretion und die Zellvitalität besaßen (186).  

IFN-γ-produzierende Zellen scheinen folglich stärker durch Mykotoxine beeinflusst zu 

werden, wofür laut Autoren ein vermehrt zytotoxischer Effekt auf diese Zellart 

wahrscheinlicher ist als eine verminderte Produktion von IFN-γ der Einzelzelle an sich. Folge 

dieses IFN-γ-Dezifits ist nicht nur ein TH2-geprägtes Zytokinprofil, sondern darüber hinaus 

auch eine gesteigerte IgE-Synthese in vitro (186, 187). Demzufolge ist ein erhöhtes 

Allergierisiko nach Exposition zu Mykotoxinen auch in vivo denkbar, was vor dem 

Hintergrund, dass eine Kombination mehrerer Mykotoxine selbst bei effektschwachen 

Einzeldosen die beschriebenen Effekte auf humane PBMC in vitro potenzieren kann, umso 

wahrscheinlicher erscheint (87, 166). 
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3.1.1 Gliotoxin 

Gliotoxin wurde 1943 durch JOHNSON et al. (78) beschrieben und wird durch eine 

Vielzahl von Pilzen (78, 83, 93, 184), wie auch Aspergillus spp. (z. B. Aspergillus fumigatus) 

(60, 88, 93),  Penicillium spp. (79, 118) oder Candida spp. (156) gebildet. Gliotoxin gehört zu 

den Epipolythiodioxopiperazin-Verbindungen, die sich durch einen chinoiden Rest und eine 

Disulfidbrücke über einem Piperazinring auszeichnen. Es besitzt immunsuppressive und 

zytotoxische Eigenschaften (184). Das Toxin hemmt in vitro die Phagozytose und bakterizide 

Aktivität von murinen alveolären und peritonealen Makrophagen bereits in Konzentrationen, 

die nicht toxisch auf die Zellvitalität wirken (43). In polymorphkernigen Leukozyten 

(neutrophile Granulozyten) führt das Toxin ebenfalls zu einer Reduktion der Chemotaxis und 

Phagozytose. Gliotoxin exponierte Granulozyten sind in vitro nicht in der Lage, E. coli zu 

eliminieren (155). Im Gegensatz zu mononukleären Zellen (Lymphozyten, Monozyten) führte 

die Inkubation mit Gliotoxin in Untersuchungen von SHAH et al. (1998) zu einer 

Degeneration der polymorphkernigen Leukozyten (in Form einer Abnahme der Größe und 

Granularität der Zellen) und zu einer erhöhten Aufnahme von Propidium-Iodid, einem 

Indikator für tote Zellen (155). Aufgrund der hohen eingesetzten In vitro-Konzentration 

(500 µg Gliotoxin/ml) bleibt die Relevanz in vivo jedoch fraglich. Anhand eines In vivo-

Modells an Ratten mit induzierter Leberfibrose konnten WRIGHT et al. (2001) durch eine 

einmalige intraperitoneale Injektion von Gliotoxin eine auch in vivo bestehende, apoptotische 

Wirkung von Gliotoxin auf Kupffersche Sternzellen zeigen und gleichzeitig eine signifikante 

Reduktion der Fibrose hervorrufen (192). STANZANI et al. (2005) beobachteten in ihren 

Untersuchungen in vitro einen durch Apoptose bedingten Zelltod von Antigen-

präsentierenden Zellen (Monozyten und dendritische Zellen), der mit einer deutlichen 

Abnahme des Verhältnisses von Monozyten zu Lymphozyten einherging. Der verminderte 

Anteil Antigen-präsentierender Zellen wird von den Autoren als Ursache für eine verminderte 

Funktion von stimulierten T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen nach Inkubation mit 

Gliotoxin angesehen (160). Sowohl CD4+-T-Helferzellen als auch CD8+-zytotoxische T-

Zellen bildeten in vitro analog zu den Ergebnissen von WICHMANN et al. (2002, 2003) nach 

Inkubation mit Gliotoxin konzentrationsabhängig weniger IFN-γ und TNF-α (160, 186, 187).  

Die Zytotoxizität Gliotoxins konnte in einem zur Untersuchung der Funktionsweise 

humaner, respiratorischer Epithelzellen geeignetem In vitro-Modell mit einem eukaryo-

tischen, einzelligen Organismus (Tetrahymena pyriformis) nicht durch einen inhibitorischen 

Effekt auf den Energiestoffwechsel erklärt werden (61). Vielmehr ist nach Ansicht der 

Autoren eine bereits mehrfach beschriebene Gliotoxin-induzierte Schädigung der DNA (19, 
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44, 120) oder der Mitochondrien (89) als Ursache für die Gliotoxin-induzierte Inhibition der 

Zellproliferation von Tetrahymena pyriformis zu vermuten (61). 

3.1.2 Patulin 

Patulin, ein ungesättigtes Lakton, wurde erstmals in den 40er Jahren aus Penicillium 

griseofulvum isoliert (11). Darüber hinaus sind weitere Penicillium spp., wie beispielsweise 

Penicillium clavigerum und Penicillium terreus, aber auch Aspergillus spp., wie Aspergillus 

giganteus, in der Lage, Patulin zu bilden (51). Patulin lässt sich regelmäßig in fauligen 

Früchten und deren Säften nachweisen, kommt aber auch in Futtermitteln für Nutztiere vor 

(11, 143). Toxische Wirkungen auf Versuchstiere wurden mehrfach für Patulin beschrieben 

(47, 48). Patulin wirkt sowohl teratogen in aviären Embryonen (29) als auch mutagen in 

Hefen und in Kulturzellen des Hamsters (105, 151). In Ratten führten subkutane Injektionen 

von Patulin über 60 Wochen zur Ausbildung von Sarkomen um die Injektionsstelle (39), 

während in anderen Langzeitstudien an Ratten nach oraler Applikation kein carcinogener 

Effekt nachgewiesen werden konnte (9, 122).  

Patulin besitzt einen zytotoxischen Effekt auf Leukozyten und Makrophagen (17, 159). 

Nach oraler und intraperitonealer Applikation rief Patulin in Untersuchungen von  

ESCOULA et al. (1988) in Mäusen und Kaninchen nicht nur eine vor allem die B-Zellen 

betreffende Lymphopenie, sondern auch eine herabgesetzte Lymphozytenfunktion in Form 

von verminderter Immunglobulinbildung (IgG, IgA und IgM) hervor (48). Dagegen führten 

hohe Patulinkonzentrationen (1,26 und 2,56 mg/kg) nach 28-tägiger oraler Exposition bei der 

Maus zwar zu einer Abnahme der Leuko- und Lymphozyten im Blut, dies jedoch ohne Effekt 

auf die humorale oder zelluläre Immunantwort (101). Niedrige Dosierungen von Patulin 

(< 100 ng/ml) waren in einer Untersuchung von LUFT et al. (2008) in vitro jedoch nicht mit 

einer Abnahme der Zellvitalität humaner PMBC verbunden. Sie polarisierten stattdessen über 

eine stärkere Inhibition der IFN-γ-Sezernierung die Zytokinbildung in Richtung eines TH2-

Zytokinprofils. Diese Hemmung konnte nicht durch eine gesteigerte Produktion von IL-10, 

ein auf TH1-Zellen suppressiv wirkendes Zytokin, erklärt werden, sondern wurde im 

Zusammenhang mit einer Depletion von intrazellulärem Glutathion beobachtet (102), welches 

als Antioxidans die Ausbildung einer TH1-geprägten Immunantwort in murinen Antigen-

präsentierenden Zellen fördert (129).  
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3.1.3 Exposition von Pferden zu Mykotoxinen 

Kenntnisse über die Exposition von Pferden zu Mykotoxinen liegen bislang nicht 

hinreichend vor. Kontamination von Futtermitteln mit Schimmelpilzen und eine daraus 

resultierende Exposition von Pferden zu diesen Schimmelpilzen und ihren Metaboliten sind 

dennoch nahe liegend (80). Der Gehalt an Schimmelpilzen und Hefen ist im Heu 

(geometrischer Mittelwert 27,05 KbE/l) verglichen mit einer kommerziell erhältlichen 

Grasanwelksilage (HorseHage®
; geometrischer Mittelwert 1,31 KbE/l) hoch signifikant 

gesteigert (150). Eine Untersuchung von Silage in den Azoren ergab zudem, dass 69 % der 

getesteten Proben mit Aspergillus fumigatus kontaminiert waren, von denen 11 % der Isolate 

in der Lage waren, Gliotoxin zu bilden (41). In einer Studie aus Argentinien produzierten 

sogar 60 % der aus Pferdefutter isolierten Aspergillus fumigatus-Stämme Gliotoxin. Es stellte 

sich außerdem heraus, dass sich in diesen Proben, bestehend aus 60 % Getreide, 20 % Hafer 

und 20 % silierte Luzerne, im Vergleich zu Futtermitteln für andere Tierarten (Rinder, 

Geflügel, Schweine und Kleintiere) die höchsten Gliotoxin-Konzentrationen (209 ± 30 µg/g 

Pferdefutter) nachweisen ließen. Insgesamt waren in den Untersuchungen von PENA et al. 

(2010) 40 % der Pferdefutter-Proben mit Gliotoxin kontaminiert (127). In einer weiteren 

Untersuchung von Pferdefutter ließen sich in 41 % der Proben Aspergillus spp., in 18 % 

Penicillium spp. und in 16 % Fusarium spp. nachweisen. Kontamination dieser Futtermittel 

mit Mykotoxinen (Aflatoxin B1, Fumonisin B1) konnte ebenfalls gezeigt werden (81). 

Während die Bildung von Gliotoxin oder Patulin in dieser Studie nicht kontrolliert wurde, 

konnte Patulin in Belgien aus Rinderfutter isoliert und in Verbindung mit einer letalen 

Neurotoxikose dieser Tiere gebracht werden (143).  

Neben einer oralen ist auch eine inhalative Exposition von Pferden zu Mykotoxinen 

denkbar. Pilzsporen, die aerogen übertragen werden, erwiesen sich als wichtige Toxinträger 

für Schimmelpilzarten wie z. B. Aspergillus fumigatus oder Aspergillus niger (124, 153). 

Mikroskopische Untersuchungen dreier Heustaubsuspensionen zeigten, dass diese 

vorwiegend aus Schimmelpilzsporen bestanden, die nicht größer als 4 µm waren (135). Da 

Partikel unter einer Größe von 5 µm bis in die tiefen Atemwege vordringen können, ist eine 

Inhalation dieser Schimmelpilzsporen bis in die Lunge denkbar (26). Darüber hinaus konnte 

Aspergillus spp. sowohl in der Stallluft als auch in der BALF von Pferden nachgewiesen 

werden (50, 191). Inhalation mit Aspergillus fumigatus-Extrakt rief im Vergleich zu einer 

Placebokontrolle eine Steigerung neutrophiler Granulozyten in der BALF COB-erkrankter 

Pferde hervor (107, 134). Darüber hinaus wurden in zwei Studien signifikant mehr IgE und 

IgG gegen Antigen von Aspergillus fumigatus in der BALF COB-erkrankter Tiere im 
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Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe festgestellt (64, 146). IgE gegen Milben- und 

Schimmelpilzextrakte, bestehend aus Aspergillus fumigatus, Alternaria alternata und 

Penicillium notatum, war in einer weiteren Studie in Seren von gesunden und erkrankten 

Pferden nachweisbar. Allerdings bildeten lediglich, je nach getestetem Antigen, 8-30 % der 

untersuchten Tiere einen messbaren IgE-Spiegel gegen rekombinante Antigene von 

Aspergillus fumigatus und Alternaria alternata aus. COB-betroffene Pferde besaßen dabei 

nicht nur signifikant mehr IgE gegen rekombinante Antigene als gesunde Kontrollpferde, 

sondern waren darüber hinaus häufig gegen mindestens zwei rekombinante Antigene 

sensibilisiert (42).  

3.2 Immunmodulatorische Effekte von Lipopolysacchar id (LPS) 

Endotoxine wurden erstmals vor über 100 Jahren als Komponenten der äußeren 

Zellmembran von gramnegativen Bakterien beschrieben (138). Hauptbestandteil der 

Endotoxine sind Lipopolysaccharide (LPS), die aus biologisch aktivem, hydrophobem 

Lipid A und hydrophilen Polysaccharidketten (O-Antigene) bestehen. Diese amphiphile 

Struktur ermöglicht Endotoxinen die Zirkulation im Körper. Je nach kultureller Anzucht der 

gramnegativen Bakterien kann zwischen einer rough (R-) und einer smooth (S-) Form des 

LPS unterschieden werden. Die R-Form ist durch das Fehlen der O-spezifischen 

Polysaccharidkette gekennzeichnet, wodurch die diese Form bildenden gramnegativen 

Bakterien lediglich in vitro kultivierbar sind (5, 113).  

LPS wird bei der Replikation oder dem Absterben von gramnegativen Bakterien frei 

und führt im Anschluss zur Induktion einer Entzündungsreaktion (67). Je nach Dosis, 

Applikationsart und Individuum wirkt LPS entweder als Adjuvans und verstärkt Antigen-

spezifische Immunantworten oder führt zu pathologischen Symptomen wie im Rahmen einer 

Endotoxämie (5). Die Inhalation von LPS löst z. B. in gesunden Menschen eine systemische 

Entzündungsreaktion mit einhergehendem Anstieg der Leukozyten und neutrophilen 

Granulozyten aus. Die systemische Reaktion geht jedoch nicht wie bei Asthmatikern mit 

respiratorischen Symptomen einher (110). 

Gelangt LPS in den Blutkreislauf, bindet es an das LPS-bindende Protein, welches 

wiederum im Anschluss mit dem Oberflächenrezeptor CD14 interagiert. CD14 wird einerseits 

membrangebunden auf mononukleären Phagozyten (Monozyten, Makrophagen und 

neutrophile Granulozyten) exprimiert und kommt andererseits auch in löslicher Form im 

Plasma vor. Zusammen mit dem Toll-like-Rezeptor-4 und einem mit dem Rezeptor 

assoziierten Protein (MD-2) führt die Bindung von LPS an CD14 zur intrazellulären 
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Signaltransduktion mit anschließender Synthese und Sekretion von Entzündungsmediatoren, 

wie z. B. Arachidonsäuremetaboliten, TNF-α, Thromboplastin oder IL-6 (28, 38, 67, 113). 

Gleichzeitig fördert LPS die Ausschüttung von antiinflammatorischen Mediatoren, wie z. B. 

IL-10 (113) und löst eine rasche Aktivierung des Komplementssystems aus. Über Bindung an 

das lösliche CD14 kann LPS auch CD14-negative Zellen, wie z. B. dendritische Zellen sowie 

Epithel- und Endothelzellen aktivieren (5, 180).  

JACOBSEN et al. (2007) konnten zeigen, dass intravenöse Applikationen von LPS  

(100 oder 1000 ng LPS/kg) bei Rindern kurzzeitig zu einer signifikanten Abnahme der IFN-γ-

produzierenden Lymphozyten führten. 24 h nach der Injektion erreichten diese wieder ihre 

Ausgangswerte oder überschritten sie sogar. Hohe Konzentrationen (1000 ng/kg) führten 

außerdem zu einem signifikanten Anstieg der IL-4+- und IL-10+-Lymphozyten. Über einen 

Zeitraum von mehreren Wochen zeigte sich jedoch, dass sich eine proinflammatorische 

Antwort auf LPS ausbildete: Die Produktion von monozytären Entzündungsmediatoren  

(IL-1β, TNF-α) wurde einerseits gesteigert, andererseits nahm die Sezernierung von IL-4 

durch Lymphozyten zugunsten einer TH1-Immunantwort ab (77). LAUW et al. (2000) 

konnten nach Injektion von LPS (4 ng LPS/kg) bei gesunden Menschen eine Verschiebung 

der Immunantwort in Richtung eines TH2-Profils feststellen. Das Verhältnis von IFN-γ
+- zu  

IL-4+-Lymphozyten nahm innerhalb von sechs Stunden nach der Injektion deutlich ab, 

wodurch eine herabgesetzte Funktion von Monozyten während einer Endotoxämie und Sepsis 

in vivo erklärt werden könnte (94). TULIC et al. (2000) beobachteten hingegen, dass die 

inhalative Applikation von LPS 24 h vor und bis zu vier Tage nach intraperitonealer 

Verabreichung von Ovalbumin die Bildung von spezifischen IgE-Antikörpern in Ratten 

hemmt und gleichzeitig IgG-Level im Serum steigert. Dies deutet auf eine vermehrte 

Produktion von Zytokinen der TH1-Antwort, insbesondere von IFN-γ hin, wodurch eine TH2-

Immunantwort und damit eine allergische Reaktion durch LPS in der Sensibilisierungsphase 

verhindert wird (173). Untersuchungen von GEREDA et al. (2000) konnten zeigen, dass 

Kinder mit Allergien im Vergleich zu gesunden Kindern signifikant weniger Endotoxin-

exponiert sind. Erhöhter Endotoxingehalt im Hausstaub korrelierte ebenfalls mit einem 

erhöhten Gehalt an TH1-Zellen. Daher wird von den Autoren ebenfalls postuliert, dass die 

frühe Exposition von Kindern zu Endotoxinen durch Steigerung der TH1-Antwort die 

Ausbildung einer TH2-Antwort inhibiert und damit die Entwicklung einer Allergie verhindert 

(57). Inhalativ mit Stall- bzw. Hausstaub induzierte TH1- bzw. TH2-Immunantworten in 

Mäusen konnten jedoch aufgrund eines nahezu identischen Endotoxingehaltes beider 

Staubarten in einer weiteren Studie nicht mit LPS in Verbindung gebracht werden (4).  
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Die divergierenden Ergebnisse könnten sich in der Intensität der LPS-Exposition 

begründen. EISENBARTH et al. (2002) konnten anhand eines murinen In vivo-Modells 

belegen, dass unterschiedliche LPS-Konzentrationen entweder in einer TH1- oder einer TH2-

Immunantwort resultieren. Intranasale Verabreichung einer relativ geringen Dosis LPS 

(0,1 µg) induzierte in Ovalbumin-sensibilisierten Mäusen eine TH2-Immunantwort, während 

hohe Konzentrationen von LPS (100 µg) eine TH1-Antwort in den Atmungsapparaten der 

Mäuse hervorriefen (45). In Bestätigung dieser Ergebnisse stimulierten geringe 

Konzentrationen von LPS (0,1-1 ng/ml) in einer weiteren Untersuchung murine dendritische 

Vorläuferzellen zur Bildung von TH2-Zytokinen. Höhere Konzentrationen (10-100 ng/ml) 

induzierten stattdessen eine TH17-Immunantwort (128). 

Darüber hinaus besitzt LPS aktivierende Eigenschaften auf B-Zellen (7, 27, 142, 173). 

Fünfwöchige Inhalation von LPS führte beispielsweise bei Meerschweinchen nicht nur zu 

einem Influx von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen in die Lunge, sondern auch zu 

einer erhöhten IgG-Produktion und damit zu einer Aktivierung der B-Zellen (142). 

KIKU et al. (2003) konnten eine signifikante Zunahme von equinen IgM+ B-Lymphozyten 

nach intravenöser Applikation von LPS bei gesunden Pferden beobachten und interpretierten 

dies als einen Hinweis auf die Ausbildung einer humoralen (TH2-) Immunantwort (82). Neben 

der mitogenen Wirkung auf B-Zellen ist LPS im Gegenzug in vitro in der Lage, über einen 

unbekannten, indirekten Mechanismus CD4+- und CD8+-T-Zellen zu aktivieren (27), während 

jedoch in vivo mehrfach inhibitorische Effekte von LPS auf T-Zellen beobachtet werden 

konnten (27, 82, 94).  

3.2.1 Exposition von Pferden zu LPS 

Gramnegative Bakterien gehören zur physiologischen Darmflora des Pferdes. Bei einer 

Schädigung der intestinalen Barriere gelangen Bakterien und/oder LPS in die Blutbahn. Die 

resultierende Endotoxämie initiiert eine systemische inflammatorische Antwort (113, 114). 

Des Weiteren sind gramnegative Bakterien und Endotoxine als Komponenten des Staubes im 

Pferdestall nachweisbar (13, 108, 113, 132, 167). Der aerogene Gehalt an Endotoxinen ist im 

Stall verglichen zur Weide nachweislich um das 8- bis 15-fache erhöht (13, 108). Je nach 

Untersuchung variiert der Endotoxingehalt der Luft zwischen 1,6 und 19,8 x 106 ng/m3, von 

denen zwischen 3 bis 9 % inhalativ in die Tiefe der Lunge gelangen können (Tab. 3). 

Besonders bei Verwendung von Stroheinstreu ist der Gehalt an Endotoxinen erhöht (108, 167, 

185), obwohl der Anteil gramnegativer Bakterien mit dem Gehalt anderer Einstreumaterialien 

(Papier oder Sägespäne) vergleichbar ist (167). Die große Spannweite in den gemessenen 
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Endotoxinkonzentrationen lässt sich möglicherweise durch Unterschiede in den 

Versuchsdurchführungen zu erklären. Endotoxinbestimmungen sind hoch sensitiv gegenüber 

verschiedenen analytischen Methoden, der Beprobungstechnik und der Gestaltung des 

Experiments an sich (98, 171, 191). Bei Messungen mittels eines so genannten „Personal 

Samplers“, welche an den Tieren befestigt werden und so der Bestimmung des Staubgehaltes 

im Einatembereich dienen, führen darüber hinaus individuelle Verhaltensweisen der Pferde 

(Kopfhaltung, Bewegungs- und Fressaktivität) zu starken Schwankungen der Werte (13, 108, 

132). Ferner können Unterschiede in der Ventilation der Stallanlagen und der Qualität des 

verwendeten Materials Differenzen zwischen den einzelnen Studien bewirken (30, 108).  

LPS wird als Maß für den Anteil gram-negativer Bakterien in Futtermitteln und damit 

zur Beurteilung ihrer Qualität herangezogen. Ein LPS-Gehalt von >100 µg/g Heu/Stroh deutet 

auf eine starke Keimbelastung dieser Futtermittel hin, während Werte <35 µg/g für Raufutter 

als normal angesehen werden (80). 55 % des Heus (n=123) sowie sogar 73 % des beprobten 

Strohs (n=45) besitzen nach Angaben von WOLF et al. (2005) einen LPS-Gehalt >50 µg/g, 

während lediglich 29 % der untersuchten Heulage (n=17) einen LPS-Gehalt >50 µg/g 

aufweisen (190). 

