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1 Einleitung

1 Einleitung

Bei im Stall gehaltenen Pferden gilt die Chronisch Obstruktive Bronchitis (COB) in Europa
als héufigste Lungenerkrankung erwachsener Tiere (DIXON et al. 1995a). Obwohl die
klinischen Erscheinungen dieser Erkrankung wie Husten, Nasenausfluss, exspiratorische
Dyspnoe und Leistungsschwéche bis hin zur Arbeitsunfahigkeit wohl bekannt sind (BEECH
1989a), beschrénkt sich die Behandlung der Krankheit aufgrund mangelhafter Erkenntnis zur
Pathogenese bis heute auf die Bekdmpfung der Symptome.

Die equine COB weist in Bezug auf die Reversibilitét der klinischen Symptomatik und das
Ansprechen auf Glukokortikoide Gemeinsamkeiten mit dem atopischen Asthma des
Menschen auf. Aus diesem Grund wurden von mehreren Autoren pathogenetische Parallelen
vermutet. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass das beim Asthma dominierende
Zytokinprofil der T-Helferzellen vom Typ 2 (Tu2) auch fiir die charakteristische
Entziindungsreaktion der tiefen Atemwege beim Pferd verantwortlich ist. Die Rolle von
Lymphozytensubpopulationen bzw. der von unterschiedlichen T-Helferzellen produzierten
Tyl- bzw. Ty2-Zytokinmuster in der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit (BALF) COB-
kranker Pferde war deshalb bereits Gegenstand mehrerer Untersuchungen (BERENDONK
2000; BEADLE et al. 2002; BOWLES et al. 2002; LAVOIE et al. 2001; GIGUERE et al.
2002; AINSWORTH et al. 2003; CORDEAU et al. 2004; HOROHOV et al. 2005; KLEIBER
et al. 2005). Diese Arbeiten gelangten jedoch sowohl hinsichtlich der Bedeutung bestimmter
Lymphozytensubpopulationen als auch hinsichtlich des vorherrschenden Zytokinprofils zu
keinem einheitlichen Ergebnis. Bis auf eine Ausnahme (BERENDONK 2000) fanden die
genannten Studien an Versuchspferden statt, bei denen durch Provokationsversuche mit
Stauben akute Krankheitsexazerbationen induziert wurden. Da beim grofiten Teil der COB-
Patienten in der heutigen Zeit allerdings eher chronische Formen von geringerem
Schweregrad vorherrschen, die hinsichtlich vieler routinemiBig untersuchter Parameter
Differenzen zu einer exazerbierten Erkrankung aufweisen, bleibt die Vergleichbarkeit dieser
Versuchspferde mit klinischen Patienten auf immunologischer Ebene fraglich. Als kritisch im
Hinblick auf die Typisierung der Lymphozyten muss aullerdem gelten, dass keine der
Arbeiten die Genauigkeit der Identifikationsmerkmale fiir die verschiedenen Arten von Zellen
aus der BALF bei durchflusszytometrischen Analysen iiberpriift hat. Die Merkmale wurden
regelmiBig aus der Untersuchung von Blutzellen {ibernommen, obwohl bekannt ist, dass
Zellen aus der BALF in ihrer Gréf3e deutlich von Blutzellen abweichen (CRYSTAL et al.
1986; MOORE und COX 1996). Der Nachweis von Zytokinen in der BALF des Pferdes
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wurde bislang ausschlieBlich iiber die Quantifizierung zytokinspezifischer mRNA gefiihrt,
obwohl posttranskriptionelle Modifikationen der Zytokinexpression Divergenzen zwischen
dem Vorhandensein einer bestimmten mRNA und der tatsdchlichen Anwesenheit des Proteins
hervorrufen konnen (KLEIBER et al. 2005).

Die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegende Hypothese war deshalb, dass eine verbesserte
phénotypische und funktionelle Charakterisierung der Lymphozyten aus der BALF bei
klinischen COB-Patienten lymphozytire Verdnderungen detektieren kann, die Riickschliisse
auf die Pathogenese der Erkrankung erlauben. Ziel der Untersuchungen war es zu iiberpriifen,
ob diese Verbesserung durch eine simultane Markierung mehrerer Antigene und die
Verwendung von Aktivierungsmarkern erreicht werden kann. Dazu erfolgten vor und nach
Therapie eine detaillierte durchflusszytometrische Analyse von Granulozyten, Makrophagen
und Lymphozytensubpopulationen und eine Uberpriifung auf Divergenzen zur
lichtmikroskopischen Differenzierung. Schlielich wurde der quantitative Nachweis der
beiden Zytokine IFN-y (Tyl-Profil) und IL-4 (Ty2-Profil) erstmals iiber eine direkte

Markierung auf Einzelzellniveau gefiihrt.
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2.1 Das equine pulmonale Immunsystem

2.1.1 Makrophagen

Makrophagen kommen im luftfiihrenden Teil des equinen Respirationstrakt als so genannte
Alveolarmakrophagen (AM) vor. Daneben existieren sie in der Lunge als interstitielle und
intravaskuldre Zellen. Sie dienen beim Pferd in den Atemwegen, in Analogie zu anderen
Tierarten und zum Menschen, der zellvermittelten, lokalen, unspezifischen Immunabwehr
(SIBILLE und REYNOLDS 1990). Die Grof3e der AM steigt mit zunehmendem Alter von ca.
12 um auf bis zu 40 um (mehrkernige Riesenzelle) an. Sie besitzen eine runde bis ovale Form
mit einem typischerweise zentral- oder randstindigen, nierenférmigen Kern (CRYSTAL
1991; McGORUM und DIXON 1994). Ihre physiologische Aufgabe besteht in der
Beseitigung von Mikroorganismen und anorganischen Partikeln. Neben Sauerstoffradikalen
produzieren sie zu diesem Zweck, wie auch Granulozyten und bronchiale Driisenzellen,
Lysozym. Dieses proteolytische Enzym der biochemischen Abwehr lysiert Bakterien und
fordert die Phagozytose (SIBILLE und REYNOLDS 1990; HERMANN 1984). Dariiber
hinaus besitzen Makrophagen durch die Sekretion unterschiedlicher Mediatoren die Fahigkeit
zur Kommunikation mit anderen Abwehrzellen. So sind sie in der Lage, B-Lymphozyten und
zytotoxische T-Zellen als Vertreter der spezifischen Abwehr anzulocken und das
Immunsystem zu aktivieren, zu kontrollieren und gegebenenfalls auch zu hemmen. Diese
Hemmung des Entziindungsgeschehens wird beispielsweise liber den Transforming-Growth-
Factor-f (TGF-B) und Prostaglandin E (PGE) bewerkstelligt und bezieht sich vor allem auf T-
Helferzellen und B-Lymphozyten