PIRIE et al. (2001) untersuchten erstmalig bei gesunden und COB erkrankten Pferden 

die pulmonalen und systemischen Auswirkungen von inhaliertem LPS aus Salmonella 

typhimurium. Die Inhalation von LPS (2000 µg) führte in beiden Tiergruppen zu einer 

signifikanten Reduktion der Leukozyten im Blut und induzierte eine konzentrationsabhängige 

(20, 200 und 2000 µg) Neutrophilie in der BALF. Dabei lag der Grenzwert für die Induktion 

einer solchen respiratorischen Inflammation für die Gruppe der COB-Pferde niedriger 

(<20 µg) als für die gesunde Kontrollgruppe (20-200 µg) (133). Folgeuntersuchungen, in 

denen den oben genannten Tiergruppen Heustaub-Suspensionen und Aspergillus fumigatus-

Extrakte mit und ohne LPS inhalativ verabreicht wurden, bestätigten eine mögliche 

ätiologische Beteiligung von LPS an der Entstehung einer COB. Sowohl die Depletion von 

LPS aus der Heustaubsuspension als auch die Reduktion des LPS-Gehalts im Aspergillus 

fumigatus-Extrakt milderten die Neutrophilie in der BALF erheblich und verminderten die 

respiratorische Dysfunktion bei COB-Pferden (132, 134). Diese konnte nach nochmaligem 

Zusatz von LPS erneut hervorgerufen werden, jedoch in einem stärkeren Ausmaß als es durch 

die reine Inhalation mit LPS erwartet wurde. Andere organische Inhaltsstoffe des Staubes 

scheinen demnach die Wirkung von LPS zu potenzieren (132). In einer weiteren Studie führte 

die Inhalation von LPS bei COB-erkrankten Pferden zu einem signifikanten Anstieg der 

mRNA für TNF-α, IL-10 und IL-4. Die Transkription von mRNA für IFN-γ blieb hingegen 
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Tab. 3: Aerogener Staub- und Endotoxin-Gehalt in Pferdeställen 

Autoren Einstreu/ 
Futter 

Staubgehalt in 
der Luft 
(lungengängig 1) 
[mg/m 3] 

Endotoxingehalt 
in der Luft 
(lungengängig 1) 
[ng/m 3] 

Endotoxingehalt 
im Staub 
(lungengängig 1) 
[ng/m 3] 

BERNDT et al., 2010 
(13)2  

Stroh/ Heu / 590 (/) / 

 Weide / 70,8 (/) / 

McGORUM et al., 1998 
(108)  

Stroh/ Heu 2,7 (1,1) 19,8 x 106 (1,7 x 106) 7,6 (1,5) 

 Späne/ Silage 0,8 (0,2) 3,9 x 106 (1 x 107) 6,9 (0,7) 

 Weide 0,2 (0,1) 1,3 x 106 (1 x 107) 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 
(167)2  

Stroh/ Heu / 3,6 (/) / 

 Späne/ Heu / 1,6 (/) / 

WOODS et al., 1993 
(191) Stroh/ Heu 2,6 (0,4)  / / 

 Späne/ Pellets 0,7 (0,2) / / 

1Als lungengängig werden Partikel bezeichnet, die aufgrund ihrer Größe, je nach Veröffentlichung 
<5 µm (132, 133) oder <7 µm (108), bis in die tiefen Atemwege vordringen können.  
 2Originalangaben in Endotoxinunits (EU)/m3, 12 EU entsprechen 1 ng (108); /  =  keine Angaben  

unverändert. Die Autoren bezweifeln jedoch mit Ausnahme des Anstieg der mRNA für IL-10 

die biologische Relevanz dieser Beobachtungen, da die durchschnittlichen mRNA-Spiegel für 

IL-4 und TNF-α und das beobachtete Ausmaß der Veränderungen zu gering erschienen (178). 

3.3 Immunmodulatorische Effekte von Glucocorticoide n 

Glucocorticoide zählen zu den Corticosteroiden, einer Klasse von Steroidhormonen, die 

nach Ausschüttung von hypophysärem ACTH in der Nebennierenrinde gebildet werden. Die 

Zona fasciculata der Nebennierenrinde produziert hauptsächlich Cortisol (= Hydrocortison) 

und in geringerem Ausmaß Cortison (157). Pharmakologisch wird vor allem die anti-

phlogistische, antiproliferative und immunsuppressive Wirkung von Glucocorticoiden 

genutzt. Dafür werden in ihrer Wirkung potenzierte, synthetisch hergestellte Corticosteroide, 

wie z. B. Dexamethason, eingesetzt (54). Dexamethason und Hydrocortison unterscheiden 

sich in Bezug auf ihr immunsuppressives Potential nur geringfügig, wohingegen das 
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antiphlogistische Potential von Dexamethason im Vergleich zu Hydrocortison um das 25-

fache gesteigert und nahezu keine mineralocorticoide Wirkung mehr vorhanden ist (54, 92).  

Nach Anwendung von Glucocorticoiden kommt es zunächst zu einem Anstieg der 

zirkulierenden, neutrophilen Granulozyten sowie zu einem Abfall der übrigen Leukozyten 

(vor allem von Lymphozyten und basophilen Granulozyten). Bei Rindern konnte dagegen ein 

erhöhter Anteil an CD4+-Lymphozyten im Blut nach intramuskulärer Injektion von 

Dexamethason beobachtet werden (6).  

Neben der Lymphozytenproliferation hemmen Glucocorticoide auch die 

Zytokinproduktion der T-Helferzellen, deren Ausprägung jedoch in der Literatur 

widersprüchlich beschrieben wird (145). Während einige Arbeitsgruppen in ihren 

Untersuchungen in vitro eine konzentrationsabhängige Abnahme sowohl von humanen TH1- 

(IFN-γ) und als auch von TH2-Zytokinen (IL-4) sowie deren mRNA beobachteten (20, 52, 

112, 158), konnten andere Arbeitsgruppen lediglich eine vor allem die TH2-Zellen betreffende 

Inhibition feststellen (149) oder gar einen Anstieg von TH2-Zytokinen (IL-4) durch 

Dexamethason hervorrufen (35). Für verschiedene Glucocorticoide (u. a. Hydrocortison, 

Fluticason, Beta- und Dexamethason) konnten in vitro eine stärkere, konzentrationsabhängige 

Inhibition der IL-4- und IL-5-Sezernierung im Vergleich zur jener von IFN-γ beobachtet 

werden (86, 158, 174). Ebenso wurde eine signifikante Erhöhung des TH1/TH2-Verhältnisses 

durch Dexamethason festgestellt (86). Aus einer stärkeren Suppression der TH2-Zytokine 

erklären sich SCHMIDT et al. (1994) den erfolgreichen Einsatz von Glucocorticoiden in der 

Therapie von Asthma, in dessen Pathogenese TH2-Zellen eine ausschlaggebende Rolle spielen 

(149). 

Im Gegensatz hierzu wiesen FRANCHIMONT et al. (1998) eine im Vergleich zu IL-4 

stärkere Suppression der IFN-γ-Produktion durch Dexamethason nach. Dexamethason ist 

demnach in der Lage, eine Verschiebung in Richtung einer TH2-Immunantwort auszulösen, 

weswegen eine Anwendung dieses Corticoids bei chronisch allergischen Patienten von den 

Autoren in Frage gestellt wird (52). Eine Studie von ZIEG et al. (1994) konnte jedoch zeigen, 

dass sich die klinische Symptomatik nach Anwendung von Prednison bei Asthma-Patienten 

nicht verschlechterte, obwohl die IFN-γ-Synthese in CD3+-T-Zellen und NK-Zellen abnahm 

und gleichzeitig die IgE-Produktion gesteigert war (196).  

IL-2 fördert die Proliferation von T-Zellen. Die Abnahme der TH1- und TH2-Zytokine 

durch Glucocorticoide ist jedoch nicht durch eine alleinige Hemmung der IL-2-Produktion zu 

erklären. Sowohl physiologische (Hydrocortison) als auch synthetische (u. a. Dexamethason) 

Glucocorticoide führten zwar zu einer verminderten Ausschüttung von IL-2 (35, 149, 158), 
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die Zugabe von rekombinantem IL-2 konnte allerdings nur bedingt die IFN-γ- und IL-4-

Produktion wiederherstellen (158, 193).  

Die Beeinflussung der Zytokine durch Dexamethason ist auch durch eine indirekte 

Einwirkung des Corticosteroids auf T-Zellen denkbar (16, 20, 35, 36). Sowohl am Beispiel 

von murinen Makrophagen der Milz als auch von humanen Monozyten konnte gezeigt 

werden, dass Dexamethason zu einer reduzierten Produktion von IL-12 dieser Zellen führt. 

IL-12 fördert die Ausbildung einer TH1-Antwort, so dass die in den Untersuchungen 

induzierte Reduktion indirekt sowohl in vitro als auch in vivo eine Abnahme der IFN-γ- und 

eine gleichzeitige Zunahme der IL-4-Produktion in T-Zellen bewirkte (16, 36). Des Weiteren 

konnte gezeigt werden, dass Nickel-aktivierte dendritische Zellen nach Inkubation mit 

Glucocorticoiden (Hydrocortison, Dexamethason) signifikant weniger TH1-Zytokine (TNF-α, 

IL-12p70) bildeten. Die Produktion von TH2-Zytokinen (IL-10, CCL17) durch dendritische 

Zellen blieb dagegen unbeeinflusst (172). Demnach sind durch Glucocorticoide beeinflusste 

Antigen-präsentierende Zellen indirekt in der Lage, Zytokinprofile von T-Zellen zu 

modifizieren.  

3.3.1 Anwendung von Dexamethason beim Pferd 

Corticosteroide werden routinemäßig zur Therapie, wie beispielsweise zur Behandlung 

der COB, bei Pferden eingesetzt. Dexamethason führt sowohl nach intravenöser als auch nach 

intramuskulärer Applikation zu einer deutlichen Verbesserung der Lungenfunktion (34, 130, 

141). Des weiteren verursacht Dexamethason eine signifikante Verminderung der 

neutrophilen Granulozyten sowie einen gleichzeitigen Anstieg der Lymphozyten in der 

BALF, wohingegen hämatologisch gegenteilige Effekte von Dexamethason auf diese Zell-

populationen beobachtet werden (34, 130, 141). Während ROBINSON et al. (2002) nach 

oraler Applikation von Dexamethason keine Verbesserungen der Lungenfunktion im 

Vergleich zur nicht-therapierten Kontrollgruppe feststellten (141), konnten CORNE-

LISSE et al. (2004) einen klinisch sichtbaren Effekt von Dexamethason innerhalb von sechs 

Stunden unabhängig von der Applikationart (oral/intravenös) beobachten. Vorrausgesetzt, 

dass die Pferde im Vorfeld der Untersuchung für 12 h kein Futter erhielten, blieben diese 

klinisch sichtbaren Effekte bis zu 24 h nachweisbar (32). Darüber hinaus konnten signifikante 

Verbesserungen der Lungenfunktion nach oraler Applikation von Dexamethason selbst bei 

fortgesetzter Staubexposition der Pferde festgestellt werden (96).  

Wirkungen der Corticosteroide auf das TH1/TH2-Verhältnis des Pferdes wurden bislang 

nur von GIGUÈRE et al. (2002) beschrieben. Inhalation von Fluticason, ein Corticosteroid, 
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welches routinemäßig in der Therapie von Asthma-Patienten in der Humanmedizin 

Anwendung findet, führte nach Induktion einer Exazerbation bei COB-Pferden nicht nur zu 

Verbesserungen der Lungenfunktion und einer Abnahme der Neutrophilie in der BALF, 

sondern darüber hinaus auch zu einer signifikanten Reduktion der mRNA für IL-4 und daher 

zu einem signifikanten Anstieg des TH1/TH2-Verhältnisses (58). 

4 Arbeitshypothese 

Das TH1/TH2-Gleichgewicht ist entscheidend an der Entwicklung einer adäquaten 

Immunantwort gegenüber Pathogenen beteiligt. Eine Störung dieses Gleichgewichts ist daher 

auch beim Pferd an der Pathogenese von Erkrankungen beteiligt. Eine Beurteilung des 

Immunsystems zur Bestimmung des Gesundheitszustandes eines Individuums ist jedoch 

bislang in der Praxis nicht üblich. Wissenschaftliche Analysen des Immunsystems erfolgen in 

der Regel auf Basis transkriptioneller Prozesse. Posttranskriptionelle Modifikationen der 

Zytokinproduktion werden zumeist nicht berücksichtigt. Ein Nachweissystem zur 

Bestimmung des Zytokinmusters, welches auf posttranskriptionellen Prozessen basierend 

Aussagen über die individuelle Immunlage erlaubt, existiert beim Pferd bislang nicht.  

Da der Zytokingehalt im Blut von Pferden zu gering ist, um individuelle Unterschiede 

hervorzuheben, ist davon auszugehen, dass equine Lymphozyten erst nach Konfrontation mit 

immunmodulatorisch wirkenden Stoffen ein tierspezifisches TH1/TH2-Zytokinprofil 

ausbilden, welches eine Interpretation der Immunlage ermöglicht. Ziel dieser Arbeit war es 

daher, In vitro-Tests an equinen Lymphozyten aus dem Blut zu etablieren, die die Immunlage 

von Pferden widerspiegeln. Hierbei diente das TH1/TH2-Verhältnis als Parameter zur 

Beurteilung des individuellen Immunstatus.  
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III Material und Methoden 

Der Ablauf des experimentellen Abschnitts der Dissertation gliederte sich in Vor- und 

Hauptversuche. In den Vorversuchen wurde eine Dosis-Wirkungsbeziehung für jede getestete 

Noxe (Gliotoxin, Patulin, LPS, Dexamethason) in vitro erstellt. In dieser Arbeit wird der 

Begriff Noxe für Prototypen von exogenen Einflussfaktoren verwendet, die aufgrund der 

Literatur eine immunmodulatorische Wirkung auf Lymphozyten des Pferdes besitzen. In den 

Hauptversuchen wurde der Effekt unterschiedlicher Haltungsbedingungen auf eine Noxen-

spezifische Veränderung des TH1/TH2-Verhältnisses in vitro untersucht. Dabei wurde ein in 

den Vorversuchen ermittelter Konzentrationsbereich der Noxen verwendet.  

1 Tiere und Blutentnahme 

1.1 Vorversuche 

Für jede getestete Noxe wurden drei klinisch gesunde Pferde (A-C) im Alter von 13, 16 

und 24 Jahren beprobt (Tab. 4). Pferd A wurde, außer für die Titration von Gliotoxin, 

zweimalig beprobt. Dies wurde durch die Bezeichnungen Pferd A1 und Pferd A2 

gekennzeichnet. Pferd B und C wurden jeweils einmalig beprobt.  

Die Probenentnahme erfolgte über die Punktion der Vena jugularis. Dabei wurden mit 

einer Kanüle (18 G), zur Schonung der Zellen langsam, 40 ml Blut entnommen, welches mit 

einer 3,8 %-igen sterilen Natriumcitrat-Lösung in einem Verhältnis von 1:5 zur Gerinnungs-

hemmung versetzt wurde. Die gewonnenen Blutproben wurden innerhalb von 30 min. nach 

Entnahme ins Labor transportiert und wie unter Kap. III 2.1 beschrieben aufgearbeitet. 

 

Tab. 4: Informationen zu den beprobten Tieren der Vorversuche 

Pferd Rasse Geschlecht Alter 1 Eigentümer 

A Warmblut Wallach 24 Jahre Klinik für Pferde, Innere Medizin2 

B Polopony Stute 13 Jahre Klinik für Pferde, Innere Medizin2 

C Warmblut Stute 16 Jahre Klinik für Geburtshilfe, Gynäkologie 
und Andrologie2 

1 zum Zeitpunkt der Beprobung; 2Fachbereich Veterinärmedizin, Justus-Liebig-Universität Gießen 
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1.2 Hauptversuche 

Bei den beprobten Tieren der Hauptversuche handelte es sich eine Gruppe von sechs 

Warmblutstuten (Pferd 1-6) im Alter von zwei Jahren (Tab. 5). Die Herde wurde auf dem 

Gelände des Johann Heinrich von Thünen-Instituts (vTI) in Braunschweig während eines 

Zeitraumes von September 2007 bis August 2008 im Rahmen von Haltungs- und 

Verhaltensstudien in einer Mehrraum-Auslaufhaltung (Haltungsform mit mehreren 

Funktionsbereichen: Ruhe, Laufen, Trinken, Fressen) gehalten (Abb. 1). Ziel der dortigen 

Studien war es, den Einfluss des Einstreumaterials auf die Luftqualität im Pferdestall zu 

evaluieren. Das Projekt wurde von Prof. Dr. Ir. H. van der Weghe (Forschungs- und 

Studienzentrum für Veredelungswirtschaft Weser-Ems, Georg-August-Universität Göttingen) 

geleitet und in Braunschweig von Prof. Dr. F.-J. Bokisch (vTI) und Dr. G. Hoffmann (vTI) 

durchgeführt (177). 

Die Tiere stammten von einem Pferdezüchter aus der Umgebung und wurden nur 

einmalig während des Wechsels nach Braunschweig in den Versuchsstall einer Umstellung 

der Haltungsbedingungen ausgesetzt. Mit Ausnahme von Pferd 3, sind sämtliche Tiere 

entweder 1. oder 2. Grades väterlicherseits miteinander verwandt (Tab. 5). Die Stuten wurden 

regelmäßig entwurmt sowie gegen Tetanus grundimmunisiert. Pferd 3 musste in der 

15. Versuchswoche, Pferd 5 in der 19. Versuchswoche aufgrund einer Verletzung erneut 

gegen Tetanus geimpft werden. 

1

2

3

4 5

2

4

1 3

5

A B

 

Abb. 1:  Mehrraum-Auslaufhaltung des vTI Braunschweig 
Luftaufnahme (A) sowie Grundskizze (B) vom Stallgebäude; 1: Ruhebereich (12 m2/Pferd) 
2: Vordach (9 m2/Pferd) 3: Fressstände 4: Gruppenauslauf (45 m2/Pferd) 5: Einzelhaltungen 
(für die eigenen Untersuchungen nicht relevant); Aufnahme und Skizze freundlicherweise 
zur Verfügung gestellt von Frau Dr. G. Hoffmann, vTI, Braunschweig 
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Tab. 5: Informationen zu den 2-jährigen1 Warmblutstuten der Hauptversuche 

Pferd Zuchtlinie Vater Mutter Muttervater 

1 Hannover Escudo I Welfin Wandergesell 

2 Hannover Stolzenberg Bodega Bold Indian XX 

3 Hesse Ruehmann White Lady White Magic 

4 Hannover Escudo I Sensation Stakkato 

5 Hannover Stakkato Baronesse Bold Indian XX 

6 Hannover Escudo I Widia Werther 

1zum Zeitpunkt der ersten Beprobung im Mai 2008 

Die Studien des vTI beinhalteten verschiedene Formen der Einstreu im Ruhebereich der 

Auslaufhaltung (Abb. 2): Sieben Wochen lang erfolgte die Einstreu konventionell mit 

Weizenstroh, weitere sieben Wochen wurden die Pferde auf Holzspänen und abschließend für 

sieben Wochen auf Strohpellets gehalten. Pro Tag erhielten die Tiere computergesteuert über 

einen Transponder jeweils drei Mal für 120 min. Raufutter (trockenes Heu) sowie drei Mahl-

zeiten Kraftfutter (Hafer). Zusätzlich erhielten die Stuten täglich zwei Stunden Weidegang.  

Die Stuten wurden dreimalig (Woche 7, 14 und 21) wenige Tage vor Ende einer jeden 

Aufstallungsperiode von Mai bis August 2008 beprobt (Abb. 2). Nach einer allgemeinen 

klinischen Untersuchung des Einzeltieres erfolgte die Beprobung analog der obigen 

Beschreibung (s. Kap. III 1) durch Punktion der Vena jugularis. Die klinische Untersuchung 

umfasste sowohl die Messung der Körperinnentemperatur, der Puls- und der Atemfrequenz 

als auch die Beurteilung der Schleimhäute, Mandibularlymphknoten und der Peristaltik. 

Außerdem wurde beobachtet, ob die Pferde Nasenausfluss zeigten und ob eine 

Depigmentierung der Nasenschleimhaut (Sekretrinne) vorhanden war. Es wurde auf 

spontanen Husten geachtet sowie eine Auskultation der Lunge durchgeführt. Keines der Tiere 

musste aufgrund einer schwerwiegenden Erkrankung von der weiteren Analyse 

ausgeschlossen werden.  

Nach der Gewinnung wurden die Proben in einer ungekühlten Styroporbox nach Gießen 

transportiert. Innerhalb von 4 h nach Probenentnahme wurden die Blutproben der Pferde 1-3, 

nach weiteren 3½ h die Proben der Pferde 4-6 verarbeitet. 
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Weizenstroh Holzspäne Strohpellets

Woche 14 2170

Probenentnahme

 
Abb. 2: Schema des Beprobungsplanes 

 

 

2 Isolation und In vitro-Provokation equiner PBMC 

Abb. 3 zeigt die schematische Vorgehensweise der Einzelversuche, die sowohl für die 

Vor- als auch für die Hauptversuche gilt. Als Mediumkontrolle ist dabei eine Probe definiert, 

die nicht mit einer Noxe inkubiert wurde, während die In vitro-Provokation eine Inkubation 

mit einer Noxe darstellt. 

 

Isolation equiner mononukleärer Blutzellen (PBMC)

Durchflusszytometrischer Nachweis CD4+/IFN-γ+- sowie IL4+-Zellen

Blutentnahme

Mediumkontrolle

- Medium

In vitro-Provokation

- Gliotoxin

- Patulin

- LPS 

- Dexamethason

20 h

+ PMA/Ionomycin

+ Brefeldin A 
4 h

Restimulation

 

Abb. 3: Schema zur Vorgehensweise während der Vor- und Hauptversuche 



Material und Methoden 

 28 

2.1 Isolation 

Die Isolation der PBMC, zu denen sowohl Lymphozyten als auch Monozyten zählen, 

wurde mit Hilfe einer Dichtegradientenzentrifugation nach folgendem Protokoll durchgeführt: 
 

1. 20 ml Citratblut in einem 50 ml Zentrifugenröhrchen (Greiner) mit 17 ml PBS-

EDTA vermischen 

2. Citrat/PBS-EDTA-Blut auf 12 ml Ficoll-Paque® (RT) vorsichtig aufschichten  

3. Zentrifugation (45 min., 799 x g, RT; Zentrifuge ungebremst auslaufen lassen) 

4. Vorsichtiges Abpipettieren der Interphase und der Ringphase 

5. Verdünnung der Zellsuspension durch Zugabe von PBS-EDTA (bis 45 ml eines  

50 ml-Zentrifugenröhrchens gefüllt sind) 

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

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

8. Inkubation für 5 min und anschließend Zugabe von 10 ml PBS-EDTA 

9. Zentrifugation (7 min., 200 x g, RT) 

10. Pellet in 10 ml PBS-EDTA resuspendieren 

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

12. Pellet in 10 ml PBS resuspendieren 

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

14. Pellet in 2 ml PBMC-Medium (s. Kap. III 2.3) resuspendieren 

 

2.2 Bestimmung der absoluten Zellzahl 

Die  Bestimmung der absoluten Zellzahl erfolgte mittels einer Neubauer-Zählkammer: 

20 µl der vorsichtig resuspendierten Zellsuspension wurden zur Differenzierung der vitalen 

und toten Zellen mit 180 µl Trypanblau verdünnt (1:10). Im Anschluss wurde ein Aliquot der 

Lösung in die vorbereitete Zählkammer pipettiert. Die darauf folgende Auszählung der vier 

Gruppenquadranten, bestehend aus 16 Kleinstquandranten, wurde unter dem Lichtmikroskop 

mit 100-facher Vergrößerung durchgeführt und die so ermittelte Zellzahl in folgende Formel 

eingesetzt:  

 

Gesamtzellzahl pro µl = (X/4) x V x 104 

 

X = in den vier Gruppenquadraten ausgezählte Zellzahl 

V = Verdünnungsstufe 
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2.3 In vitro-Provokation  

Die PBMC wurden unmittelbar nach der Isolierung in einer Konzentration von 

1,5 x 106 Zellen/ml PBMC-Medium in Suspensions-Kulturplatten mit 12 Vertiefungen aus-

plattiert. Das Gesamtvolumen pro Vertiefung betrug 1 ml. Anschließend wurden die 

jeweiligen Noxen (Gliotoxin, Patulin, LPS oder Dexamethason) in ausgewählten 

Konzentrationen (Tab. 6) hinzugefügt und für 20 h im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 

inkubiert. Nach 20 h wurden für weitere 4 h zur Stimulation der intrazellulären 

Zytokinbildung sowohl PMA (25 ng/ml) als auch Ionomycin (1 µg/ml) hinzugefügt. Dabei 

fördert das Kalzium-Ionophor Ionomycin vor allem die Transkriptions-Aktivität des IL-4 

Promoters (123), während PMA in Anwesenheit von Ionophoren zu einem Anstieg der IFN-γ 

Produktion führt (46). Außerdem erhielten die Zellen zu demselben Zeitpunkt 

Brefeldin A (10 µg/ml) zur Vermeidung einer Sezernierung der gebildeten Zytokine (84). 

Zur Bestimmung des Konzentrationsbereiches, bei dem es zu einer Veränderung des  

TH1/TH2-Zytokinmusters kommt, wurden für jede Noxe im Rahmen der Vorversuche 

Titrationsreihen erstellt. Diese wurden pro Stoff dreimalig mit verschiedenen Tieren 

(Pferd A, B und C) wiederholt, um die Reproduzierbarkeit zu überprüfen. Pferd A wurde für 

jede Noxe im Zweifachansatz getestet. Eine Ausnahme bildete die Titration von Gliotoxin, da 

aufgrund anfänglicher Änderungen des Protokolls auf eine Auswertung des ersten Tests von 

Pferd A verzichtet wurde. Anschließend wurden Konzentrationsbereiche definiert, welche als 

geeignet erschienen, eine Noxen-spezifische Veränderung des TH1/TH2-Verhältnisses 

hervorrufen zu können (Tab. 6). Diese Konzentrationen wurden dann im Anschluss in den 

Hauptversuchen verwendet. 

Tab. 6: Bestimmung der Konzentrationsbereiche für die In vitro-Provokation 

Reagenz 
Konzentrationsbereich 
der Vorversuche 

Konzentrationsbereich 
der Hauptversuche 

Titrations-
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 wurde ein mit zwei verschiedenen 

Lasern ausgestattes FACSCaliburTM Zytometer (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) 

verwendet. Ein Argonlaser regt Zellen bei einer Wellenlänge von 488 nm an, während ein 

roter Diodenlaser zu einer Exzitation der Zellen bei 635 nm führt. Angeregt durch den 

Argonlaser können bei einer Emission des Lichts bei 488 nm durch zwei Detektoren das 

Vorwärtsstreulicht (FSC) und das Seitswärtsstreulicht (SSC) gemessen werden. Zusätzlich 

besitzt das Zytometer vier Fluoreszenzdetektoren, von denen drei im Folgenden verwendet 

wurden: Der zweite Detektor (FL2) misst den Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin (PE, 

emittierte Wellenlänge bei 575 nm), der dritte Detektor (FL3) misst 7-Aminoactinomycin D 

(7-AAD; emittierte Wellenlänge bei 655 nm) und der vierte Detektor (FL4) das 

Allophycocyanin (APC; emittierte Wellenlänge bei 660 nm). 

3.1 Etablierung der Methode 

Im Rahmen von einleitenden Versuchen zur Etablierung der Methode wurden zur 

Bestimmung geeigneter Konzentrationen der verwendeten Antikörper Verdünnungsreihen 

erstellt (Tab. 7).  

Zur Vermeidung falsch positiver Signale im Rahmen der Doppelfluoreszenzfärbung von 

CD4 und IFN-γ wurde ein Blockierungsantikörper (Hybridomazellklon 1E8) verwendet, der 

ein Epitop der Phospholipase C von Clostridium perfringens detektiert. Er verhinderte durch 

Bindung an die Fab-Fragmente des anti-IgG1 APC-konjugierten Antikörpers, die nicht CD4 

gebunden hatten, eine mögliche unspezifische Bindung des direkt markierten anti-bov IFN-γ- 

Antikörpers. Wie vorherige Untersuchungen von FRANZ bestätigten, bindet der Antikörper 

1E8 nicht unspezisch an Oberflächenantigene equiner PBMC (53). 

Für Negativkontrollen der CD4- und IL-4-Detektion wurde ein Kontroll-Antikörper des 

gleichen Isotyps wie der eigentliche Primärantikörper eingesetzt. Da es sich bei dem  

anti-bov IFN-γ-Antikörper um einen direkt markierten Antikörper handelte, wurde ein solcher 

Isotyp-Kontroll-Antikörper für den IFN-γ-Nachweis nicht verwendet. 
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Tab. 7: Gebrauchslösungen und Isotypen der verwendeten Antikörper 

Reagenz Klon Isotyp Konzentration Titrationsbereich 
(log 2) 1 

Gebrauchs-
verdünnung  

Primärantikörper      

Maus anti-eq CD4 CVS 4 IgG1 keine Angaben 1:16 - 1:256 1:20 

Maus anti-bov IFN-γ, 
PE-konjugiert CC 302 IgG1 0,1 mg/ml 1:10 - 1:5120 1:200 

Maus anti-bov IL-42 CC 303 IgG2a 1 mg/ml 1:10 - 1:640 / 

Maus anti-eq IL-43 nicht 
bekannt IgG1 nicht bekannt 1:2 - 1:64 1:25 

Sekundärantikörper      

Ziege anti-ms IgG1, 
APC-konjugiert / / 0,5 mg/ml 1:25 - 1:800 1:5004 oder 

1:4005 

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-
Antikörper      

Maus IgG1 negative 
control / IgG1 0,1 mg/ml  / 1:200 

Blockierungs-
antikörper      

Maus anti-Phospho-
lipase C von  
Cl. perfringens 

1E8 IgG1 nicht bekannt / unverdünnt 

1Es wurden lediglich Antikörper titriert, deren geeignete Endkonzentrationen nicht bekannt waren. 
2Verwendung eines PE-konjugierten sowie eines unkonjugierten Antikörpers des gleichen Klones und 
Herstellers; 3freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Frau Prof. Dr. B. Wagner (Cornell 
University, Ithaca; USA); 4Fa. Southern Biotech; 5Fa. Jackson Immuno Research  

3.2 Doppelfluoreszenzfärbung von CD4 und IFN- γ 

Soweit nicht anders angegeben, wurde die Präparation auf Eis durchgeführt. Sämtliche 

Konzentrationen für die Gebrauchslösungen der verwendeten Antikörper finden sich in  

Tab. 7. Zur Herstellung der Gebrauchslösungen wurde bis zum Fixierungsschritt 

Verdünnungspuffer und nach Fixierung der Zellen Leukoperm® Lösung B verwendet. 
 

1. Resuspendierung der Zellen in den Vertiefungen der Inkubationsplatte für die Provokation 

2. Überführung von 2 x 105 Zellen (= 135 µl) in eine Mikrotiterplatte (96 Vertiefungen,  

V-Form, Greiner) 
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3. Zentrifugationsschritt (400 x g, 3 min., 4°C) mit anschließendem Ausschlagen des 

Überstandes  

4. Detektion von CD4 

a) Resuspendierung der Zellpellets in 50 µl primärer Antikörperlösung; Negativ-

kontrollen erhalten 50 µl der Isotypenkontrolllösung 

b) Inkubation im Dunkeln für 15 min., anschließend Zentrifugationsschritt 

c) Resuspendierung der Zellpellets in 50 µl sekundärer Antikörperlösung (enthält 

zusätzlich 7-AAD [1:50], s. Kap. III 3.4) 

d) Inkubation im Dunkeln für 15 min., anschließend Zentrifugationsschritt 

5. Fixierung der Zellen 

a) Resuspendierung der Zellpellets mit 100 µl PBS, anschließend Zentrifugationsschritt 

b) Resuspendierung der Zellpellets in 50 µl Leukoperm® Lösung A 

c) Inkubation im Dunkeln für 15 min. bei RT, anschließend Zentrifugationsschritt 

d) Resuspendierung der Zellpellets mit 100 µl PBS, anschließend Zentrifugationsschritt  

6. Detektion von IFN-γ 

a) Resuspendierung der Zellpellets in 50 µl 1E8-Lösung 

b) Inkubation im Dunkeln für 20 min. bei RT, anschließend Zentrifugationsschritt 

c) Resuspendierung der Zellpellets in 50 µl primärer Antikörperlösung, 

Negativkontrollen erhalten 50 µl Leukoperm® Lösung B 

d) Inkubation im Dunkeln für 20 min. bei RT, anschließend Zentrifugationsschritt 

7. Resuspendierung der Zellpellets mit 100 µl PBS, anschließend Zentrifugationsschritt 

8. Resuspendierung der Zellpellets mit 50 µl PBS und Überführung der Proben in 

Teströhrchen mit je 150 µl PBS 

3.3 Einfachfluoreszenzfärbung von IL-4 

Da für den IL-4-Nachweis im Gegensatz zum IFN-γ-Nachweis kein direkt markierter 

Primärantikörper zur Verfügung stand, musste aufgrund identischer Isotypen der 

Primärantikörper (anti-eq CD4 und anti-eq IL-4) auf eine Zweifarbenfluoreszenz verzichtet 

und das Protokoll folgendermaßen modifiziert werden:  
 

1. Resuspendierung der Zellen in den Vertiefungen der Inkubationsplatte für die Provokation 

2. Überführung von 2 x 105 Zellen (= 135 µl) in eine Mikrotiterplatte (96 Vertiefungen,  

V-Form, Greiner) 

3. Zentrifugationsschritt (400 x g, 3 min., 4°C) mit anschließendem Ausschlagen des 

Überstandes  
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4. Resuspendieren der Zellpellets in 50 µl 7-AAD-Lösung [1:50] (s. Kap. III 3.4)  

5. Inkubation im Dunkeln für 15 min. bei RT, anschließend Zentrifugationsschritt 

6. Fixierung der Zellen 

a) Resuspendierung der Zellpellets mit 100 µl PBS, anschließend Zentrifugationsschritt 

b) Resuspendierung der Zellpellets in 50 µl Leukoperm® Lösung A 

c) Inkubation im Dunkeln für 15 min. bei RT, anschließend Zentrifugationsschritt 

d) Resuspendierung der Zellpellets mit 100 µl PBS, anschließend Zentrifugationsschritt  

7. Detektion von IL-4 

a) Resuspendierung der Zellpellets in 50 µl primärer Antikörperlösung; Negativ-

kontrollen erhalten 50 µl der Isotypenkontrolllösung 

b) Inkubation im Dunkeln für 20 min. bei RT, anschließend Zentrifugationsschritt 

c) Resuspendierung der Zellpellets in 50 µl sekundärer Antikörperlösung  

d) Inkubation im Dunkeln für 20 min. bei RT, anschließend Zentrifugationsschritt 

8. Resuspendierung der Zellpellets mit 100 µl PBS, anschließend Zentrifugationsschritt 

9. Resuspendierung der Zellpellets mit 50 µl PBS und Überführung der Proben in 

Teströhrchen mit je 150 µl PBS 

3.4 Analyse der Proben 

Die Einstellung der Messparameter (Detektoren) erfolgte anhand der Vorversuche, 

wurde in Form eines Standardprotokolls gespeichert und dann für alle weiteren Messungen 

verwendet. Die Darstellung der Messergebnisse erfolgte durch das Computerprogramm 

CellQuestTM Pro von Becton Dickinson. Die anschließende Auswertung der Daten wurde mit 

Hilfe des Computerprogramms FCS Express, Version 2 (DeNovo-Software, Ontario, Kanada) 

durchgeführt.  

Es konnten anhand der Parameter Vorwärtsstreulicht (korreliert mit der Größe der 

Zellen) und Seitwärtsstreulicht (korreliert mit der Granularität der Zellen) unterschiedliche 

Populationen der PBMC differenziert werden: morphologisch intakte und damit als vital 

definierte Lymphozyten und Lymphoblasten sowie morphologisch degenerierte Zellen 

einschließlich Zelldebris (Abb. 4). Um die vitalen Populationen getrennt analysieren zu 

können, wurden elektronische Auswertungsfenster gesetzt. In den Vorversuchen wurden je 

Probe im Doppelansatz stichprobenartig 10000 Ereignisse aller gemessenen Ereignisse 

analysiert. Diese Zahl wurde in den Hauptversuchen auf 5000 Ereignisse aller als vital 

definierten Ereignisse reduziert, um eine möglichst zügige Messung aller Proben zu 

gewährleisten.  
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Die vitalen Lymphozyten und Lymphoblasten wurden im Verlauf der Auswertung auf 

das Vorhandensein des Oberflächenantigens CD4 sowie der Zytokine IFN-γ oder IL-4 

untersucht (Abb. 4). Eine getrennte Auswertung der Lymphozyten- bzw. der Lymphoblasten-

population ergab keinen zusätzlichen Erkenntnisgewinn. Aufgrund des sehr geringen Anteils 

an Lymphoblasten und der daraus resultierenden geringen Zahl an auswertbaren Ereignissen 

ließen sich keine aussagekräftigen Resultate erzielen, so dass im folgenden Lymphozyten und 

Lymphoblasten gemeinsam analysiert wurden.  

Zur Analyse der IFN-γ- bzw. IL-4-Produktion wurde ein weiteres, elektronisches 

Auswertungsfenster so definiert, dass weniger als 2 % der Zellen der Mediumkontrolle 

(Probe, die nicht in vitro mit einer Noxe provoziert und außerdem mit einer Isotypenkontrolle 

desselben Isotyps wie der Primärantikörper und dem entsprechenden Sekundärantikörper 

angefärbt wurde) eine Fluoreszenzintensität innerhalb des Fensters aufwiesen. Die bis zu 2 % 

Zellen mit einem Fluoreszenzsignal oberhalb des Schwellenwertes wurden als falsch positive 

Zellen bewertet.  
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Abb. 4: Durchflusszytometrische Analyse equiner PBMC  
A:  Darstellung der Messereignisse im Vorwärts- (FSC) und Seitwärtsstreulicht (SSC) und 
Einteilung der Ereignisse in Regionen (R): Lymphozyten innerhalb R1, Lymphoblasten 
innerhalb R2, Zelldebris wurde so von der weiteren Analyse ausgeschlossen;  
B: Nachweis von IFN-γ+- und CD4+-Zellen in R1 und R2: rechtes oberes Fenster 
CD4+/IFN-γ+-Zellen, linkes und rechtes oberes Fenster IFN-γ

+-Zellen, rechtes oberes und 
unteres Fenster CD4+-Zellen; C: Nachweis von IL-4 in R1 und R2: linkes oberes Fenster  
IL-4+-Zellen; der prozentuale Anteil der Zellen an allen Ereignissen aus R1 und R2 ist im 
jeweiligen Fenster mit Hilfe des Datenkreuzes im rechten oberen Abschnitt des 
Messdiagramms angegeben 
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Durch Zusatz des Totfarbstoffes 7-AAD (1 µg/ml) konnten bei der Immunphäno-

typisierung die lebenden von den toten Zellen unterschieden werden. Der Farbstoff dringt 

aufgrund einer beschädigten Zellmembran bei toten Zellen in die Zelle ein und interkaliert mit 

der DNA. Dadurch verändert 7-AAD seine Fluoreszenzeigenschaften und kann durch FL3 

Detektoren des Zytometers gemessen werden. Diese FL3+-Zellen wurden durch ein weiteres 

elektronisches Auswertungsfenster als „tote Zellen“ definiert (Abb. 5). Zur Analyse der toten 

Zellen wurden die Negativkontrollen herangezogen. Es ist jedoch zu beachten, dass dies nur 

einen Anteil der tatsächlich toten Zellen darstellt. Der reale Wert toter Zellen muss höher 

vermutet werden, da sich Zelldebris nicht als FL3+ im Messdiagramm darstellt. 
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Abb. 5:  Durchflusszytometrische Quantifizierung toter Zellen nach In vitro-Provokation mit 
Patulin  
A:  Messereignisse im Vorwärts- (FSC) und Seitwärtsstreulicht (SSC); B: 7-AAD+-Mess-
ereignisse im FSC (R3) 
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3.5 Statistische Auswertung  

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Microsoft® Office Excel 2003. Da die 

Messungen ausschließlich im Doppelansatz durchgeführt wurden, wurden zu Beginn der 

Auswertung zunächst die arithmetischen Mittelwerte und Standardabweichungen bestimmt. 

Im Anschluss erfolgte die Berechnung des Variationskoeffizienten. Stellte sich eine Variation 

innerhalb der Doppelmessungen über 30 % heraus, wurde das Verteilungsmuster der 

gemessenen Ereignisse in FCS Express beider Einzelmessungen überprüft. Bei einer 

deutlichen erkennbaren Verschiebung des Verteilungsmusters einer Einzelmessung, welche 

nur durch eine fehlerhafte Messung erklärt werden konnte, wurde diese von der weiteren 

Auswertung ausgeschlossen. Dies war in 3 % (Vorversuche) bzw. 1 % (Hauptversuche) der 

Einzelmessungen der Fall. 

Zur Beurteilung der Immunlage eines jeweiligen Tieres wurde das TH1/TH2-Verhältnis, 

ein aus dem in R1 und R2 gemessenen prozentualen Anteil CD4+/IFN-γ+- und IL-4+-Zellen 

gebildeter Quotient, herangezogen.  

Innerhalb der Hauptversuchsreihe kam es dreimalig zu Messfehlern bei den 

Mediumkontrollen: Bei Pferd 4 und Pferd 5 konnten im 2. Hauptversuch (Woche 14) weder 

ein Signal für IFN-γ noch für IL-4 gemessen werden, während bei Pferd 1 im 1. Hauptversuch 

(Woche 7) allein das IFN-γ-Signal der Mediumkontrolle ausblieb. Als Ersatz für die 

fehlenden Werte wurde der arithmethische Mittelwert der Mediumkontrollen der jeweils 

gelungenen zwei weiteren Hauptversuche aus den Anteilen der CD4+/IFN-γ+- (Pferd 1, 

Pferd 4, Pferd 5) und der IL-4+-Zellen (Pferd 4, Pferd 5) gebildet. Daraufhin wurden die 

TH1/TH2-Verhältnisse in der bereits beschriebenen Weise ermittelt.  

Die anschließende Datenauswertung erfolgte unter Leitung von Herrn Dr. rer. nat. K. 

Failing durch die Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs 

Veterinärmedizin der Justus-Liebig-Universität Gießen. Hierfür wurde das Statistikprogramm 

BMDP, Ausgabe 8.1, verwendet. Die bei einer Untersuchung gewonnenen Einzelwerte 

wurden zunächst auf ihre Normalverteilung überprüft. Lag diese vor, wurden zur 

Beschreibung der Daten der arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung berechnet. 

Bei schiefer Verteilung (dies lag lediglich beim TH1/TH2-Verhältnis vor) wurde eine 

logarithmische Datentransformation durchgeführt. Die Deskription der Werte erfolgte 

ebenfalls mit Hilfe des arithmetischen Mittelwertes und der Standardabweichung. Zur 

statistischen Prüfung der Daten auf Signifikanz wurde im Anschluss eine zweifaktorielle 

Varianzanalyse durchgeführt.  
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Zur statistischen Analyse der individuellen Unterschiede zwischen den Pferden wurde 

zusätzlich eine einfaktorielle Varianzanalyse mit anschließendem Bonferroni-Test mit Hilfe 

des Statistikprogramms SPSS® für Windows, Version 17.0 (Fa. SPSS Inc., Illinois, USA), 

durch Herrn PhD P. S. Bridger (Institut für Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere, 

Justus-Liebig-Universität Gießen) vorgenommen. Hierzu wurde der arithmetische Mittelwert 

aus sämtlichen, in den Hauptversuchen auswertbaren Konzentrationen einer jeden Noxe 

(s. Kap. IV 3) unabhängig von der Art der verwendeten Einstreu für jedes Pferd berechnet. 

Dies ermöglichte einen individuellen Vergleich der Pferde für jeden Parameter (Vitalität, 

CD4+, IFN-γ+, TH1, TH2 und log TH1/TH2-Verhältnis).  

Statistisch signifikante Einflüsse der drei verwendeten Einstreumaterialien auf die 

Mediumkontrollen der Pferde wurden mit SPSS® und einem allgemeinen linearen Modell 

untersucht. Hierzu wurde der arithmetische Mittelwert aus allen Pferden für jedes 

Einstreumaterial nach Inkubation mit Medium verwendet. Dies ermöglichte einen paarweisen 

Vergleich der Einstreumaterialien für jeden Parameter (siehe oben). 

Für grafische Darstellungen wurden die Programme Microsoft® Office Excel 2003 und 

Microsoft® Office PowerPoint 2003 benutzt. 

Die statistische Signifikanzgrenze für die berechneten Irrtumswahrscheinlichkeiten (p) 

ist bei ≤0,05 definiert. Zur Angabe der Signifikanzen wurden folgende Bezeichnungen 

verwendet: 

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

* = schwach signifikant (p≤0,05) 

** = signifikant (p≤0,01) 

*** = hoch signifikant (p≤0,001) 
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IV Ergebnisse 

1 Methodenetablierung 

Während der Methodenetablierung wurden geeignete Konzentrationen für die in den 

Vor- und Hauptversuchen verwendeten Antikörper ermittelt. 

1.1 Etablierung des IL-4-Nachweises 

Die vom Hersteller angegebene Kreuzreaktivität des anti-bov IL-4-Antikörpers 

(Klon CC 303, AbD Serotec) konnte in den Vorversuchen für die bezogene Charge nicht 

bestätigt werden (Abb. 6). Trotz hoher eingesetzter Konzentrationen des Primärantikörpers 

(1:10-1:640) und verschiedenen Sekundärantikörpern (FITC- oder PE-konjugiert) bis hin zum 

Versuch der Signalverstärkung über eine Biotin-Streptavidin-Markierung konnte kein equines 

IL-4 detektiert werden. Zur Überprüfung der Funktionsfähigkeit der Antikörpercharge wurde 

der anti-bov IL-4-Antikörper an bovinen PBMC nach dem Protokoll der Vor- und 

Hauptversuche getestet. Mit einer Konzentration des Primärantikörpers von 1:50 bzw. 1:400 

sowie einem FITC-konjugierten anti-IgG2a Sekundärantikörper (Southern Biotech, [1:300]) 

konnten 6,3 % bzw. 4,3 % IL-4+-Zellen nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte bei 

gleichen Versuchsbedingungen mit equinen PBMC kein IL-4 gemessen werden (Abb. 6). Die 

Detektion von equinem IL-4 ist stattdessen mit Hilfe eines monoklonalen, nicht kommerziell 

erhältlichen anti-eq IL-4-Antikörpers möglich, der von Frau Prof. Dr. B. Wagner (Cornell 

University, Ithaca, USA) entwickelt und freundlicherweise für die hier dargestellten 

Untersuchungen zur Verfügung gestellt wurde (182).  
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Abb. 6: Nachweis von IL-4 in bovinen (A) und equinen PBMC (B) unter Verwendung des  
anti-bov IL-4-Antikörpers (AbD Serotec, [1:50]) 
Detektion durch FITC-konjugierten anti-IgG2a Antikörper (Southern Biotech, [1:300]);  
der prozentuale Anteil der Zellen ist im jeweiligen Fenster mit Hilfe des Datenkreuzes im 
rechten oberen Abschnitt des Messdiagramms angegeben. 
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2 Vorversuche 

Als Grundlage für die späteren Hauptversuche wurde durch Titrationsversuche mit 

PBMC von drei Pferden der Konzentrationsbereich der einzelnen Noxen (Gliotoxin, Patulin, 

LPS, Dexamethason) ermittelt, in dem sich ein Noxen-spezifischer Effekt auf das TH1/TH2-

Verhältnis von Pferden am deutlichsten messen ließ. 

2.1 Gliotoxin 

Gliotoxin wurde in einem Konzentrationsbereich von 2,9 bis 50 ng/ml in insgesamt acht 

Stufen (log 1,5 Titration) getestet. Bis zu einer Konzentration von 14,8 ng/ml war bei keinem 

der Pferde ein Einfluss des Toxins auf den Anteil vitaler Zellen feststellbar. Bei einer 

Konzentration von 22,2 ng/ml konnte ein Abfall des Anteils vitaler Zellen mit gleichzeitiger 

Zunahme des Anteils 7-AAD+-Ereignisse (= tote Zellen) beobachtet werden. Ab einer 

Gliotoxin-Konzentration von 33,3 ng/ml waren kaum noch vitale Zellen messbar und somit 

eine zuverlässige Beurteilung der Proben bzw. Kulturansätze nicht möglich (Abb. 7-Abb. 9). 

Dieser Konzentrationsbereich (≥ 33,3 ng/ml) wurde daher im Folgenden nicht weiter 

berücksichtigt.  

Inkubation mit Gliotoxin führte im Mittel bis zu einer Konzentration von 22,2 ng/ml zu 

keiner Änderung des Anteils CD4+-, IFN-γ-bildender, CD4+/IFN-γ+- (= TH1-) und IL-4- 

bildender (= TH2-) Zellen im Vergleich zur Mediumkontrolle (Abb. 7).  

Pferd C besaß im Vergleich zu den Pferden A und B initial insgesamt mehr CD4+- und 

TH1-Zellen, während gleichzeitig der geringste Anteil an TH2-Zellen bei diesem Tier zu 

beobachten war (vgl. Mediumkontrollen). Resultat dessen war ein erhöhtes TH1/TH2-

Verhältnis dieses Pferdes im Vergleich zu den Pferden A und B. Dieser Unterschied konnte 

durch Zugabe von Gliotoxin bis zu einer Konzentration von 22,2 ng/ml zusätzlich verstärkt 

werden, da lediglich ein Anstieg der IFN-γ+- und TH1-Zellen, nicht aber der TH2-Zellen 

festgestellt wurde (Abb. 9).  

Da in subletalen Konzentrationen am ehesten Veränderungen der TH1/TH2-Verhältnisse 

zu erwarten waren, wurde ein Konzentrationsbereich von 11,1 bis 25 ng/ml in einer log 1,5 

Titration für die In vitro-Provokation mit Gliotoxin verwendet. 
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Abb. 7: Prozentualer Anteil der IFN-γ+-, der TH1- und TH2-Zellen sowie der vitalen Zellen 
nach In vitro-Provokation mit Gliotoxin 
Arithmetischer Mittelwert (± SD) aller Versuche (n=3) 
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Abb. 8: Durchflusszytometrische Analyse equiner PBMC nach In vitro-Provokation mit 
Gliotoxin am Beispiel von Pferd A 
Reihe A: Nachweis von TH1-Zellen: rechter oberer Quandrant CD4+/IFN-γ+- (=TH1-) 
Zellen, linkes und rechtes oberes Fenster IFN-γ

+-Zellen, rechtes oberes und unteres Fenster 
CD4+-Zellen; Reihe B: Nachweis von TH2-Zellen: linker oberer Quadrant IL-4+- (=TH2-) 
Zellen; der prozentuale Anteil der Zellen ist mit Hilfe des Datenkreuzes angegeben. 
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Abb. 9:  Individuelle Anteile verschiedener Zellpopulationen (vital, tot, CD4+-, IFN-γ+-, TH1- 
und TH2-Zellen) sowie individuelle TH1/TH2-Verhältnisse nach In vitro-Provokation 
mit Gliotoxin 
Mediumkontrolle = Inkubation ohne Gliotoxin-Zugabe; der Rahmen stellt den für die 
Hauptversuche gewählten Bereich der Gliotoxin-Konzentrationen dar. 
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2.2 Patulin 

Patulin wurde in einem Konzentrationsbereich von 2,5 bis 640 ng/ml in insgesamt neun 

Stufen (log 2 Titration) getestet. Bis zu einer Konzentration von 40 ng/ml konnten bei keinem 

der Pferde ein Effekt des Toxins auf den Anteil vitaler Zellen nachgewiesen werden (Abb. 10, 

Abb. 11). Bei einer Konzentration von 80 ng/ml bis 160 ng/ml ließ sich ein Abfall der Anteile 

vitaler Zellen und eine gleichzeitige Zunahme der Anteile toter Zellen feststellen, während ab 

einer Konzentration von 320 ng/ml sowohl die Anteile der toten als auch der vitalen Zellen 

anstiegen (Abb. 11). Diese scheinbare Erhöhung der vitalen Zellen ist vermutlich auf einen 

vollständigen Zerfall toter Zellen zurückzuführen, die damit durch die Messung nicht mehr 

erfasst werden. Daraus folgt eine Verschiebung des Verhältnisses von den als vital definierten 

Ereignissen im Vergleich zu den gesamt gemessenen Ereignissen. Aus diesem Grund wurden 

Daten ab einer Konzentration von 320 ng/ml für die Auswahl eines geeigneten 

Konzentrationsbereiches nicht weiter berücksichtigt. 

Die Anteile der CD4+-Zellen veränderten sich mit Zugabe von Patulin bis zu einer 

Konzentration von 160 ng/ml im Vergleich zur Mediumkontrolle nur wenig (Abb. 11).  

Nach In vitro-Provokation mit Patulin konnte im Mittel bis zu einer Konzentration von 

40 ng/ml keine Wirkung des Toxins auf die Anteile der IFN-γ+- sowie der TH1- und TH2-

Zellen festgestellt werden. Ab einer Konzentration von 80 ng/ml reduzierten sich die Anteile 

der IFN-γ+- und TH1-Zellen, während die Anteile der TH2-Zellen erst ab der folgenden 

Konzentration (160 ng/ml) erkennbar abfielen (Abb. 10).  

Pferd B wies nach Inkubation mit Patulin bis zu einer Konzentration von 80 ng/ml einen 

erhöhten Anteil an IFN-γ+-, TH1- und TH2-Zellen im Vergleich zu den anderen Tieren auf. Ab 

einer Patulin-Konzentration von 160 ng/ml fielen diese Zellpopulationen bei Pferd A und B 

ab, was bei Pferd C bereits ab einer Konzentration von 80 ng/ml zu beobachten war. Pferd C 

besaß im Vergleich zu den Pferden A und B nicht nur einen höheren Anteil an CD4+-Zellen, 

sondern auch ein höheres TH1/TH2-Verhältnis (vgl. Mediumkontrolle). Nach Zugabe von 

Patulin konnte bei einer Konzentration von 10 (Pferd A1) bzw. 40 ng/ml (Pferd C) ein auf 

diese Konzentrationen beschränkter Anstieg des TH1/TH2-Verhältnisses um das 1,5-fache im 

Vergleich zur jeweiligen Mediumkontrolle beobachtet werden. Dieser Anstieg konnte im 

Wiederholungsversuch bei Pferd A nicht reproduziert werden. Es konnten keine weiteren 

individuellen Unterschiede der TH1/TH2-Verhältnisse im Vergleich zu den Mediumkontrollen 

beobachtet werden (Abb. 11).  
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Abb. 10:  Prozentualer Anteil der IFN-γ+-, der TH1- und TH2-Zellen sowie der vitalen Zellen 
nach In vitro-Provokation mit Patulin 
Arithmetischer Mittelwert (± SD) aller Versuche (n=4) 

Da in subletalen Konzentrationen am ehesten Veränderungen der TH1/TH2-Verhältnisse 

zu erwarten waren, wurde ein Konzentrationsbereich von 62,5 bis 250 ng/ml in einer log 2 

Titration für die In vitro-Provokation mit Patulin verwendet.  

2.3 LPS 

LPS wurde in einem Konzentrationsbereich von 1,6 bis 25.000 ng/ml in insgesamt 

sieben Stufen (log 5 Titration) getestet. Eine Steigerung der LPS-Konzentration führte zu 

keinen Änderungen des Anteiles vitaler und toter Zellen. Der Anteil CD4+-Zellen blieb eben-

falls konstant (Abb. 13). Inkubation mit LPS führte stattdessen bei einer durchschnittlichen 

Konzentration von 8  ng/ml zu einem Abfall der Anteile IFN-γ-produzierender und der TH1-

Zellen. Auf Anteile der TH2-Zellen besaß LPS keinen Einfluss (Abb. 12).  

Ein starker Abfall der Anteile IFN-γ-produzierender und der TH1-Zellen ohne 

Beeinflussung der Anteile der TH2-Zellen wurde sowohl bei Pferd A reproduzierbar bei einer 

Konzentration von 40 ng/ml als auch bei Pferd C bei einer Konzentration von 8 ng/ml 

beobachtet. Bereits in der jeweils folgenden LPS-Konzentration (200 bzw. 40 ng/ml) 

entsprachen die Anteile wieder jenen der Mediumkontrollen. Pferd C zeigte mit Steigerung 

der LPS-Konzentrationen ab einer Konzentration von 1.000 ng/ml einen zweiten, weniger 

stark ausgeprägten Abfall der Anteile IFN-γ-bildender und TH1-Zellen (Abb. 13).  
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Abb. 11:  Individuelle Anteile verschiedener Zellpopulationen (vital, tot, CD4+-, IFN-γ+-, TH1- 

und TH2-Zellen) sowie individuelle TH1/TH2-Verhältnisse nach In vitro-Provokation 
mit Patulin 
Pferd A wurde zweimalig getestet (Pferd A1 und Pferd A2); Mediumkontrolle = Inkubation 
ohne Patulin-Zugabe; der Rahmen stellt den für die Hauptversuche gewählten Bereich der 
Patulin-Konzentrationen dar. 
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Abb. 12: Prozentualer Anteil der IFN-γ+-, der TH1- und TH2-Zellen sowie der vitalen Zellen 
nach In vitro-Provokation mit LPS 
Arithmetischer Mittelwert (± SD) aller Versuche (n=4) 

Im Gegensatz zu den anderen beiden Tieren blieben die Anteile der TH1- und IFN-γ+-

Zellen bei Pferd B unbeeinflusst. Auffällig war stattdessen ein erhöhter Anteil an TH2-Zellen 

dieses Pferdes. Pferd C wies einerseits ein höheres TH1/TH2-Verhältnis im Vergleich zu den 

Pferden A und B auf (vgl. Mediumkontrollen). Die Zugabe von LPS in einem 

Konzentrationsbereich von 40 bis 200 ng/ml verstärkte diesen Unterschied deutlich. 

Inkubation mit LPS führte bei eingesetzten Konzentrationen von 8 bzw. 40 ng/ml (Pferd C 

bzw. Pferd A) darüber hinaus sowohl bei Pferd A als auch bei Pferd C reproduzierbar zu 

einem Abfall des TH1/TH2-Verhältnisses (Abb. 13). 

Aufgrund der individuellen Unterschiede wurde ein Konzentrationsbereich von 10 bis 

250 ng/ml in einer log 5 Titration für die In vitro-Provokation mit LPS verwendet.  

2.4 Dexamethason 

Dexamethason wurde in einem Konzentrationsbereich von 0,04 bis 40.000 ng/ml in 

insgesamt sieben Stufen (log 10 Titration) getestet. Die Inkubation mit Dexamethason führte 

ab einer Konzentration von 4 ng/ml zu einem geringen Abfall des Anteiles der vitalen Zellen, 

der sich bis zur maximalen Konzentration kontinuierlich fortsetzte. Gleichzeitig kam es, mit 

Ausnahme von Pferd C, zu einem Anstieg der toten Zellen. Die Anteile der CD4+-Zellen ver-

änderten sich mit Zugabe von Dexamethason im Vergleich zur Mediumkontrolle mit Aus-

nahme jener initial abfallenden Anteile bei Pferd B lediglich geringfügig (Abb. 14, Abb. 15).  
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Abb. 13: Individuelle Anteile verschiedener Zellpopulationen (vital, tot, CD4+-, IFN-γ+- sowie 

TH1- und TH2-Zellen) sowie individuelle TH1/TH2-Verhältnisse nach In vitro-
Provokation mit LPS 
Pferd A wurde zweimalig getestet (Pferd A1 und Pferd A2); Mediumkontrolle = Inkubation 
ohne LPS-Zugabe; der Rahmen stellt den für die Hauptversuche gewählten Bereich der 
LPS-Konzentrationen dar. 
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Innerhalb eines Konzentrationsbereiches von 0,04 bis 4 ng/ml fielen die Mittelwerte der 

IFN-γ-produzierenden und TH1-Zellen stark ab, während sich der Anteil an TH2-Zellen in 

diesem Bereich nur geringfügig reduzierte. Dieser Einfluss konnte ab einer Dexamethason-

Konzentration von 4 ng/ml nicht weiter gesteigert werden (Abb. 14).  

Pferd B besaß einen höheren Anteil an IFN-γ-produzierenden sowie TH1- und TH2-

Zellen als die anderen beiden Tiere (vgl. Mediumkontrolle). Die Inkubation mit Dexa-

methason bewirkte sowohl bei Pferd B als auch reproduzierbar bei Pferd A einen Abfall der 

Anteile IFN-γ-produzierender sowie der TH1- und TH2-Zellen. Dieser trat am stärksten in 

einem Konzentrationsbereich von 0,04 bis 4 ng/ml in Erscheinung. Pferd C reagierte hingegen 

bei niedrigen Konzentrationen mit einem Anstieg der TH1- und IFN-γ-bildenden Zellen (vgl. 

Mediumkontrolle), welcher mit steigender Konzentration von einem Abfall gefolgt wurde. 

Das höhere TH1/TH2-Verhältnis dieses Pferdes (vgl. Mediumkontrolle) wurde durch Zugabe 

von Dexamethason (0,04 bis 4000 ng/ml) noch deutlich verstärkt. Pferd A reagierte 

reproduzierbar bis zu einer Konzentration von 40 ng/ml mit einem Abfall des TH1/TH2-

Verhältnisses (Abb. 15).  

Aufgrund der Veränderungen der Zytokinsignale in geringen Konzentrationsstufen 

wurde ein Konzentrationsbereich von 0,04 bis 4 ng/ml in einer log 10 Titration für die 

In vitro-Provokation mit Dexamethason verwendet. 
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Abb. 14: Prozentualer Anteil der IFN-γ+-, der TH1- und TH2-Zellen sowie der vitalen Zellen 
nach In vitro-Provokation mit Dexamethason 
Arithmetischer Mittelwert (± SD) aller Versuche (n=4) 
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Abb. 15: Individuelle Anteile verschiedener Zellpopulationen (vital, tot, CD4+-, IFN-γ+- sowie 

TH1- und TH2-Zellen) sowie individuelle TH1/TH2-Verhältnisse nach In vitro-
Provokation mit Dexamethason 
Pferd A wurde zweimalig getestet (Pferd A1 und Pferd A2); Mediumkontrolle=Inkubation 
ohne Dexamethason-Zugabe; der Rahmen stellt den für die Hauptversuche gewählten 
Bereich der Dexamethason-Konzentrationen dar. 
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3 Hauptversuche 

Basierend auf den in den Vorversuchen ermittelten Konzentrationsbereichen, in denen 

sich ein Noxen-spezifischer Effekt auf das TH1/TH2-Verhältnis am deutlichsten zeigte, wurde 

ein möglicher Einfluss eines jeweils 7-wöchigen Aufenthaltes unter drei verschiedenen 

Einstreubedingungen (Stroh, Späne oder Strohpellets) auf das TH1/TH2-Verhältnis an sechs 

Warmblutstuten ermittelt.  

3.1 Mediumkontrollen 

Zur Überprüfung, inwieweit das TH1/TH2-Verhältnis tierspezifische Unterschiede 

aufweist und inwieweit sich die Haltungsbedingungen per se auf das Verhältnis auswirken, 

wurden zunächst sämtliche TH1/TH2-Verhältnisse der Mediumkontrollen miteinander 

verglichen. Trotz hoch signifikanter Unterschiede zwischen den individuellen Anteilen der 

TH1- und IFN-γ-bildenden (jeweils p<0,001) Zellen konnten für die TH1/TH2-Verhältnisse der 

Pferde keine signifikanten Unterschiede gezeigt werden (Abb. 16). Obwohl zudem die Art des 

verwendeten Einstreumaterials keinen signifikanten Einfluss auf das spontane TH1/TH2-

Verhältnis der Pferde besaß, fiel dennoch ein Anstieg der TH1/TH2-Verhältnisse der Pferde 1, 

2 und 3 um etwa das 2- bis 3-fache nach Verwendung der Einstreu Späne auf (Abb. 17).  
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Abb. 16: Individuelle Anteile der TH1-, IFN-γ-bildenden und der TH2-Zellen sowie individuelle 
TH1/TH2-Verhältnisse 
Arithmetischer Mittelwert (± SD) der drei Versuchszeitpunkte (Stroh, Späne, Strohpellets); 
Inkubation in Medium ohne Noxen-Zugabe 
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Abb. 17: TH1/TH2-Verhältnisse nach Verwendung von drei verschiedenen Einstreuarten 
Beim jeweils 1. Balken einer Gruppierung wurde Stroh (1), beim jeweils 2. Späne (2) und 
beim jeweils 3. Balken einer Gruppierung Strohpellets (3) verwendet. Inkubation in 
Medium ohne Noxen-Zugabe 

3.2 Gliotoxin 

Gliotoxin wurde in einem Konzentrationsbereich von 11,1 bis 25 ng/ml in insgesamt 

drei Stufen (log 1,5 Titration) getestet. Innerhalb dieses Konzentrationsbereiches führte die 

Inkubation mit Gliotoxin konzentrationsabhängig zu einem hoch signifikanten Abfall 

(p<0,001) des Anteiles vitaler Zellen. Bei der maximalen Konzentration von 25 ng/ml waren 

kaum noch vitale Zellen messbar, so dass diese Proben bzw. Kulturansätze in der statistischen 

Auswertung nicht weiter berücksichtigt wurden.  

Darüber hinaus konnte eine generelle Reduktion des Anteiles vitaler Zellen nach 

Verwendung der Einstreu Späne im Vergleich zu den anderen beiden Zeitpunkten festgestellt 

werden, welche sich mit steigender Gliotoxin-Konzentration hoch signifikant potenzierte 

(p<0,001).  

Der Anteil CD4+-Zellen blieb nach In vitro-Provokation mit Gliotoxin, unabhängig von 

der verwendeten Konzentration, unverändert (Abb. 18, Tab. 8).  
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Abb. 18: Prozentuale Anteile verschiedener Zellpopulationen (vital, CD4+-, IFN-γ+- sowie TH1- 

und TH2-Zellen) sowie TH1/TH2-Verhältnisse nach Haltung von Pferden auf 
verschiedenen Einstreumaterialien und In vitro-Provokation von PBMC mit Gliotoxin  
Arithmetischer Mittelwert (± SD) der sechs getesteten Pferde 
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Tab. 8:  Übersicht über die Ergebnisse der zweifaktoriellen Varianzanalyse nach 
In vitro-Provokation mit Gliotoxin  

Variable Einstreu  Konzentration  Wechselwirkung 1 

Zellvitalität  * p=0,0234   *** p<0,0001   *** p=0,0004  

CD4+-Zellen  n.s. p=0,2679   n.s. p=0,6521   * p=0,0176  

TH1-Zellen  n.s. p=0,0998   *** p=0,0002   **  p=0,0097  

TH2-Zellen  * p=0,0391   n.s. p=0,1154   n.s. p=0,0860  

IFN-γ+-Zellen  * p=0,0354   ** p=0,0014   n.s. p=0,4609  

TH1/TH2-Verhältnis  n.s. p=0,1303   *** p=0,0006   n.s.  p=0,7673  

* schwach signifikant, ** signifikant, *** hoch signifikant, n.s. nicht signifikant; 1Wechselwirkung 
der Einstreu und Konzentration 

Das TH1/TH2-Verhältnis nahm mit steigender Gliotoxin-Konzentration hoch signifikant 

ab (p<0,001). Dieser Abfall beruhte auf einer hoch signifikanten Reduzierung der Anteile der 

TH1-Zellen (p<0,001), während die Anteile der TH2-Zellen unabhängig von der verwendeten 

Gliotoxin-Konzentration konstant blieben. Obwohl eine signifikante Wechselwirkung 

zwischen den eingesetzten Konzentrationen und der Einstreu auf die Anteile der TH1-Zellen 

(p=0,01) vorlag, besaß die Art der verwendeten Einstreu keinen statistisch nachweisbaren 

Effekt auf das TH1/TH2-Verhältnis (Abb. 18, Tab. 8). 

Trotz hoch signifikanter bzw. signifikanter individueller Unterschiede in den Anteilen 

der TH1- und IFN-γ+-Zellen (jeweils p<0,001) bzw. der TH2-Zellen (p=0,006) konnte kein 

signifikanter Einfluss von Gliotoxin auf die individuellen TH1/TH2-Verhältnisse der Pferde 

nachgewiesen werden (Abb. 19). Die TH1/TH2-Verhältnisse der Pferde schwankten zwischen 

den einzelnen Versuchszeitpunkten zum Teil deutlich. Lediglich Pferd 5 bildete ähnliche 

TH1/TH2-Verhältnisse über den gesamten Versuchszeitraum aus. Ein eindeutiger Einfluss des 

Einstreumaterials auf das Gliotoxin-provozierte TH1/TH2-Verhältnis ließ sich somit nicht 

nachweisen (Abb. 20). 
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Abb. 19: Individuelle Anteile der TH1-, IFN-γ-bildenden und der TH2-Zellen sowie individuelle 
TH1/TH2-Verhältnisse nach In vitro-Provokation mit Gliotoxin 
Arithmetischer Mittelwert (± SD) der drei Versuchszeitpunkte (Stroh, Späne, Strohpellets) 
und der zwei auswertbaren Gliotoxin-Konzentrationen [11,1 ng/ml; 16,6 ng/ml] 
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Abb. 20: TH1/TH2-Verhältnisse nach Haltung von Pferden auf verschiedenen Einstreu-
materialien und In vitro-Provokation von PBMC mit Gliotoxin  
Dargestellt sind sowohl die auswertbaren Gliotoxin-Konzentrationen [11,1 ng/ml sowie 
16,6 ng/ml (schraffiert)] als auch die eingesetzten Einstreuarten: Beim jeweils 1. Balken 
einer Gruppierung wurde Stroh (1), beim jeweils 2. Späne (2) und beim jeweils 3. Balken 
einer Gruppierung Strohpellets (3) verwendet. 
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3.3 Patulin 

Patulin wurde in einem Konzentrationsbereich von 62,5 bis 250 ng/ml in insgesamt drei 

Stufen (log 2 Titration) getestet. Innerhalb dieses Konzentrationsbereiches führte die 

Inkubation mit Patulin konzentrationsabhängig zu einem hoch signifikanten Abfall (p<0,001) 

des Anteiles vitaler Zellen. Da bereits ab einer Patulin-Konzentration von 125 ng/ml 

unabhängig von der Art der verwendeten Einstreu kaum noch vitale Zellen zu messen waren, 

wurde lediglich die niedrigste Konzentrationsstufe in der statistischen Auswertung 

berücksichtigt (Abb. 21). 

Da die Inkubation mit Patulin unabhängig von der Einstreu einen im Vergleich zur 

Mediumkontrolle signifikanten Abfall sowohl der TH1-Zellen (p=0,002) als auch der TH2-

Zellen (p=0,002) hervorrief, konnte kein statistisch signifikanter Effekt der In vitro-

Provokation mit Patulin auf das TH1/TH2-Verhältnis nachgewiesen werden (Abb. 21, Tab. 9).  

Signifikante Unterschiede zwischen den individuellen TH1/TH2-Verhältnissen konnten 

trotz schwach signifikanter Unterschiede zwischen den Anteilen der TH1- (p=0,011) und  

IFN-γ+-Zellen (p=0,038) sowie der TH2-Zellen (p=0,029) nicht festgestellt werden (Abb. 22).  

Obwohl zudem die Art des verwendeten Einstreumaterials keinen signifikanten Einfluss 

auf das TH1/TH2-Verhältnis der Pferde ausübte, fiel dennoch ein deutlicher Anstieg der 

TH1/TH2-Verhältnisse der Pferde 1, 2 und 3 um etwa das 2- bis 3-fache nach Verwendung der 

Einstreu Späne auf (Abb. 23).  

 

Tab. 9: Übersicht über die Ergebnisse der zweifaktoriellen Varianzanalyse nach 
In vitro-Provokation mit Patulin 

Variable Einstreu  Konzentration  Wechselwirkung 1 

Zellvitalität  n.s. p=0,0615   *** p=0,0003   ** p=0,0044  

CD4+-Zellen  * p=0,0198   n.s p=0,2808   n.s. p=0,3849  

TH1-Zellen  n.s. p=0,1112   ** p=0,0021   n.s.  p=0,3962  

TH2-Zellen  n.s. p=0,1177   ** p=0,0018   n.s. p=0,5347  

IFN-γ+-Zellen  * p=0,0166   ** p=0,0069   n.s. p=0,9608  

TH1/TH2-Verhältnis  n.s. p=0,0837   n.s. p=0,0786   n.s.  p=0,7315  

* schwach signifikant, ** signifikant, *** hoch signifikant, n.s. nicht signifikant; 1Wechselwirkung 
der Einstreu und Konzentration  
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Abb. 21: Prozentuale Anteile verschiedener Zellpopulationen (vital, CD4+-, IFN-γ+- sowie TH1- 
und TH2-Zellen) sowie TH1/TH2-Verhältnisse nach Haltung von Pferden auf 
verschiedenen Einstreumaterialien und In vitro-Provokation von PBMC mit Patulin  
Arithmetischer Mittelwert (± SD) der sechs getesteten Pferde 
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Abb. 22: Individuelle Anteile der TH1-, IFN-γ-bildenden Zellen und der TH2-Zellen sowie 
individuelle TH1/TH2-Verhältnisse nach In vitro-Provokation mit Patulin 
Arithmetischer Mittelwert (± SD) der drei Versuchszeitpunkte (Stroh, Späne, Strohpellets) 
und der einzigen auswertbaren Patulin-Konzentration [62,5 ng/ml] 
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Abb. 23: TH1/TH2-Verhältnisse nach Haltung von Pferden auf verschiedenen Einstreu-
materialien und In vitro-Provokation von PBMC mit Patulin  
Dargestellt ist die auswertbare Patulin-Konzentratione [62,5 ng/ml] und die eingesetzten 
Einstreuarten: Beim jeweils 1. Balken einer Gruppierung wurde Stroh (1), beim jeweils 2. 
Späne (2) und beim jeweils 3. Balken einer Gruppierung Strohpellets (3) als Einstreu 
verwendet. 
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3.4 LPS 

LPS wurde in einem Konzentrationsbereich von 10 bis 250 ng/ml in insgesamt drei 

Stufen (log 5 Titration) getestet. LPS besaß innerhalb dieses Konzentrationsbereiches keinen 

nachteiligen Effekt auf die Vitalität der Zellen, so dass sämtliche Konzentrationen in der 

statischen Auswertung Berücksichtigung fanden (Abb. 24).  

Bei Betrachtung des TH1/TH2-Verhältnisses konnte eine konzentrationsunabhängige, 

statistisch schwach signifikante Zunahme des Verhältnisses (p=0,02) nach Verwendung der 

Einstreu Späne festgestellt werden. Dieser Effekt beruhte auf einem signifikanten Abfall der 

TH2-Zellen (p=0,008) zu diesem Zeitpunkt, ohne dass ein weiterer Einfluss des LPS auf die 

übrigen Zellpopulationen (CD4+, IFN-γ+, TH1, TH2) festgestellt werden konnte (Abb. 24, 

Tab. 10).  

Obwohl sowohl hoch signifikante Unterschiede zwischen den individuellen Anteilen 

der TH1- und IFN-γ+-Zellen (jeweils p<0,001) als auch schwach signifikante Unterschiede 

zwischen den individuellen Anteilen der TH2-Zellen (p=0,046) vorlagen, unterschieden sich 

die TH1/TH2-Verhältnisse zwischen den Pferden nicht signifikant (Abb. 25). Dennoch konnten 

auf Basis der Einzelwerte erhebliche Unterschiede der TH1/TH2-Verhältnisse sowohl 

zwischen den unterschiedlichen Versuchszeitpunkten als auch zwischen den LPS-

Konzentrationen festgestellt werden. Lediglich Pferd 6 bildete ähnliche TH1/TH2-Verhältnisse 

über den gesamten Versuchszeitraum nach In vitro-Provokation mit LPS aus (Abb. 26). 

 

Tab. 10: Übersicht über die Ergebnisse der zweifaktoriellen Varianzanalyse nach 
In vitro-Provokation mit LPS 

Variable Einstreu  Konzentration  Wechselwirkung 1 

Zellvitalität  n.s. p=0,1439   ** p=0,0097   n.s. p=0,0585  

CD4+-Zellen  n.s. p=0,2541   n.s p=0,1963   ** p=0,0076  

TH1-Zellen  n.s. p=0,5791   n.s. p=0,3149   n.s. p=0,2820  

TH2-Zellen  ** p=0,0075   n.s. p=0,3805   n.s. p=0,1452  

IFN-γ+-Zellen  n.s. p=0,4946   n.s. p=0,3951   n.s. p=0,5949  

TH1/TH2-Verhältnis  * p=0,0217   n.s. p=0,4715   n.s. p=0,8117  

* schwach signifikant, ** signifikant, *** hoch signifikant, n.s. nicht signifikant; 1Wechselwirkung 
der Einstreu und Konzentration   
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Abb. 24: Prozentuale Anteile verschiedener Zellpopulationen (vital, CD4+-, IFN-γ+- sowie TH1- 
und TH2-Zellen) sowie TH1/TH2-Verhältnisse nach Haltung von Pferden auf 
verschiedenen Einstreumaterialien und In vitro-Provokation von PBMC mit LPS  
Arithmetischer Mittelwert (± SD) der sechs getesteten Pferde 
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Abb. 25: Individuelle Anteile der TH1-, IFN-γ-bildenden Zellen und der TH2-Zellen sowie 
individuelle TH1/TH2-Verhältnisse nach In vitro-Provokation mit LPS 
Arithmetische Mittelwert (± SD) der drei Versuchszeitpunkte (Stroh, Späne, Strohpellets) 
und sämtlicher LPS-Konzentrationen [10 ng/ml; 50 ng/ml; 250 ng/ml] 
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Abb. 26: TH1/TH2-Verhältnisse nach Haltung von Pferden auf verschiedenen Einstreu-
materialien und In vitro-Provokation von PBMC mit LPS  
Dargestellt sind sowohl die auswertbaren LPS-Konzentrationen [10 ng/ml; 50 ng/ml 
(schraffiert) sowie 250 ng/ml (kariert)] als auch die eingesetzten Einstreuarten: Beim jeweils 
1. Balken einer Gruppierung wurde Stroh (1), beim jeweils 2. Späne (2) und beim jeweils 3. 
Balken einer Gruppierung Strohpellets (3) verwendet. 
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3.5 Dexamethason 

Dexamethason wurde in einem Konzentrationsbereich von 0,04 bis 4 ng/ml in 

insgesamt drei Stufen (log 10 Titration) getestet. Sämtliche verwendeten Konzentrationen 

konnten für die statische Auswertung genutzt werden. Innerhalb dieses Konzentrations-

bereiches führte die Inkubation mit Dexamethason konzentrationsabhängig zu einem hoch 

signifikanten Abfall (p<0,001) des Anteiles vitaler Zellen (Abb. 27) sowie zu einer schwach 

signifikanten Abnahme des Anteiles CD4+-Zellen (p=0,04). Darüber hinaus konnte eine 

generelle Reduktion sowohl des Anteiles vitaler Zellen als auch der CD4+-Zellen nach 

Verwendung der Einstreu Späne im Vergleich zu den anderen beiden Einstreumaterialien 

beobachtet werden. Dieser Abfall potenzierte sich mit zunehmender Dexamethason-

Konzentration signifikant bzw. schwach signifikant (Tab. 11).  

Da sich sowohl die Anteile der TH1- als auch der TH2-Zellen (jeweils p<0,001) mit 

steigender Dexamethason-Konzentration hoch signifikant reduzierten, war das TH1/TH2-

Verhältnis nicht von der Höhe der Konzentration abhängig. Stattdessen konnte eine schwach 

signifikante Zunahme des Verhältnisses (p=0,01) nach Verwendung der Einstreu Späne 

festgestellt werden. Dieser Anstieg wurde mit zunehmender Konzentration von 

Dexamethason noch weiter gesteigert (p=0,02). Als mögliche Ursache dieser Zunahme konnte 

eine signifikante Reduzierung der TH2-Zellen (p=0,005) zu diesem Zeitpunkt beobachtet 

werden, welche ebenfalls eine schwach signifikante Wechselwirkung (p=0,02) mit der 

verwendeten Konzentration zeigten (Abb. 27, Tab. 11).  

Tab. 11: Übersicht über die Ergebnisse der zweifaktoriellen Varianzanalyse nach 
In vitro-Provokation mit Dexamethason 

Variable Einstreu  Konzentration  Wechselwirkung 1 

Zellvitalität   * p=0,0215   *** p<0,0001    * p=0,0134  

CD4+-Zellen   * p=0,0494   * p=0,0361    * p=0,0180  

TH1-Zellen   ** p=0,0076   *** p<0,0001    ** p=0,0030  

TH2-Zellen   ** p=0,0049   *** p<0,0001    * p=0,0203  

IFN-γ+-Zellen   ** p=0,0028   *** p<0,0001    n.s. p=0,3801  

TH1/TH2-Verhältnis   * p=0,0115   n.s. p=0,2482    * p=0,0158  

* schwach signifikant, ** signifikant, *** hoch signifikant, n.s. nicht signifikant; 1Wechselwirkung 
der Einstreu und Konzentration 
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Abb. 27: Prozentuale Anteile verschiedener Zellpopulationen (vital, CD4+-, IFN-γ+- sowie TH1- 
und TH2-Zellen) sowie TH1/TH2-Verhältnisse nach Haltung von Pferden auf 
verschiedenen Einstreumaterialien und In vitro-Provokation von PBMC mit 
Dexamethason  
Arithmetischer Mittelwert (± SD) der sechs getesteten Pferde 
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Abb. 28: Individuelle Anteile der TH1-, IFN-γ-bildenden Zellen und der TH2-Zellen sowie 
individuelle TH1/TH2-Verhältnisse nach In vitro-Provokation mit Dexamethason 
Arithmetischer Mittelwert (± SD) der drei Versuchszeitpunkte (Stroh, Späne, Strohpellets) 
und sämtlicher Dexamethason-Konzentrationen [0,04 ng/ml; 0,4 ng/ml; 4 ng/ml] 
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Abb. 29: TH1/TH2-Verhältnisse nach Haltung von Pferden auf verschiedenen Einstreu-
materialien und In vitro-Provokation von PBMC mit Dexamethason  
Dargestellt sind sowohl die auswertbaren Dexamethason-Konzentrationen [0,04 ng/ml; 
0,4 ng/ml (schraffiert) sowie 4 ng/ml (kariert)] als auch die eingesetzten Einstreuarten: Beim 
jeweils 1. Balken einer Gruppierung wurde Stroh (1), beim jeweils 2. Späne (2) und beim 
jeweils 3. Balken einer Gruppierung Strohpellets (3) verwendet. 
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Trotz hoch signifikanter bzw. signifikanter Unterschiede zwischen den Anteilen der 

TH1- (p=0,001) bzw. der IFN-γ+-Zellen (p=0,007) wurde kein signifikanter Unterschied 

zwischen den individuellen TH1/TH2-Verhältnissen festgestellt (Abb. 28). Dennoch konnte 

auf Basis der Einzelwerte gezeigt werden, dass vor allem die Verhältnisse der Pferde 1, 2 und 

3 zum 2. Versuchszeitpunkt nach Verwendung der Einstreu Späne erheblich anstiegen. Das 

TH1/TH2-Verhältnis des Pferdes 6 (und des Pferdes 5 in geringster Konzentration) fiel 

dagegen zum 3. Versuchszeitpunkt nach Verwendung der Einstreu Strohpellets deutlich ab. 

Unterschiede in den TH1/TH2-Verhältnissen zwischen den einzelnen verwendeten Konzen-

trationen der drei Versuchszeitpunkte waren dagegen insgesamt gering ausgeprägt (Abb. 29). 

3.6 Vergleich der Noxen 

Um zu bestimmen, welche der verwendeten Noxen die deutlichsten Effekte auf das 

TH1/TH2-Verhältnis von Pferden besaß, wurden die Noxen in der jeweils höchsten, für die 

statistische Auswertung verwendeten Konzentration empirisch miteinander verglichen. Diese 

betrug für Gliotoxin 16,6 ng/ml, für Patulin 62,5 ng/ml, für LPS 250 ng/ml sowie für 

Dexamethason 4 ng/ml. Dexamethason rief die jeweils höchsten TH1/TH2-Verhältnisse 

hervor, während nach Verwendung von Gliotoxin der Quotient am geringsten ausgeprägt war. 

Dabei fiel besonders auf, dass die Verwendung der Einstreu Späne bei allen Noxen und der 

Mediumkontrolle zu einer Zunahme des TH1/TH2-Verhältnisses führte. Dieser Anstieg war 

nach Verwendung von Dexamethason am stärksten ausgeprägt (Abb. 30). 
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Abb. 30: TH1/TH2-Verhältnisse nach In vitro-Provokation mit der maximal verwendeten 
Konzentration einer Noxe (Gliotoxin [16,6 ng/ml], Patulin [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 für eine erfolgreiche Eliminierung von Pathogenen ist ein 

funktionierendes Immunsystem. Eine Beurteilung des Immunsystems zur Bestimmung des 

Gesundheitszustandes eines Individuums ist jedoch bislang in der Praxis nicht üblich. In 

wissenschaftlichen Studien dienen Analysen von Zytokinprofilen nicht nur der Erforschung 

immunologischer Reaktionen, sondern liefern darüber hinaus wichtige Informationen zur 

Pathogenese von Erkrankungen. Dafür werden meist transkriptionelle und nur selten 

posttranskriptionelle Prozesse herangezogen. Ein Nachweissystem zur Bestimmung des 

Zytokinmusters, welches auf posttranskriptionellen Prozessen basierend Aussagen über die 

individuelle Immunlage erlaubt, existiert beim Pferd bislang nicht. Der vorliegenden Arbeit 

lag daher die Hypothese zugrunde, dass es in Form der In Vitro-Provokation möglich ist, die 

individuelle Immunlage von Pferden zu beurteilen und darüber hinaus Einflüsse von 

Umweltfaktoren auf das Immunsystem nachweisen zu können. Als Parameter wurde hierfür 

das TH1/TH2-Verhältnis, ein aus TH1- und TH2-Zellen gebildeter Quotient, herangezogen. Die 

eigenen Ergebnisse belegen nicht nur, dass die Bestimmung von IFN-γ- und IL-4-bildenden 

Zellen aus dem Blut von Pferden nach In vitro-Konfrontation mit Hilfe eines 

immunmodulatorisch wirkenden Stoffes möglich ist, sondern bestätigen darüber hinaus 

exemplarisch anhand des Einstreumaterials einen bestehenden Einfluss von Umweltfaktoren 

auf das Immunsystem des Pferdes. Einerseits besaß jede der verwendeten Noxen Gliotoxin, 

Patulin, LPS oder Dexamethason in vitro immunmodulatorische Fähigkeiten, andererseits 

wies vor allem die In vitro-Provokation mit Dexamethason auf eine umweltbedingte 

Modulation des TH1/TH2-Verhältnisses hin. 

1 In vitro-Provokation 

1.1 Durchflusszytometrische Detektion equiner T H1- und T H2-Zellen 

Da posttranskriptionelle Prozesse Divergenzen zwischen dem Vorhandensein einer 

bestimmten mRNA und der tatsächlichen Existenz eines Zytokins hervorrufen können, 

forderten KLEIBER et al. (2005) zur Bestätigung vielfach in Studien gemessener 

zytokinspezifischer mRNA eine direkte Analyse von Zytokinproteinen in der equinen BALF 

COB-betroffener Pferde (85). Ergebnisse der Untersuchungen von KRUMM (2006) 

unterstützen diese Forderung: Anhand humaner PBMC konnte gezeigt werden, dass 

Mykotoxin-induzierte Einflüsse auf die mRNA-Synthese für IFN-γ und IL-4 nicht vollständig 

auf Proteinebene sichtbar werden. Während die Transkription von mRNA für IL-4 
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durch Mykotoxine stimuliert wurde, verminderte sich stattdessen die Sekretion des Zytokins 

auf Proteinebene (87). Zur Beurteilung der Immunantwort ist daher ein direkter 

Zytokinnachweis sinnvoll. In diesem Sinn erfolgte in der vorliegenden Arbeit die Detektion 

equiner TH1- und TH2-Zellen mittels Durchflusszytometrie. Als spezifische Markerzytokine 

dienten IFN-γ für TH1- und IL-4 für TH2-Zellen. Um TH1-Zellen von anderen, ebenfalls  

IFN-γ-produzierenden Zellpopulationen wie CD8+-T-Zellen, γδ-T-Zellen und NK-Zellen 

unterscheiden zu können, wurde eine Doppelmarkierung von IFN-γ und CD4 durchgeführt. 

Dennoch zählen in dieser Arbeit auch die IL-10-bildenden Treg-Zellen, die einen Anteil von 

etwa 9 % der CD4+/IFN-γ+-Zellen equiner PBMC bilden, zu der als TH1-Zellen bezeichneten 

Population (181, 183). Auf eine Doppelmarkierung von CD4 und IL-4 wurde nicht nur 

aufgrund methodischer Sachverhalte (s. Kap. III 3.3), sondern auch aufgrund einer geringen 

Anzahl weiterer potentiell IL-4-bildender  Zellpopulationen in equinen PBMC verzichtet. 

Nach einer durchflusszytometrischen Analyse sind lediglich etwa 5 % der IL-10-

produzierenden equinen Treg-Zellen in der Lage, IL-4 zu bilden. Eine Doppelmarkierung von 

CD4 und IL-4 hätte gleichwohl diese Zellpopulation nicht vollständig ausschließen können, 

da etwa 80 % der IL-10-produzierenden Lymphozyten das CD4-Molekül auf ihrer Oberfläche 

tragen (183). 

Die in dieser Arbeit festgestellten CD4+-Anteile equiner PBMC unterscheiden sich von 

jenen, die bereits 1991 im Leukozytenworkshop (54-70 %) und später von BENDALI-

AHCÈNE et al.  (1995) (55,4 ± 2 %) sowie von AKENS et al. (1997) (50,2-70,8 %) 

beschrieben wurden (3, 10, 90). Die Mediumkontrollen, lediglich mit PMA und Ionomycin 

stimuliert, wiesen einen geringeren Anteil von 31,4 bis 61,9 % bzw. 23,8 bis 56,5 % CD4+-

Zellen in den Vor- bzw. Hauptversuchen auf. Eine Erklärung hierfür könnte eine sowohl für 

humane als auch für equine PBMC beschriebene Reduzierung der CD4-Expression auf der  

T-Zelloberfläche nach Exposition der Zellen gegenüber PMA sein (14, 137, 195). Eine  

4-stündige Inkubation equiner Lymphozyten bei 37°C mit PMA (100 ng/ml) führte in 

Untersuchungen von ZHANG et al. (1994) zu einem Verlust von über 75 % der CD4-

Moleküle einer Zelle. Dieser Verlust war bei fortschreitender Inkubation mit PMA innerhalb 

von 24 Stunden reversibel (195). Nach Einwirkung einer geringeren, mit der in den eigenen 

Untersuchungen eingesetzten übereinstimmenden Konzentration von PMA (25 ng/ml) wiesen 

equine Lymphozyten ebenfalls nach 4-stündiger Inkubation mit einem durchschnittlichen 

Anteil von 31,4 % (± 5,1) 44 % weniger CD4+-Zellen im Vergleich zu unstimulierten PBMC 

auf (181). Trotzdem ist die Verwendung von PMA zur Stimulierung der Zytokinbildung von 

T-Zellen essentiell (46, 53, 181). Für die Doppelmarkierung von CD4 und IFN-γ wurde, 
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basierend auf kinetischen Untersuchungen, eine Inkubationsdauer mit PMA von 4 Stunden als 

geeignet für equine PBMC angesehen (181), welches die eigenen Untersuchungen bestätigen.  

GUTMANN et al. (2005) wiesen einen Anteil von bis zu 20 % IFN-γ
+-Zellen in 

entsprechend stimulierten equinen Blutleukozyten nach (62). 14 % IFN-γ+-Zellen adulter 

Pferde wurden in einer weiteren Untersuchung von BREATHNACH et al. (2006) nicht 

überschritten (22). Eine weitere Diffenzierung der IFN-γ+-Population erfolgte in diesen 

Untersuchungen jedoch nicht (22, 62). Eine erstmalig an equinen Zellen durchgeführte 

Doppelmarkierung von CD4 und IFN-γ ergab deutliche individuelle Unterschiede in dem 

Vorhandensein von TH1-Zellen bei gesunden Pferden (18,1-47,2 %; n=5) (68). Ähnliche 

Variationen der Anteile IFN-γ+-Zellen konnten sowohl in einer zweiten Studie (181) als auch 

in der eigenen Arbeit festgestellt werden. Mediumkontrollen der Vorversuche wiesen 14,8 bis 

30,7 % IFN-γ+-Zellen auf; 10,5 bis 22,9 % der gemessenen Zellen waren außerdem positiv für 

CD4 und wurden demzufolge den TH1-Zellen zugeordnet.  

Trotz der von verschiedenen Autoren mehrfach bestätigten Kreuzreaktivität des anti-

bovinen IL-4-Antikörpers mit equinem IL-4 (53, 65, 126) erwies sich dieser Antikörper in 

den eigenen Untersuchungen für die Detektion von equinen IL-4-produzierenden TH2-Zellen 

als ungeeignet. TH2-Zellen wurden stattdessen mit Hilfe eines von WAGNER et al. (2006) 

entwickelten anti-equinen IL-4-Antikörpers detektiert (182). Während die Anteile der TH2-

Zellen in den eigenen Untersuchungen in einem Bereich von 2,0 bis 15,8 % deutlich 

schwankten, gaben WAGNER et al. (2006, 2010) einen Bereich von 2 bis 8 % IL-4+-Zellen 

für das Pferd an (181, 182).  

Die im Vergleich zu den Vorversuchen jüngeren Tiere wiesen in den Hauptversuchen 

sowohl einen niedrigeren Anteil an IFN-γ+- (7,7-23,3 %; Vorversuche 14,8-30,7 %) und TH1-

Zellen (5,5-17,1 %; Vorversuche 10,5-22,9 %) als auch an TH2-Zellen (2,0-6,4 %; 

Vorversuche 8,7-15,8 %) auf. Basierend auf den Ergebnissen von WAGNER et al. (2010), 

nach denen Fohlen in einem Alter von drei Monaten quantitativ weniger IFN-γ und IL-4 als 

adulte Pferde bilden (181), könnte vermutet werden, dass Pferde in einem Alter von zwei 

Jahren ebenfalls keine ausgereifte Zytokinbildung besitzen. Da jedoch, wie BREATH-

NACH et al. (2006) zeigen konnten, die IFN-γ-Produktion ab einem Lebensalter von etwa 

drei Monaten das Niveau von adulten Tieren erreicht (22) und der Anteil IL-4-produzierender 

Zellen in einer Untersuchung von HAMZA et al. (2008) nicht altersabhängig war (66), sind 

vielmehr individuelle Faktoren als Ursache für das niedrige Niveau der gemessenen Zytokine 

in den Hauptversuchen zu vermuten. Denkbar ist auch eine versuchsbedingte Reduzierung der 

Zytokinbildung, da im Vergleich zu den Vorversuchen die Zellen nicht direkt im Anschluss 
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an die Blutentnahme kultiviert werden konnten, sondern stattdessen für mehrere Stunden 

transportiert werden mussten und somit die Zellen weiteren, potentiell schädlichen Einflüssen 

ausgesetzt wurden. 

Ergebnisse dieser Arbeit deuten außerdem darauf hin, dass im Blut vorgefundene hohe 

Anteile einer T-Zellart im Gegensatz zu lokal begrenzten immunologischen Reaktionen (z. B. 

pulmonal oder intestinal) nicht unbedingt mit einer entsprechenden Erniedrigung der jeweils 

anderen Zellart einhergehen. So besaß Pferd B in den Vorversuchen beispielsweise einen 

hohen Anteil von 15,1 % TH2-Zellen, jedoch mit 15,2 % keinen entsprechend niedrigen 

Anteil an TH1-Zellen. Eine genauere Aussage zur lokalen TH1/TH2-Balance wäre nur durch 

lokale Beprobungen möglich. Diese sind jedoch entweder intra vitam nicht durchführbar oder 

mit hohem Aufwand und Belastungen für das Tier verbunden. Das Blut spiegelt dagegen die 

Gesamtheit aller lokal spezifischen Immunreaktionen wider und kann damit zur Beurteilung 

des TH1/TH2-Verhältnisses eines gesamten Individuums benutzt werden. 

1.2 Auswahl der Noxen und Konzentrationsbereiche 

Mykotoxine begünstigen die Polarisierung in Richtung einer TH2-Immunantwort und 

demzufolge die Ausbildung von Allergien beim Menschen (117). Kenntnisse über die 

Exposition von Mykotoxinen und deren Auswirkung auf das equine Immunsystem liegen 

bislang nicht hinreichend vor. Es existieren jedoch sowohl Hinweise auf eine potentiell 

mögliche Kontamination von Futtermitteln mit Schimmelpilzen und deren 

Stoffwechselprodukten als auch darauf, dass Antigene von Schimmelpilzen bei Pferden eine 

TH2-Immunantwort begünstigen und zur vermehrten Bildung von IgE und IgG führen können 

(s. Kap. II 3.1.3). Pilzsporen erwiesen sich darüber hinaus als wichtige Toxinträger (124), so 

dass bei einer maximalen Größe von 5 µm auch eine mykotoxikologische Belastung der 

Atemwege denkbar ist.  

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine Konfrontation equiner Lymphozyten 

mit Mykotoxinen in vitro durchgeführt. Basierend auf Untersuchungen an humanen PBMC 

fanden hierfür die Mykotoxine Gliotoxin und Patulin Anwendung, welche 

konzentrationsabhängig TH1/TH2-Verhältnisse und die zelluläre Proliferation modulieren 

können (87, 102, 186). Während Gliotoxin bei humanen PBMC ab einer Konzentration von 

31,25 ng/ml zu einer Minderung der vitalen Zellen führte, wurde dies bei Patulin bereits ab 

einer Konzentration von 3,9 ng/ml beobachtet. Der Anteil vitaler Zellen wurde durch Patulin 

erst bei einer Konzentration von 2086 ng/ml auf 50 % reduziert, durch Gliotoxin bereits bei 

einer Konzentration von 143,7 ng/ml. Gliotoxin ist demzufolge verglichen mit Patulin 
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zytotoxischer für humane PBMC (87). Die eigenen Ergebnisse zeigen, dass Mykotoxine auch 

auf equine PBMC zytotoxisch wirken. Gliotoxin reduzierte die Anteile vitaler Zellen ab einer 

Konzentration von 22,2 ng/ml, Patulin ab 160 ng/ml. Bereits darauf folgende 

Konzentrationsstufen (Gliotoxin 33,3 ng/ml, Patulin 320 ng/ml) ergaben keinerlei auswert-

bare Zellzahlen mehr. Konzentrationen, welche zu einer Reduktion der Zellvitalität um mehr 

als 50 % führen, werden demzufolge sowohl für Gliotoxin als auch für Patulin bei equinen 

PBMC im Vergleich zu humanen PBMC deutlich früher erreicht. Proliferationsfördernde 

Effekte auf humane PBMC, wie sie WICHMANN et al. (2002) für geringe Konzentrationen 

der beiden Mykotoxine (Gliotoxin 0,3-1 ng/ml; Patulin 0,3-3 ng/ml) beobachtete (186), 

konnten an equinen PBMC nicht nachvollzogen werden. Da jedoch die Zytotoxität dieser 

Mykotoxine auf equine Zellen im Vergleich zu humanen PBMC erhöht ist, ist ein eventuell 

vorhandener, proliferationsfördernder Effekt in ebenfalls niedrigeren Konzentrationen zu 

erwarten. Diese wurden in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht getestet, wodurch ein solcher 

Effekt von Mykotoxinen auf equine PBMC nicht ausgeschlossen werden kann.  

In den Hauptversuchen zeigten sowohl Gliotoxin als auch Patulin einen stärkeren 

zytotoxischen Effekt, als es die Ergebnisse der Vorversuche erwarten ließen. Die Beurteilung 

des immunmodulatorischen Potentials von Mykotoxinen erfolgte daher in den 

Hauptversuchen basierend auf zwei (Gliotoxin) bzw. einer (Patulin) Konzentration. Eine 

Ursache für die höhere Toxizität könnte im Altersunterschied zwischen den getesteten 

Pferden der Vor- und der Hauptversuche liegen. Immunzellen jüngerer Pferde könnten im 

Vergleich zu jenen adulter Pferden sensitiver auf die Einflüsse von Mykotoxinen reagieren. 

Darüber hinaus unterlagen die jungen Pferde bislang nur einem einzigen Umgebungswechsel, 

was in einer geringeren Immunkompetenz ihrer Immunzellen resultiert haben könnte.  

 

Pferde werden in vivo ubiquitär mit LPS konfrontiert. Neben der Bildung von LPS nach 

Absterben gramnegativer Bakterien in der eigenen, physiologischen Darmflora, können 

Endotoxine regelmäßig aerogen in Pferdeställen nachgewiesen werden (s. Kap. II 3.2.1). 

Obwohl darüber hinaus eine ätiologische Bedeutung von LPS an der Entstehung der COB 

diskutiert wird (s. Kap. II 3.2.1) und LPS außerdem wiederholt in In vitro-Studien zur 

Stimulation verschiedener Zellarten eingesetzt wurde (73, 76, 106, 119), fehlen bislang 

Erkenntnisse zur Auswirkung von LPS auf das TH1/TH2-Gleichgewicht von Pferden. In der 

vorliegenden Arbeit wurde erstmals ein durchflusszytometrischer Nachweis der 

Zytokinexpression zur Charakterisierung der Immunmodulation nach Konfrontation equiner 

PBMC mit LPS durchgeführt. Ein großzügig gewählter Konzentrationsbereich sollte dabei 
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möglichst umfassend zeigen, ob und bei welchen Konzentrationen LPS einen Einfluss auf das 

TH1/TH2-Verhältnis besaß. Zytotoxische Effekte von LPS auf equine PBMC konnten nicht 

beobachtet werden. Somit wurde in den Hauptversuchen ein Konzentrationsbereich 

verwendet, der bei zwei der drei getesteten Pferde in den Vorversuchen eine Reduktion des 

TH1/TH2-Verhältnisses hervorrief. 

 

Dexamethason findet regelmäßig Anwendung in der Therapie chronischer Atemwegs-

erkrankungen beim Pferd. Dabei werden vor allem die antiphlogistischen Wirkungen von 

Dexamethason genutzt. Obwohl Dexamethason auch immunsuppressives Potential zu-

geschrieben wird (92), werden die Auswirkungen dieser Substanz auf die Zytokinproduktion 

von T-Zellen in der Literatur kontrovers diskutiert (s. Kap. II 3.3) und sind beim Pferd bislang 

unbekannt. Erstmals wurde in der vorliegenden Arbeit eine Konfrontation equiner PBMC mit 

Dexamethason in vitro durchgeführt. Der verwendete Konzentrationsbereich führte zu 

vergleichsweise gering ausgeprägten Reduktionen der Zellvitalität um maximal 30 % im 

Vergleich zur Mediumkontrolle. Der parallel stattfindende Anstieg des Anteils der toten 

Zellen in den eigenen Untersuchungen um das, verglichen mit der Mediumkontrolle, maximal 

5-fache deutet dennoch auf Dexamethason-induzierte, apoptotische Vorgänge in equinen 

Lymphozyten hin, welche zuvor für humane PBMC ausgeschlossen wurden: Selbst eine, 

verglichen mit der in den Hauptversuchen verwendeten Maximalkonzentration von 4 ng/ml 

100-fach höhere Dexamethason-Konzentration rief in einer Untersuchung an humanen PBMC 

lediglich Zelleinbußen von <10 % hervor (71). Als Ursache hierfür kann neben 

tierartspezifischen Differenzen auch ein unterschiedlicher Einfluss des Dexamethasons auf 

verschiedene Entwicklungsstadien von T-Zellpopulationen in Betracht gezogen werden. 

Humane, naive T-Zellen werden im Vergleich zu ausgereiften T-Gedächtniszellen wesentlich 

stärker durch Dexamethason in ihrer Proliferation inhibiert. 10-8 M (entspricht 4 ng/ml in den 

eigenen Untersuchungen) Dexamethason reduzierten beispielsweise in Untersuchungen von 

NIJHUIS et al. (1995) die Proliferation naiver T-Zellen um 88 %, während sich T-

Gedächtniszellen lediglich um 43 % verminderten. Interessanterweise konnte diese 

Suppression naiver T-Zellen durch Zugabe von 60 ng/ml PMA vollständig aufgehoben 

werden (121). Demzufolge könnte PMA auch in der vorliegenden Arbeit suppressive Effekte 

des Dexamethasons auf naive, equine T-Zellen auf ein Minimum reduziert oder gar 

aufgehoben haben mit der Folge, dass die Suppression der Zellproliferation überwiegend 

durch bereits geprimte T-Zellen zustande gekommen wäre. Darüber hinaus könnten Zytokine 

ausgereifter T-Zellen naive T-Zellen in der Zellkultur frühzeitig beeinflussen und somit die  
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Empfindlichkeit der nicht separierten T-Zellpopulation auf Dexamethason herabsetzen. 

Unterstützend hierfür ist eine Beobachtung an humanen CD4+-T-Zellen, dass nach 6-tägiger 

Zellkultur 99 % der kultivierten Zellen als T-Gedächtniszellen und lediglich 1 % der Zellen 

als naive T-Zellen charakterisiert werden konnten (174).  

1.3 Immunmodulatorisches Potential der Noxen 

Die Mykotoxine Gliotoxin und Patulin können humane PBMC sowohl auf 

transkriptioneller als auch auf posttranskriptioneller Ebene immunmodulatorisch beeinflussen. 

Sie supprimieren die Sekretion des TH1-spezifischen Zytokins IFN-γ stärker als die des TH2-

spezifischen Zytokins IL-4. Geringe Konzentrationen (Gliotoxin <10 ng/ml; Patulin 

<3 ng/ml) riefen in Untersuchungen an humanen PBMC darüber hinaus neben einer 

Suppression der IFN-γ-Produktion sogar Steigerungen der IL-4-Sekretion hervor und 

verstärkten so das TH2-geprägte Profil humaner PBMC in vitro (87, 186, 187).  

Die Provokation equiner PBMC mit Gliotoxin rief auch in den eigenen Untersuchungen 

in vitro eine stärkere Suppression der Anteile IFN-γ
+-Zellen im Vergleich zu jenen der IL-4+- 

Zellen hervor. Resultat dessen war eine hoch signifikante Abnahme des TH1/TH2-

Verhältnisses in den Hauptversuchen. Nach In vitro-Provokation mit Patulin konnte hingegen 

keine Alteration des Verhältnisses der Anteile von IFN-γ-bildenden TH1- zu IL-4-bildenden 

TH2-Zellen beobachtet werden. Da beide Zellpopulationen signifikant abnahmen, ist entgegen 

den Ergebnissen an humanen PBMC von einer gleichmäßigen Suppression dieser Zytokine 

durch Patulin bei equinen PBMC auszugehen.  

Dennoch weisen die Ergebnisse der Vorversuche darauf hin, dass equine TH1-Zellen 

nicht nur nach Exposition zu Gliotoxin, sondern auch nach Exposition zu Patulin 

empfindlicher auf die Toxine als TH2-Zellen reagieren. Während die Anteile der TH1-Zellen 

bereits bei einer Patulin-Konzentration von 80 ng/ml abfielen, wurden Anteile der TH2-Zellen 

erst bei der folgenden Konzentrationsstufe supprimiert. Da entgegen den Erwartungen 

besonders Patulin in den Hauptversuchen einen starken zytotoxischen Effekt zeigte und 

infolgedessen lediglich eine einzige Konzentration für die statistische Analyse zur Verfügung 

stand, sollten die Auswirkungen von Patulin auf eine Suppression equiner IFN-γ+- 

T-Zellpopulationen nochmals bei geringeren Konzentrationen überprüft werden.  

Eine Suppression oder gar Stimulierung der Zytokinbildung in niedrigen, nicht 

zytotoxisch wirkenden Konzentrationen der Mykotoxine konnte zwar für humane, aber nicht 

für equine PBMC gezeigt werden (87, 102, 186). Die Inhibition der equinen TH1- und TH2-

spezifischen Zytokine erfolgte durch beide getesteten Toxine in bereits zytotoxischen  
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Konzentrationsbereichen. Die Ursache dieser Erniedrigung ist in Analogie zu humanen 

PBMC (186) wahrscheinlich auch bei equinen PBMC eher in einem Absterben 

immunkompetenter Zellen zu vermuten als in der Verminderung der Zytokinproduktion einer 

einzelnen Zelle an sich.  

Equine wie humane TH1-Zellen scheinen sensibler als TH2-Zellen auf die Toxine zu 

reagieren. Insbesondere die In vitro-Provokation mit Gliotoxin führte zu einer Polarisierung in 

Richtung eines TH2-Zytokinprofils mit einhergehender Abnahme des TH1/TH2-Verhältnisses. 

Es ist daher anzunehmen, dass Mykotoxine auch in vivo bei Pferden immunsuppressiv 

wirken, in dem sie Defizite in der Zytokinsekretion immunkompetenter Zellen verursachen.  

 

Der Nachweis von IL-4 nach Inkubation mit LPS erwies sich entgegen vorheriger 

Ergebnisse von WAGNER et al. (2006), nach denen LPS-stimulierte equine PBMC kein IL-4 

bildeten, als unproblematisch. Ursache für die scheinbar mangelhafte IL-4-Produktion in 

dieser Untersuchung ist vermutlich das Fehlen einer Inhibition der Zytokinsekretion (182). 

Infolgedessen würde in Kultur produziertes IL-4 sezerniert und stünde somit der 

durchflusszytometrischen Messung nicht zur Verfügung. Die Verwendung von Brefeldin A in 

den eigenen Untersuchungen führte stattdessen zu einer Inhibiton der Sekretion der gebildeten 

Zytokine, wodurch eine erfolgreiche Messung von IL-4 nach In vitro-Provokation mit LPS 

ermöglicht wurde. 

In den getesteten Konzentrationen besaß LPS kaum immunmodulatorische Wirkungen 

auf equine T-Helferzellen. Lediglich vereinzelt rief die Konfrontation mit LPS, basierend auf 

einer Reduktion der Anteile der TH1-Zellen, einen Abfall des TH1/TH2-Verhältnisses hervor. 

Die Anteile der TH2-Zellen blieben in der Regel durch LPS unbeeinflusst. Die 

Empfänglichkeit equiner PBMC für immunmodulatorische Effekte von LPS schien in vitro 

individuell unterschiedlich ausgeprägt zu sein. Möglicherweise besaßen diejenigen Pferde, bei 

denen ein Abfall des TH1/TH2-Verhältnisses und damit eine Verschiebung des Zytokinprofils 

in Richtung einer TH2-Antwort beobachtet wurde, im Vorfeld der Untersuchung durch 

Exposition zu LPS aktivierte dendritische Zellen und durch diese geprimte T-Zellen. Erst 

nach Exposition zu geringen Konzentrationen von LPS (0,1-1 ng/ml) waren gegen Ovalbumin 

sensibilisierte, murine dendritische Vorläuferzellen in einer kürzlich veröffentlichten Studie 

von PETERS et al. (2010) in der Lage, murine Lymphozyten zur Bildung von TH2-Zytokinen 

anzuregen und dadurch eine allergische Reaktion in den Atemwegen der Mäuse zu 

provozieren. Hohe LPS-Konzentrationen (10-100 ng/ml) stimulierten interessanterweise 

jedoch nicht die Bildung von TH2-Zytokinen, sondern induzierten stattdessen eine TH17-
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Immunantwort (128). Ähnliches konnte bereits zuvor durch EISENBARTH et al. (2002) 

gezeigt werden. Inhalation von hohen LPS-Konzentrationen induzierte in Mäusen eine TH1-

Immunantwort, während geringe Dosen in Analogie zu den Ergebnissen von PETERS et al. 

(2010) ebenfalls zu einer TH2-Immunantwort führten (45). Individuelle Unterschiede in der 

Reaktion der PBMC verschiedener Pferde könnten demnach auf einer unterschiedlichen 

Sensibilität für LPS-Konzentrationen und deren zum Teil gegenläufigen immunologischen 

Wirkungen beruhen.  

 

Auswirkungen von Dexamethason auf die Zytokinbildung von TH1- und TH2-Zellen des 

Pferdes sind bislang unbekannt. GIGUÈRE et al. (2002) konnten nach Inhalation von 

Fluticason eine Verschiebung des TH1/TH2-Verhältnisses in Richtung einer TH1-

Immunantwort beobachten, die auf einer Abnahme der Expression von mRNA für IL-4 

beruhte (58). Inwieweit die Proteinexpression dieser Zytokine durch Fluticason beeinflusst 

wird, lässt diese Studie zwar offen, es konnte jedoch in einer Untersuchung an humanen 

PBMC gezeigt werden, dass Fluticason ein hoch potenter Inhibitor der TH2-Zytokine IL-4 

und -5 ist (174).  

Geringe Konzentrationen von Dexamethason (0,04-4 ng/ml) riefen in den eigenen 

Untersuchungen eine hoch signifikante Abnahme sowohl der Anteile der TH1- als auch der 

TH2-Zellen hervor. Steigerungen der Konzentrationen führten zu keiner weiteren Suppression. 

Da das TH1/TH2-Verhältnis nicht signifikant beeinflusst wurde, ist eine recht gleichmäßige 

Abnahme beider Zelltypen belegt. Ähnlich stark ausgeprägte Suppressionen der TH1- und 

TH2-Zytokine konnten auch an humanen T-Zellen mehrfach festgestellt werden (20, 112, 

158). Interessanterweise führte Hydrocortison an humanen, Nickel-aktivierten PBMC zwar 

ebenfalls zu einer gleichmäßigen Reduktion von TH1- (IFN-γ) und TH2-Zytokinen (IL-5), 

reduzierte jedoch dabei lediglich die Expression von Chemokin-Rezeptoren der TH1-Zellen 

(CCR10 und CXCR3). Rezeptoren der TH2-Zellen (CCR4) blieben unbeeinflusst (112).  

Trotz dieser Beobachtungen wird der Einfluss von Glucocorticoiden auf humane  

T-Zellen kontrovers diskutiert (s. Kap. II 3.3). Neben konzentrationsabhängigen Abnahmen 

humaner TH1- (IFN-γ) und TH2-Zytokine (IL-4) (20, 52, 112, 158) wurden sowohl 

Glucocorticoid-induzierte TH1-geprägte (86, 149, 158, 174) als auch TH2-geprägte (35, 52) 

Zytokinprofile beschrieben. Unklar ist jedoch, inwiefern methodische Unterschiede in der 

Durchführung der Stimulation von T-Zellen (mittels Mitogenen, monoklonalen Antikörpern 

oder Antigenen) in vitro die Zytokinexpression dieser Zellen modulieren. Eine vergleichende 

Interpretation der Daten der verschiedenen Studien ist daher erschwert (20).  
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Eine weitere denkbare Ursache der divergierenden Untersuchungsergebnisse könnte 

eine vom Entwicklungsstand der T-Zelle abhängige variable Zytokinexpression sein. In einer 

Studie von BRINKMANN et al. (1995) induzierten Glucocorticoide in ausgereiften T-Zellen, 

welche sich aus naiven CD4+-T-Zellen humaner PBMC in vitro weiter differenzierten, eine 

gesteigerte IL-4- und IL-10-Synthese. Gleichzeitig erfolgte eine Suppression von IFN-γ und 

IL-5. Dagegen reagierten direkt aus humanen PBMC separierte T-Gedächtniszellen mit einem 

nahezu vollständigen Abfall (80-98 %) der IL-4-, IL-5- und IL-10-Synthese. Selbst eine 100-

fach gesteigerte Konzentration der Glucocorticoide konnte die IFN-γ-Produktion lediglich um 

maximal 50 % reduzieren. Die untersuchten T-Zellpopulationen exprimierten beide CD45RO, 

einen Marker für T-Gedächtniszellen. Aufgrund des identischen Phänotyps der Zellen 

folgerten die Autoren, dass die T-Gedächtniszellen in vivo zusätzliche Signale erfahren haben 

mussten, die unterschiedlich ausgeprägte Zytokinprofile hervorriefen (23).  

Monoklonale Antikörper zur Identifizierung von equinem CD45 fehlen bislang (25, 

103). Eine durchflusszytometrische Unterscheidung equiner PBMC in naive T-Zellen und T-

Gedächtniszellen bei Pferden ist somit noch nicht möglich. Unterschiedliche 

Empfänglichkeiten der verschiedenen Entwicklungsstadien von T-Zellen für suppressive 

Einflüsse von Glucocorticoiden und daraus resultierende variierende Zytokinmuster sind 

jedoch auch für equine T-Zellen denkbar. Variationen in den Verhältnissen naiver zu 

geprimten T-Zellen könnten ferner das Vorhandensein individueller Unterschiede erklären.  

Darüber hinaus bleibt zu bedenken, dass die Untersuchungen überwiegend an PBMC 

und damit an gemischten Zellpopulationen erfolgten. Neben einem damit einhergehenden 

variablen Verhältnis von naiven zu geprimten T-Zellen sind mögliche Effekte von 

Glucocorticoiden auf andere Zellarten nicht ausgeschlossen. Folglich ist auch eine 

Beeinflussung der zu messenden Zytokinproduktion durch diese Zellpopulationen und 

divergierende Ergebnisse sowohl zwischen einzelnen Individuen als auch zwischen 

Untersuchungen denkbar. 

Hydrocortison stimuliert in sehr geringen Konzentrationen (10-10-10-9 M) die Bildung 

von IL-4 durch humane TH2-Zellen (158). Trotz Verwendung entsprechender 

Konzentrationen konnte eine solche Stimulierung bei equinen T-Zellen in den eigenen 

Untersuchungen durch Dexamethason nicht beobachtet werden. Eine Erklärung hierfür bietet 

neben tierartspezifischen Differenzen die unterschiedliche Wirkungspotenz beider 

Glucocorticoide. Dexamethason besitzt im Vergleich zu Hydrocortison ein um den Faktor 2,2 

gesteigertes immunsuppressives Potential (92). In Bezug auf das Vermögen, die 

Reaktionsfähigkeit von T-Zellen in vitro zu supprimieren, sind Konzentrationen von 10-8 M 
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Dexamethason (entspricht 4 ng/ml in den eigenen Untersuchungen) genauso wirksam wie 

doppelt konzentriertes Hydrocortison (112). Vor diesem Hintergrund ist daher denkbar, dass 

auch Dexamethason wie Hydrocortison  stimulierende Einflüsse auf die Produktion von 

equinen TH2-Zytokinen besitzt, diese jedoch in weitaus niedrigeren Konzentrationen zu 

erwarten sind. 

1.4 Reproduzierbarkeit der In vitro-Provokation 

Wie die eigenen Untersuchungen zeigen, variieren die gemessenen TH1/TH2-

Verhältnisse bei Einzeltieren, wenn sie anhand von Proben bestimmt werden, die in einem 

Abstand von sieben Wochen gewonnen werden. Externe (Umwelt), aber auch interne 

(Gesundsheitszustand, Alter) Faktoren erfordern eine situative Adaptation des Immunsystems. 

Neben der Art des verwendeten Einstreumaterials (s. Kap. V 2) sind weitere Faktoren wie 

Stress, Temperaturunterschiede oder auch UV-Einstrahlung in der Lage, das TH1/TH2-

Gleichgewicht eines Individuums zu beeinflussen (56, 125, 144). Dagegen deuten die 

Ergebnisse des einzigen, innerhalb eines kurzen Zeitraumes (24 h) wiederholt gemessenen 

Pferdes (Pferd A, Vorversuche) darauf hin, dass insbesondere nach Konfrontation mit LPS 

und Dexamethason reproduzierbare TH1/TH2-Verhältnisse erzielt werden können.  

Die verwendete Methode eignet sich somit weniger für diagnostische, sondern vielmehr 

für experimentelle Fragestellungen, bei denen externe Einflüsse auf das Immunsystem durch 

Gruppenmittel nachgewiesen werden sollen. Aussagen über den Immunstatus von 

Einzeltieren können hingegen bei wiederholter Beprobung von Tieren und 

dementsprechenden Verlaufskontrollen getroffen werden.  

2 Einfluss der Einstreu 

Externe Einflüsse der Umwelt bestimmen maßgeblich die Reifung eines individuellen 

Immunsystems und damit dessen Fähigkeit, dauerhaft adäquat auf diese Reize reagieren zu 

können. Direkt aus peripherem Blut gewonnene ausgereifte T-Zellen bildeten z. B. durch 

früheren Antigenkontakt nach Restimulierung in vitro ein anderes Zytokinmuster aus als  

T-Zellen, die aus naiven T-Zellen kultiviert wurden und deren primärer Antigenkontakt in 

Kultur stattfand (23). Im Rahmen der eigenen Untersuchungen sollte daher exemplarisch 

anhand von verschiedenen Einstreumaterialien getestet werden, ob ein Einfluss dieses für 

Pferde externen Umweltfaktors auf das TH1/TH2-Verhältnis durch die In vitro-Provokation 

festzustellen ist. Die Ergebnisse belegen einen derartig existierenden Einfluss auf das equine 

Immunsystem. Ein signifikanter Einfluss der Einstreu auf die Mediumkontrollen konnte nicht 
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festgestellt werden. In Bestätigung der Arbeitshypothese ließ erst die Zugabe von Noxen  

einen von dem verwendeten Einstreumaterial abhängigen, statistisch nachweisbaren Effekt 

auf das TH1/TH2-Verhältnis der Pferde zu. Nach 7-wöchiger Verwendung der Einstreu Späne 

konnten sowohl nach Konfrontation equiner PBMC mit LPS (p=0,02) als auch mit 

Dexamethason (p=0,01) schwach signifikante Anstiege der TH1/TH2-Verhältnisse induziert 

werden. Diese Polarisierung in Richtung eines TH1-Zytokinprofils beruhte in beiden Fällen 

auf einer Abnahme der Anteile der TH2-Zellen. Der externe Einfluss der Einstreu Späne 

scheint demnach die Bildung des TH2-Zytokins IL-4 zugunsten einer TH1-Immunantwort 

herabzusetzen. Diese Beobachtung geht mit der generellen, tierärztlichen Empfehlung 

konform, Pferde mit Symptomen einer COB zur Reduzierung der Staubexposition auf Späne 

anstatt auf Stroh aufzustallen. 

Die Dissertation von FRANZ zeigte, dass sich das Zytokinprofil von aus COB-

Patienten gewonnenen BALF-Zellen von einem zunächst TH2-geprägtem Muster nach 

Therapie dieser Pferde in ein TH1-geprägtes Profil wandelt. Das Verhältnis zwischen IFN-γ+- 

und IL-4+-Lymphozyten aus der BALF stieg bei den meisten Pferden posttherapeutisch 

signifikant an. Die therapeutischen Maßnahmen beinhalteten je nach Therapiegruppe 

entweder eine 7-tägige Applikation von Clenbuterol, Dembrexin und Dexamethason oder eine 

im 2-tägigen Abstand durchgeführte, ebenfalls insgesamt sieben Tage andauernde Laser-

akupunktur. Neben Inhalation mit Emser Sole wurde darüber hinaus das 

Haltungsmanagement sämtlicher therapierter Pferde verbessert (Aufstallung in gut belüfteten 

Boxen mit einem Späne/Torf-Gemisch, Fütterung von nassem Heu). Interessanterweise 

konnten keine statistischen Unterschiede zwischen den Therapiegruppen ermittelt werden 

(53). Die Veränderung des Zytokinmusters in Richtung eines TH1-Zytokinprofils muss daher 

auf einem beiden Gruppen gemeinsamen Faktor beruhen. In Anbetracht der eigenen 

Ergebnisse scheint hierfür die Vermeidung staubreicher Futtermittel und Einstreumaterialien 

am wahrscheinlichsten zu sein. Das gängige Vorgehen in Studien, Pferde zur Provokation 

einer COB für mehrere Wochen in schlecht belüfteten, stroheingestreuten Ställen aufzustallen 

und ihnen Schimmelpilz-belastetes, trockenes Heu zu verfüttern, unterstützt diese Ansicht 

ebenso, wie die Tatsache, dass Weidehaltung zur Remission klinischer Symptome führt (37, 

75, 141). Bereits Staubvermeidung durch Managementoptimierungen bewirkt bei COB-

betroffenen Pferden eine Verbesserung der Klinik und auch der Lungenfunktion (37, 75, 170). 

Die Umstellung eines einzelnen Pferdes auf Späne und Heucobs führte trotz fortgesetzter 

Stroheinstreu und Heufütterung in benachbarten Boxen bereits innerhalb der ersten Woche zu 

signifikanten Verbesserungen der Atemwegsfunktionen. Diese konnten durch eine 
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anschließende, vierwöchige Weidehaltung dieser Tiere weiter gesteigert werden (75). 

Zusammen mit der Beobachtung, dass eine orale Applikation von Prednisolon zu keinen 

weiteren Verbesserungen der Atemwegsfunktionen führte (75), werden hierdurch indirekt 

eigene Erkenntnisse eines positiven Einflusses einer Späne-basierten Einstreu auf das 

Immunsystem des Pferdes bestätigt.  

Staub ist eine Sammelbezeichnung für in der Atmosphäre verteilte, feste Partikel, deren 

Zusammensetzung in Tierställen vor allem durch Quellen wie Futter, Fäkalien, Pilzen, Pollen, 

Insekten oder Mineralien bestimmt wird. An Staubpartikeln haften Bakterien, Pilze, Viren, 

Milben oder auch Protozoen, wodurch Staub eine Trägerfunktion zukommt (153). Nach 

Verwendung der Einstreu Späne ist nicht nur die totale Partikelkonzentration, sondern auch 

die Fraktion lungengängiger Partikel im Vergleich zur Einstreu Stroh deutlich reduziert 

(s. Tab. 3 in Kap. II 3.2.1). WOODS et al. (1993) konnten darüber hinaus eine signifikante 

Zunahme von Aeroallergenen (u. a. Aspergillus fumigatus) nach herkömmlicher Aufstallung 

(Stroh/Heu) im Vergleich zu einem staubarmen Haltungssystem (Späne/pelletierte Fütterung) 

feststellen. Zudem belegen Messungen dieser Arbeitsgruppe, die mittels eines „Personal 

Samplers“ tiergebunden erfolgten, dass die Partikelkonzentrationen am Tier nach 

Verwendung von Stroh um ein Vielfaches (Gesamtpartikel 7-fach, lungengängige Partikel 21-

fach) höher liegen als bei stationären Messungen der Stallluft. Partikelkonzentrationen nach 

Verwendung von Spänen sind hingegen sowohl am Tier als auch im Stall vergleichbar und im 

Vergleich zu Stroh insgesamt vermindert. Tatsächlich werden bei direkten Messungen am 

Tier nach staubarmer Haltung lediglich 3 % des nach herkömmlicher Aufstallung gemessenen 

Staubgehaltes erreicht. Dies trifft sowohl für den Gesamtgehalt als auch für die 

lungengängige Fraktion des Staubes zu (191). Ergebnisse des Projektes, welches zur 

Untersuchung der Luftqualität zeitgleich zu den eigenen Beprobungen auf dem Gelände des 

vTI in Braunschweig durchgeführt wurde, bestätigen vorherige Untersuchungen. In einem 

Zeitraum von jeweils sieben Wochen betrug der durchschnittliche Gehalt an Partikeln <10 µm 

nach Verwendung von Stroh 54,9 µg/m3 und unterschied sich damit signifikant von der 

Partikelkonzentration nach Verwendung von Spänen (34,4 µg/m3). Die Verwendung von 

Strohpellets führte zu den niedrigsten, durchschnittlichen Partikelkonzentrationen 

(24,6 µg/m3) (177).  

Neben Endotoxinen sind auch Pilzsporen im Staub nachweisbar. Pilzsporen sind 

wichtige Toxinträger für Schimmelpilzarten wie Aspergillus fumigatus oder Aspergillus  niger 

(124). Da sowohl Pilzsporen als auch Endotoxine zu den lungengängigen Bestandteilen des 

Staubes (<5 µm) zählen können, sind nicht nur toxikologische Belastungen der Atemwege, 
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sondern auch immunmodulatorische Effekte dieser Stoffe denkbar (153). Vor dem 

Hintergrund höherer Partikelkonzentrationen durch Stroh bleibt zu vermuten, dass die in 

dieser Arbeit untersuchten Pferde nach Verwendung dieses Einstreumaterials im Vergleich zu 

Spänen stärkeren Belastungen von immunmodulatorischen Substanzen ausgesetzt wurden. 

Resultat wäre demnach ein TH2-geprägtes Zytokinprofil der Tiere.  

Obwohl die Verwendung von Strohpellets in den Braunschweiger Untersuchungen die 

niedrigsten Partikelkonzentrationen hervorrief, konnte in den eigenen Untersuchungen zwar 

ein schwach signifikanter Unterschied des TH1/TH2-Verhältnisses zu Spänen, aber nicht zu 

Stroh beobachtet werden. Ein mikrobiologisches Monitoring der Einstreu nach sieben 

Wochen ergab, dass Späne im Vergleich zu den beiden anderen Einstreumaterialien nicht nur 

die niedrigste Gesamtkeimzahl (1,1 x 109 KbE/g Späne versus 5,9 x 109 KbE/g Stroh und 

3,0 x 109 KbE/g Strohpellets), sondern auch mit Abstand den geringsten Gehalt an Schimmel-

pilzen (2,9 x 103 KbE/g Späne versus 1,1 x 105 KbE/g Stroh und 6,1 x 105
 KbE/g 

Strohpellets) aufwies (177). Die qualitative Zusammensetzung der lungengängigen 

Staubpartikel scheint demnach eine bedeutendere Rolle hinsichtlich des Einflusses der 

Einstreu auf das TH1/TH2-Verhältnis zu spielen als die quantitative Aufnahme von 

Staubpartikeln bei der Respiration. In Bestätigung dieser Annahme weist die BALF gesunder 

Pferde nach 45-tägiger Verwendung von Spänen verglichen mit Stroh eine höhere 

Gesamtpartikelkonzentration auf. Trotzdem wurde nach Verwendung von Stroh neben einem 

höheren bakteriellen Gehalt auch ein höherer mykologischer Gehalt (Schimmelpilzsporen, vor 

allem Aspergillus spp.) in der BALF festgestellt. Da der lungengängige Anteil beider 

Einstreuarten mindestens 90 % der gesamten gemessenen Partikel betrug, wurde ein Einfluss 

der inhalierten Partikel auf die Zellzusammensetzung der BALF nicht ausgeschlossen (50). 

Es bleibt außerdem zu bedenken, dass nicht nur die Zusammensetzung der Mikroflora 

sich zwischen Substraten erheblich unterscheiden kann. Es wäre ebenfalls möglich, dass die 

Quantität der Bildung von Toxinen durch Bakterien oder Schimmelpilze vom dem 

verfügbaren Substrat beeinflusst wird. 

Untersuchungen von ALENIUS et al. (2009) zeigten, dass Hausstaub bei Mäusen, 

denen über einen Zeitraum von drei Wochen zweimal wöchentlich Staubsuspensionen 

inhalativ verabreicht wurden, eine TH2-Immunantwort auslöste. Inhalation von Stallstaub rief 

hingegen eine TH1-Immunität hervor. Analog hierzu führten humane, dendritische Zellen 

nach Exposition zu Stall- bzw. Hausstaub in vitro zur Generierung von TH1- bzw. TH2-Zellen. 

Eine Analyse der beiden Staubarten ergab, dass Stallstaub trotz eines ähnlichen Keim- und 

LPS-Gehaltes eine wesentlich höhere bakterielle Vielfalt als Hausstaub besaß. Das daraus 
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resultierende größere Angebot an antigenen Komponenten stimuliere laut Autoren 

dendritische Zellen zur Ausbildung einer TH1-Immunität (4). Eine hohe bakterielle Diversität 

des Stallstaubes, dem die getesteten Pferde exponiert waren, sowie ein daraus resultierendes 

TH1-Zytokinprofil könnten somit auch für die eigenen Untersuchungen zu erwarten sein. 

Demnach müssten Späne eine höhere mikrobielle Vielfalt als Stroh und Strohpellets 

aufweisen, um den festgestellten, signifikanten Anstieg des TH1/TH2-Verhältnisses 

hervorrufen zu können. Genaue Analysen der mikrobiellen Staubzusammensetzung wurden in 

der aktuellen Studie nicht vorgenommen. Die von ALENIUS et al. (2009) analysierten Stäube 

basierten allerdings auf Proben, die sich in entsprechenden Gebäuden von etwa zehn Jahren 

angesammelt haben (4). Diese Art von Stallstäuben, welche sicherlich auch in Scheunen von 

Pferdeställen existieren, ist jedoch im Vergleich zu jenen Staubpartikeln im direkten 

Einatembereich vermutlich für die inhalative Belastung des Respirationstraktes von Pferden 

weniger relevant. Darüber hinaus lassen auch tierartspezifische Differenzen eine Übertragung 

der Studie auf das Pferd fraglich erscheinen. Neben einer in der murinen BALF festgestellten 

Eosinophilie als Hinweis auf eine TH2-geprägte Immunantwort interpretierten 

ALENIUS et al. (2009) eine durch Stallstaub induzierte Neutrophilie und Lymphozytose in 

der BALF als präventive Maßnahme des Körpers gegen eine Allergieentwicklung. Beim 

Pferd ist eine Eosinophilie in der BALF jedoch nicht mit einer erhöhten IL-4-Transkription 

verbunden (139). Stattdesssen ist die akute Phase der COB sogar von einer massiven 

Neutrophilie in der BALF begleitet, ohne jedoch streng mit der Ausbildung einer TH1-

Immunantwort verknüpft zu sein (s. Kap. II 2.1). 

In der vorliegenden Arbeit riefen nach Späne-basierter Einstreu LPS und Dexa-

methason, nicht aber die Mykotoxine Gliotoxin und Patulin eine Verschiebung des TH1//TH2-

Verhältnisses in Richtung einer TH1-Immunantwort hervor. Obwohl in der eigenen Arbeit nur 

die Provokation mit Gliotoxin nachweislich das TH1/TH2-Verhältnis verminderte, ist nicht 

auszuschließen, dass die Konfrontation mit Mykotoxinen in vitro den TH1-fördernden Effekt 

von Spänen im Nachweissystem überdeckt hat. 

3 Schlussfolgerungen und Ausblick 

Ziel dieser Arbeit war es, in vitro eine Bedingung zu finden, die das TH1/TH2-Verhältnis 

beim Einzeltier repräsentativ widerspiegelt. Es sollte einerseits anhand einer Einzelblutprobe 

eine möglichst genaue Aussage über die Immunlage von Pferden getroffen und andererseits 

ein potentieller Einfluss eines exemplarisch gewählten externen Umweltfaktors auf das equine 

Immunsystem nachgewiesen werden. Da der Zytokingehalt im Blut von Pferden als zu gering 
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eingeschätzt wurde, um individuelle Unterschiede in den TH1/TH2-Verhältnissen nachweisen 

zu können, wurde davon ausgegangen, dass equine Lymphozyten erst nach Konfrontation mit 

einem immunmodulatorisch wirkenden Stoff ein spezifisches Zytokinprofil ausbilden. In 

Bestätigung dieser Annahme konnte erst die Zugabe von Noxen einen statistisch 

nachweisbaren Effekt des Einstreumaterials auf das TH1/TH2-Verhältnis der Pferde 

hervorheben.  

Dexamethason, gefolgt von LPS, scheint hierfür von den getesteten Noxen am besten 

geeignet zu sein. Gliotoxin und Patulin besitzen in den getesteten Konzentrationen eine zu 

hohe Zytotoxizität für equine PBMC, so dass sich ihr Einsatz zur Erfassung experimenteller 

Einflüsse im Feld weniger eignet. Dennoch sollte bei der Wahl der Noxen für die In vitro-

Provokation deren immunmodulatorisches Potential berücksichtigt werden. Wird z. B. im 

Rahmen einer Studie die Prädisposition von Pferden zur COB getestet, sollten hierfür auch 

die Mykotoxine in Betracht gezogen werden. Das Ausmaß der induzierten TH2-Antwort 

könnte dann als Maß für eine schon bestehende Sensibilisierung gegenüber Mykotoxinen 

dienen und stünde möglicherweise mit der individuellen Entwicklung einer COB in 

Zusammenhang.  

Generelle Einflüsse auf das equine Immunsystem lassen sich durch Analysen von 

Gruppendynamiken mit Hilfe der In vitro-Provokation bestimmen. Um die Aussagekraft 

dieser Methode auf das Einzeltier zu erweitern, sind jedoch engmaschige, kinetische 

Untersuchungen zur Überprüfung der Reproduzierbarkeit einzelner TH1/TH2-Verhältnisse 

zwingend erforderlich. Dabei sollten Grenzwerte für TH1- und TH2-geprägte Zytokinprofile 

bestimmt werden, um den Einsatz als praktikables Diagnostikum für spezifische 

Immunantworten beim Pferd zu sichern. Vergleichsstudien an Patientenmaterial vor, während 

und nach Kliniksaufenthalten unterstützten eine solche Evaluierung und könnten darüber 

hinaus Erkenntnisse über die Anpassungsfähigkeit des Immunsystems von Pferden vermitteln. 

Die quantitative Bestimmung tatsächlich vorhandener Zytokine mit Hilfe der In vitro-

Provokation stellt eine methodische Erleichterung dar. Unter Berücksichtigung der jeweiligen 

Fragestellung können Erkenntnisse der immunologischen Reaktionen bei Pferden künftig 

nicht nur basierend auf Erforschung lokaler Zellpopulationen (z. B. Gewinnung der BALF zur 

Erforschung der COB), sondern auch aus Blutuntersuchungen gewonnen werden. 

Den Schlussfolgerungen von CLEMENTS et al. (2007), dass die Wahl des Raufutters 

der Wahl der Einstreu zur Reduzierung der lungengängigen Staubpartikelfraktion (Reduktion 

um 60-70 % bei Umstellung von Heu auf Heulage versus Reduktion um 23-32 % bei 

Umstellung von Stroh auf Späne) im Hinblick auf die respiratorische Gesundheit vorzuziehen 
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ist (30), kann basierend auf den eigenen Ergebnissen nur bedingt zugestimmt werden. Die 

Wahl der Einstreu dient nicht nur der Vermeidung lungengängiger Staubpartikel, sondern 

fördert darüber hinaus nachweislich Zytokinprofile, die mit der Heilung chronischer 

Atemwegserkrankungen in Verbindung gebracht werden. Ob Weidehaltung oder die Gabe 

staubfreien Raufutters zu einer weiteren Steigerung des TH1/TH2-Verhältnisses führt, müsste 

in zukünftigen Studien geklärt werden. Aus den eigenen Untersuchungen lässt sich folgern, 

dass hierfür die In vitro-Provokation mit Dexamethason in einer Konzentration von 0,04 bis 

4 ng/ml, gefolgt von der In vitro-Provokation mit LPS in einer Konzentration von 10 bis 

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

Das TH1/TH2-Gleichgewicht ist entscheidend an der Entwicklung einer adäquaten 

Immunantwort beteiligt. Eine Störung dieses Gleichgewichts ist auch beim Pferd mit der 

Genese von Erkrankungen wie z. B. dem Sommerekzem verbunden, dessen symptomatische 

Phase von einer überschießenden TH2-Immunantwort begleitet wird. Die Vermutung, dass 

auch die Chronisch Obstruktive Bronchitis (COB) des Pferdes auf einer vermehrten Bildung 

von TH2-Zytokinen beruht, wird kontrovers diskutiert. Die Aufklärung der Pathogenese dieser 

bedeutenden Pferdekrankheit wird dadurch erschwert, dass bislang ein einheitlich 

einsetzbares System zur Bestimmung des TH1/TH2-Gleichgewichts fehlt. 

Die vorliegende Arbeit folgte der Hypothese, dass es durch In vitro-Provokation equiner 

Lymphozyten mit verschiedenen Noxen und anschließender durchflusszytometrischer 

Quantifizierung von Zytokin-bildenden T-Zellpopulationen möglich ist, eine möglichst 

genaue Aussage über das individuelle TH1/TH2-Verhältnis und damit über die Immunlage von 

Pferden anhand einer Blutprobe treffen zu können.  

Als Noxen fanden neben den Mykotoxinen Gliotoxin und Patulin auch LPS und 

Dexamethason Anwendung. Jede einzelne Noxe wurde als Prototyp für potentiell immun-

modulatorisch wirkende, exogene Einflussfaktoren auf das equine Immunsystem ausgewählt. 

Mittels Dichtezentrifugation (Ficoll-Paque®) isolierte, periphere mononukleäre Blutzellen 

(PBMC) wurden mit den jeweilig eingesetzten Noxen für 20 Stunden und für weitere vier 

Stunden zusätzlich mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), Ionomycin und Brefeldin A 

inkubiert. Danach erfolgte die durchflusszytometrische Quantifizierung von CD4+/IFN-γ+- 

(TH1-) und von IL-4+- (TH2-) Zellen, deren Anteile die Grundlage für die Berechnung des 

TH1/TH2-Verhältnisses bildeten.  

In Vorversuchen an drei klinisch gesunden, adulten Pferden wurden zunächst 

Konzentrationsbereiche ermittelt, in denen Noxen-spezifische, immunmodulatorische Effekte 

auf die TH1/TH2-Verhältnisse der Pferde am deutlichsten in Erscheinung traten. Dies war für 

Gliotoxin ein Bereich von 11,1 bis 25 ng/ml, für Patulin ein Bereich von 62,5 bis 250 ng/ml, 

für LPS ein Bereich von 10 bis 250 ng/ml und für Dexamethason ein Bereich von 0,04 bis 

4 ng/ml. In den Hauptversuchen wurde dieses Testsystem angewandt, um potentielle 

Einflüsse eines exemplarisch gewählten, externen Umweltfaktors (unterschiedliche 

Einstreumaterialien) auf das TH1/TH2-Verhältnis im equinen Immunsystem nachzuweisen. 

Hierfür wurde eine Gruppe von sechs gesunden Warmblutstuten in einem Alter von zwei 

Jahren beprobt, welche in einer Mehrraum-Auslaufhaltung gehalten wurden. Die Einstreu des 
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Ruhebereiches wurde in einem Abstand von sieben Wochen von Weizenstroh zu Holzspänen 

und anschließend zu Strohpellets gewechselt. Jeweils wenige Tage vor Ende einer jeden 

Periode erfolgte die Blutentnahme. 

Jede der verwendeten Noxen besaß in vitro immunmodulatorische Fähigkeiten. Die 

In vitro-Provokation mit Gliotoxin rief eine auf Suppression der TH1-Zellen basierende 

Polarisierung equiner PBMC in Richtung eines TH2-Zytokinprofils hervor, während die 

In vitro-Provokation mit Patulin lediglich in den Vorversuchen eine Tendenz in diese 

Richtung zeigte. Die Inhibition der equinen TH1-Zellen erfolgte durch beide getesteten Toxine 

in bereits zytotoxisch wirkenden Konzentrationsbereichen. Die Empfänglichkeit equiner 

PBMC für immunmodulatorische Effekte von LPS in vitro schien unterschiedlich stark 

ausgeprägt zu sein. Lediglich in Einzelfällen konnte ein auf einer Reduktion der TH1-Zellen 

beruhender Abfall des TH1/TH2-Verhältnisses beobachtet werden, während TH2-Zellen in der 

Regel durch LPS unbeeinflusst blieben. In vitro-Provokation mit Dexamethason führte zu 

einer gleichmäßigen Abnahme sowohl von Anteilen der TH1- als auch der TH2-Zellen, ohne 

Auswirkungen auf das TH1/TH2-Verhältnis zu besitzen. 

Mit Hilfe der In vitro-Provokation konnte während der Hauptversuche gezeigt werden, 

dass die Art des verwendeten Einstreumaterials generell das TH1/TH2-Verhältnis von Pferden 

beeinflussen kann. Für den Nachweis eignet sich insbesondere die In vitro-Konfrontation mit 

Dexamethason, gefolgt von LPS. Nach Verwendung von Spänen konnten schwach 

signifikante Anstiege der TH1/TH2-Verhältnisse festgestellt werden, die auf einer Abnahme 

der TH2-Zellen beruhten. Gliotoxin und Patulin besaßen hingegen in den getesteten 

Konzentrationen eine zu hohe Zytotoxizität für die equinen PBMC der 2-jährigen Stuten. 

Bestimmungen equiner TH1/TH2-Verhältnisse sind anhand einer Blutprobe mit Hilfe des 

angewandten Testsystems möglich. Engmaschige, kinetische Untersuchungen zur 

Überprüfung der Reproduzierbarkeit individueller TH1/TH2-Verhältnisse sind jedoch 

zwingend erforderlich, um die Eignung der Methode als praktikables Diagnostikum zu 

sichern. Durch Analyse von Gruppendynamiken konnte in dieser Arbeit ein positiver Einfluss 

der Einstreu Späne zugunsten eines TH1-geprägten Zytokinprofils bei Pferden gezeigt werden. 

Die Wahl der Einstreu dient demnach nicht nur der Vermeidung lungengängiger 

Staubpartikel, sondern fördert darüber hinaus TH1-Zytokinprofile, die mit der Heilung 

chronischer Atemwegserkrankungen in Verbindung gebracht werden.  
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VII Summary 

A balanced activity of TH1 and TH2 committed lymphocytes is essential for the 

development of adequate immune responses. In turn, a TH1/TH2 dysbalance forms the centre 

of the pathogenesis of several equine diseases, as the symptomatic stage of the insect bite 

hypersensitivity (sweet itch) which is accompanied by an excessive TH2 reponse. The 

presumption of an increased production of TH2 cytokines during the course of recurrent 

airway obstruction (RAO) of the horse is discussed controversially. Standardised systems for 

determination of equine TH1/TH2 ratios are currently lacking, a major obstacle for unveiling 

the pathologic processes of this common equine disease. 

This doctoral thesis challenged the hypothesis, that provocation in vitro of equine 

peripheral blood lymphocytes with different substances allows evaluating the individual 

TH1/TH2 balance and thus gives insights into the immune status of a single horse. 

Two mycotoxins, Gliotoxin and Patulin, as well as LPS and Dexamethasone were used. 

Each substance represents environmental or iatrogenic factors that horses are exposed to and 

that are potentially capable of modulating the equine immune response. Density gradient 

centrifugation was used to obtain peripheral mononuclear blood cells (PBMC). Cells were 

incubated with each of the four substances for 20 hours, followed by another four hours of 

incubation with Phorbol-12-myristate-acetate (PMA), Ionomycin and Brefeldin A. Flow 

cytometric analysis was performed to analyse CD4+/IFN-γ+ (TH1) and IL-4+ (TH2) 

populations. This single cell analysis formed the basis for the calculation of TH1/TH2 ratios.  

In the first part of the investigation, blood samples of three clinically healthy horses 

were used to determine substance-specific concentration ranges for the modulation of the 

TH1/TH2 balance. Ranges established were 11.1-25 ng/ml for Gliotoxin, 62.5-250 ng/ml for 

Patulin, 10-250 ng/ml for LPS, and 0.04-4 ng/ml for Dexamethason. In a second series of 

experiments this testing system was applied to unveil potential influences on the equine 

TH1/TH2 balance of different bedding materials, an environmental variable of known impact 

on the clinical condition of RAO horses. For this experiment a group of six healthy, two year 

old warmblood mares was tested. Every seven weeks the bedding material was replaced (from 

straw to wood shavings to straw pellets). A blood sample was taken from each horse a few 

days before the end of these periods.   

Each substance used in the experiments had an immune modulatory activity in vitro. 

Incubation with Gliotoxin induced a polarisation of equine PBMC towards a TH2 cytokine 

profile based on a suppression of TH1 cells. In vitro-provocation with Patulin showed a 
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similar tendency in the first part of the investigation only. Inhibition of TH1 cells by both 

mycotoxins was accompanied by cytotoxic effects. The susceptibility of equine PBMC to 

LPS varied individually. A reduction of the TH1/TH2 ratio based on a decline of TH1 cells was 

observed in some cases. TH2 cells remained unaffected by LPS. In vitro-provocation with 

Dexamethasone suppressed TH1 and TH2 cells equally leaving the TH1/TH2 ratio unaffected. 

The second series of experiments clearly showed that the in vitro-provocation of equine 

PBMC is suitable to prove an influence of bedding material on the TH1/TH2 balance in horses. 

This notion particularly holds after use of Dexamethasone and, to a lesser degree, after use of 

LPS. Using wood shavings for bedding caused a decrease of TH2 cells resulting in a slightly 

significant increase of the TH1/TH2 ratio. Gliotoxin and Patulin exerted a pronounced 

cytotoxic effect in the tested concentrations and rendered these substances less suitable for 

this kind of studies.  

Though individual differences were observed, equine TH1/TH2 ratios can be detected by 

taking blood samples and applying the test system developed in this study. Kinetic 

investigations are mandatory for checking the reproducibility of single TH1/TH2 ratios when 

the method is applied as a diagnostic tool. However, the system of in vitro-provocation and 

subsequent flow cytometry analysis will be of great use for experimental purposes. This thesis 

demonstrates that, when analysing dynamics within an animal population, an impact of wood 

shavings as a bedding material on the equine TH1/TH2 balance becomes apparent. An 

appropriate choice of bedding material not only leads to a reduction of respirable dust 

particles but also seems to boost TH1 cytokine profiles which relate to the improvement of 

chronic respiratory diseases.  
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IX  Anhang 

1 Reagentien 

Tab. 12: Übersicht über 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 

Blockierungsantikörper 1E8 (IgG1, 
Maus, Hybridomüberstand) 

Institut für Hygiene und 
Infektionskrankheiten der Tiere, JLU 
Giessen 

Eigenherstellung 

Dexamethason Sigma Aldrich GmbH D4902 

Fab-Fragment of anti-ms IgG (H+L), 
FITC-konjugiert 

Acris Antibodies R1389F 

Ficoll-Paque GE Healthcare 17-1440-03 

Gliotoxin Sigma Aldrich GmbH G9893 

Ionomycin Sigma Aldrich GmbH I0634 

Leukoperm (Lösung A und B) AbD Serotec BUF09C 

LPS Sigma Aldrich GmbH L4130 

Maus anti-ms IgG2a, Biotin-konjugiert BD Biosciences 553502 

Maus anti-bov IFN-γ, PE-konjugiert 

(Klon CC302) 

AbD Serotec MCA1783PE 

Maus anti-bov IL-4 (Klon CC303) AbD Serotec MCA1820 

Maus anti-bov IL-4, PE-konjugiert 
(Klon CC303) 

AbD Serotec MCA1820PE 

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-
dihydrat) 

Fluka 71406 

Patulin Sigma Aldrich GmbH P1639 

Penicillin-Streptomycin-Lösung 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,  

Southern Biotech 

115-135-205 

1070-11 

Ziege anti-ms IgG1, PEkonjugiert Southern Biotech 1070-09 

Ziege anti-ms IgG2a, FITCkonjugiert Southern Biotech 1080-02 

Ziege anti-ms IgG2a, PEkonjugiert Southern Biotech 1080-09 

 

2 Puffer, Medien und Lösungen 

2.1 Allgemeine Puffer und Lösungen 

PBS (pH 7,4) 

PBS-Stammlösung 100 ml 

Aqua bidest.  ad 1000 ml 

                    

PBS-EDTA-Stammlösung (10-fach, pH 7,4) 

NaCl          80,0 g 

Na2-EDTA x 2 H2O 20,0 g 

Na2HPO4 x 2 H2O 14,2 g 

KH2PO4  2,0 g 

KCl 2,0 g 

Aqua bidest.  ad 1000 ml 

 

PBS-Stammlösung (10-fach, pH 7,4) 

NaCl         100,0 g 

Na2HPO4 x 2 H2O 18,0 g 

KH2PO4  2,5 g 

KCl 2,5 g 

Aqua bidest.  ad 1000 ml 

 

Natriumazid-Lösung (10 %) 

NaN3 5,0 g 

NaCl-Lösung 0,89 %   ad 50,0 ml 
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2.2 Puffer, Medien und Lösungen für die Zellkulturt echniken 

Erythrozyten-Lyse-Reagenz 

NH4Cl      8,26 g 

NaHCO3      1,09 g 

Na2-EDTA x 2 H2O    0,037 g 

Aqua bidest.  ad 1000 ml 

 

Trypanblau-Lösung 

Trypanblau 0,2 g 

NaCl-Lösung 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-Lösung (10.000 IE/ml) 10 ml 

 

Gebrauchslösungen der Noxen 

s. Tab. 13  

2.3 Puffer, Medien und Lösungen für die Durchflussz ytometrie 

PBS/1% BSA-Lösung 

BSA  5 g 

PBS-Lösung (1-fach) ad 500 ml 

  

Antikörperverdünnungspuffer 

NaN3 10 µl 

PBS/1% BSA-Lösung  ad 10 ml 
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Tab. 13: Gebrauchslösungen der einzelnen Noxen 

 Stammlösung  1. VV 1 2. VV1 3. VV1 

 

Gliotoxin     

Vorversuche 2,5 mg/ml 

Gliotoxin 5 mg 

Methanol ad 2 ml 

25 µg/ml 

Stamm2 10 µl 

PBS3 ad 1 ml 

1 µg/ml 

1. VV 40 µl 

Medium4 ad 1 ml 

/ 

Hauptversuche 

 

2,5 mg/ml 

Gliotoxin 5 mg 

Methanol ad 2 ml 

25 µg/ml 

Stamm2 10 µl 

PBS3 ad 1 ml 

500 ng/ml 

1. VV 20 µl 

Medium4 ad 1 ml  

/ 

 

Patulin 
    

Vorversuche 5 mg/ml 

Patulin 5 mg 

Methanol ad 1 ml 

50 µg/ml 

Stamm2 10 µl 

PBS3 ad 1 ml 

12,8 µg/ml 

1. VV 256 µl 

Medium4 ad 1 ml 

/ 

Hauptversuche 

 

5 mg/ml 

Patulin 5 mg 

Methanol ad 1 ml 

50 µg/ml 

Stamm2 10 µl 

PBS3 ad 1 ml  

5 µg/ml 

1. VV 100 µl 

Medium4 ad 1 ml 

/ 

 

LPS     

Vorversuche 10 µg/µl 

LPS  100 mg 

NaCl5 ad 10 ml      

500 µg/ml 

Stamm2 50 µl 

Medium4 ad 1 ml  

/ / 

Hauptversuche 

 

10 µg/µl 

LPS  100 mg 

NaCl5 ad 10 ml      

1 µg/µl 

Stamm2 100 µl 

Medium4 ad 1 ml  

5 µg/ml 

1. VV 5 µl 

Medium4 ad 1 ml 

/ 

 

Dexa6 
    

Vorversuche 5 mg/ml 

Dexa6 5 mg 

Ethanol ad 1 ml 

400 µg/ml 

Stamm2 80 µl 

Medium3 ad 1 ml  

/ / 

Hauptversuche 

 

5 mg/ml 

Dexa6 5 mg 

Ethanol ad 1 ml 

400 µg/ml 

Stamm2 80 µl 

Medium4 ad 1 ml 

4 µg/ml 

1. VV 10 µl 

Medium4 ad 1 ml 

80 ng/ml 

2. VV 20 µl 

Medium4  

ad 1 ml 

1VV (Vorverdünnung); 2Stamm (Stammlösung); 3PBS-Lösung, 1-fach, pH 7,4; 4PBMC-Medium; 
5NaCl-Lösung, 0,89%; 6Dexa (Dexamethason); die jeweils letzte angebene Lösung wurde als 
Gebrauchslösung für die jeweiligen Titrationsreihen verwendet. 



Anhang 

 115 

3 Verzeichnis der Abbildungen 

Abb. 1 Mehrraum-Auslaufhaltung des vTI Braunschweig  25 

Abb. 2 Schema des Beprobungsplanes  27 

Abb. 3 Schema zur Vorgehensweise während der Vor- und Hauptversuche  27 

Abb. 4 Durchflusszytometrische Analyse equiner PBMC  34 

Abb. 5 Durchflusszytometrische Quantifizierung toter Zellen nach In vitro-

Provokation mit Patulin 

 

35 

Abb. 6 Nachweis von IL-4 in bovinen und equinen PBMC unter Verwendung 

des anti-bov IL-4-Antikörpers 

 

38 

Abb. 7 Prozentualer Anteil der IFN-γ+-, der TH1- und TH2-Zellen sowie der 

vitalen Zellen nach In vitro-Provokation mit Gliotoxin 

 

40 

Abb. 8 Durchflusszytometrische Analyse equiner PBMC nach In vitro-

Provokation mit Gliotoxin am Beispiel von Pferd A 

 

40 

Abb. 9 Individuelle Anteile verschiedener Zellpopulationen (vital, tot, CD4+-, 

IFN-γ+-, TH1- und TH2-Zellen) sowie individuelle TH1/TH2-

Verhältnisse nach In vitro-Provokation mit Gliotoxin 

 

41 

Abb. 10 Prozentualer Anteil der IFN-γ+-, der TH1- und TH2-Zellen sowie der 

vitalen Zellen nach In vitro-Provokation mit Patulin 

 

43 

Abb. 11 Individuelle Anteile verschiedener Zellpopulationen (vital, tot, CD4+-, 

IFN-γ+-, TH1- und TH2-Zellen) sowie individuelle TH1/TH2-

Verhältnisse nach In vitro-Provokation mit Patulin 

 

44 

Abb. 12 Prozentualer Anteil der IFN-γ+-, der TH1- und TH2-Zellen sowie der 

vitalen Zellen nach In vitro-Provokation mit LPS 

 

45 

Abb. 13 Individuelle Anteile verschiedener Zellpopulationen (vital, tot, CD4+-, 

IFN-γ+-, TH1- und TH2-Zellen) sowie individuelle TH1/TH2-

Verhältnisse nach In vitro-Provokation mit LPS 

 

46 

Abb. 14 Prozentualer Anteil der IFN-γ+-, der TH1- und TH2-Zellen sowie der 

vitalen Zellen nach In vitro-Provokation mit Dexamethason 

 

47 

Abb. 15 Individuelle Anteile verschiedener Zellpopulationen (vital, tot, CD4+-, 

IFN-γ+-, TH1- und TH2-Zellen) sowie individuelle TH1/TH2-

Verhältnisse nach In vitro-Provokation mit Dexamethason 

 

48 

Abb. 16 Individuelle Anteile der TH1-, IFN-γ+- bildenden und der TH2-Zellen 

sowie individuelle TH1/TH2-Verhältnisse  

 

49 

 



Anhang 

 116 

Abb. 17 TH1/TH2-Verhältnisse nach Verwendung von drei verschiedenen 

Einstreuarten 

 

50 

Abb. 18 Prozentuale Anteile verschiedener Zellpopulationen (vital, CD4+-, 

IFN-γ+-, TH1- und TH2-Zellen) sowie individuelle TH1/TH2-

Verhältnisse nach Haltung von Pferden auf verschiedenen 

Einstreumaterialien und In vitro-Provokation von PBMC mit 

Gliotoxin 

 

51 

Abb. 19 Individuelle Anteile der TH1-, IFN-γ+- bildenden und der TH2-Zellen 

sowie individuelle TH1/TH2-Verhältnisse nach In vitro-Provokation 

mit Gliotoxin 

 

53 

Abb. 20 TH1/TH2-Verhältnisse nach Haltung von Pferden auf verschiedenen 

Einstreumaterialien und In vitro-Provokation von PBMC mit 

Gliotoxin 

 

53 

Abb. 21 Prozentuale Anteile verschiedener Zellpopulationen (vital, CD4+-, 

IFN-γ+-, TH1- und TH2-Zellen) sowie individuelle TH1/TH2-

Verhältnisse nach Haltung von Pferden auf verschiedenen 

Einstreumaterialien und In vitro-Provokation von PBMC mit Patulin 

 

55 

Abb. 22 Individuelle Anteile der TH1-, IFN-γ+- bildenden und der TH2-Zellen 

sowie individuelle TH1/TH2-Verhältnisse nach In vitro-Provokation 

mit Patulin 

 

56 

Abb. 23 TH1/TH2-Verhältnisse nach Haltung von Pferden auf verschiedenen 

Einstreumaterialien und In vitro-Provokation von PBMC mit Patulin 

 

56 

Abb. 24 Prozentuale Anteile verschiedener Zellpopulationen (vital, CD4+-, 

IFN-γ+-, TH1- und TH2-Zellen) sowie individuelle TH1/TH2-

Verhältnisse nach Haltung von Pferden auf verschiedenen 

Einstreumaterialien und In vitro-Provokation von PBMC mit LPS 

 

58 

Abb. 25 Individuelle Anteile der TH1-, IFN-γ+- bildenden und der TH2-Zellen 

sowie individuelle TH1/TH2-Verhältnisse nach In vitro-Provokation 

mit LPS 

 

59 

Abb. 26 TH1/TH2-Verhältnisse nach Haltung von Pferden auf verschiedenen 

Einstreumaterialien und In vitro-Provokation von PBMC mit LPS 

 

59 

  

 

 

 

 



Anhang 

 117 

Abb. 27 Prozentuale Anteile verschiedener Zellpopulationen (vital, CD4+-, 

IFN-γ+-, TH1- und TH2-Zellen) sowie individuelle TH1/TH2-

Verhältnisse nach Haltung von Pferden auf verschiedenen 

Einstreumaterialien und In vitro-Provokation von PBMC mit 

Dexamethason 

 

61 

Abb. 28 Individuelle Anteile der TH1-, IFN-γ+- bildenden und der TH2-Zellen 

sowie individuelle TH1/TH2-Verhältnisse nach In vitro-Provokation 

mit Dexamethason 

 

62 

Abb. 29 TH1/TH2-Verhältnisse nach Haltung von Pferden auf verschiedenen 

Einstreumaterialien und In vitro-Provokation von PBMC mit 

Dexamethason 

 

62 

Abb. 30  TH1/TH2-Verhältnisse nach In vitro-Provokation mit der maximal 

verwendeten Konzentration einer Noxe 

 

63 

 

4 Verzeichnis der Tabellen 

Tab. 1 Übersicht über die Ergebnisse von Studien zum Immunpathogenese 

der COB 

 

7 

Tab. 2 Prävalenz des Sommerekzems  8 

Tab. 3 Aerogener Staub- und Endotoxingehalt in Pferdeställen  20 

Tab. 4 Informationen zu den beprobten Tieren der Vorversuche  24 

Tab. 5 Informationen zu den 2-jährigen Warmblutstuten der Hauptversuche  26 

Tab. 6 Bestimmung der Konzentrationsbereiche für die In vitro-Provokation  29 

Tab. 7 Gebrauchslösungen und Isotypen der verwendeten Antikörper  31 

Tab. 8 Übersicht über die Ergebnisse der zweifaktoriellen Varianzanalyse 

nach In vitro-Provokation mit Gliotoxin 

 

52 

Tab. 9 Übersicht über die Ergebnisse der zweifaktoriellen Varianzanalyse 

nach In vitro-Provokation mit Patulin 

 

54 

Tab. 10 Übersicht über die Ergebnisse der zweifaktoriellen Varianzanalyse 

nach In vitro-Provokation mit LPS 

 

57 

Tab. 11 Übersicht über die Ergebnisse der zweifaktoriellen Varianzanalyse 

nach In vitro-Provokation mit Dexamethason 

 

60 

Tab. 12 Übersicht über die verwendeten Reagentien  111 

Tab. 13  Gebrauchslösungen der einzelnen Noxen  114 



 

 118 

Danksagung 

An dieser Stelle möchte ich all jenen danken, die mich beim Anfertigen dieser Arbeit 

maßgeblich unterstützt haben: 

Meinen beiden Betreuern, Herrn Prof. Dr. C. Menge und Frau Dr. K. Fey für die beste 

Betreuung, die man sich als Doktorand wünschen kann! Immer allzeit diskussionsbereit und 

mit vielen fachlich sehr konstruktiven Hilfestellungen haben sie entscheidend zum Gelingen 

dieser Arbeit beigetragen; 

Herrn PhD P. S. Bridger für seinen Ideenreichtum und seinen unermüdlichen Einsatz; 

Frau Prof. Dr. B. Wagner, Cornell University, USA, für die sehr freundliche 

Bereitstellung Ihres equinen IL-4-Antikörpers, ohne den die Detektion von IL-4 nicht möglich 

war, und die damit entscheidend das Gelingen dieser Arbeit beeinflusst hat;  

Herrn Prof. Dr. Ir. H. van der Weghe vom Forschungs- und Studienzentrum für 

Veredelungswirtschaft Weser-Ems der Georg-August-Universität Göttingen sowie Herrn 

Prof. Dr. agr. Habil. F.-J. Bokisch vom vTI Braunschweig für die Erlaubnis zur 

Durchführung meiner Studie in Braunschweig und insondere auch Frau Dr. G. Hoffmann für 

Ihre freundliche Unterstützung sowohl vor Ort als auch im Anschluss bei der ausführlichen 

Beantwortung meiner Fragen; 

All jenen, die mir im Labor geholfen haben: Dr. Melanie Mohr  für Ihre geduldige 

Einweisung in die Geheimnisse der Durchflusszytometrie, Ursula Leidner dafür, dass ich 

dank ihr nie den Überblick im Labor und bei Konzentrationsberechnungen verloren habe 

sowie Hakun Bulun  und Katharina Kerner  für Ihre tatkräftige Unterstützung und 

Unterhaltung während der Hauptversuchsreihen;  

Herrn Prof. Dr. Dr. habil. G. Baljer  für die Bereitstellung der diversen 

Verbrauchsmaterialien und Gerätschaften sowie Herrn Dr. K. Failing und seinem Team der 

Arbeitsgruppe für Biomathematik und Datenverarbeitung für die zügige, statistische Analyse 

mitsamt geduldiger Hilfestellung bei deren Interpretation; 

Ferner dem Team der Klinik für Pferde, Innere Medizin , für eine unvergessliche 

Assistentenzeit bei Euch; 

Meinen Eltern Petra und Willi Lusebrink  für die bedingungslose und liebevolle 

Unterstützung, die sie mir zeitlebens entgegen gebracht haben. Danke! 

Und zu guter Letzt: Meinem Ehemann Dr. Florian Kelber für seine unendlich 

geduldigen, immerwährenden, bestens funktionierenden Aufmunterungen – ohne Dich wäre 

dieses Schriftstück jetzt nicht fertig! 



 

 119 

 

 

 

 

Steinbach, 14.03.2011                                                                  

 

 

 

"Ich erkläre: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbständig und ohne unerlaubte 

fremde Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben habe. 

Alle Textstellen, die wörtlich oder sinngemäß aus veröffentlichten oder nicht veröffentlichten 

Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf mündlichen Auskünften beruhen, sind 

als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgeführten und in der Dissertation 

erwähnten Untersuchungen habe ich die Grundsätze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie 

in der "Satzung der Justus-Liebig-Universität Gießen zur Sicherung guter wissenschaftlicher 

Praxis" niedergelegt sind, eingehalten." 

 

 

 

Nina Kelber 

  



N
IN

A
 
K

E
L
B

E
R

 
 
 
 
 
 
 Q

U
A

N
T
IF

IZ
IE

R
U

N
G

 
IF

N
-γ

 U
N

D
 
IL

-4
 
B

E
IM

 
P

F
E
R

D

NINA KELBER

Quantifizierung IL-4- und IFN-γ-bildender 

Lymphozyten im peripheren Blut zur Diagnostik 

einer T 1/T 2-Imbalance beim PferdH H

VVB VVB LAUFERSWEILER VERLAG
édition scientifique

9 7 8 3 8 3 5 9 5 7 7 3 2

VVB LAUFERSWEILER VERLAG
STAUFENBERGRING 15
D-35396 GIESSEN

Tel: 0641-5599888 Fax: -5599890
redaktion@doktorverlag.de
www.doktorverlag.de

VVB LAUFERSWEILER VERLAG
édition scientifique

ISBN: 978-3-8359-5773-2

INAUGURAL-DISSERTATION zur Erlangung des Grades eines Dr. med. vet. 
beim Fachbereich Veterinärmedizin der Justus-Liebig-Universität Gießen

 




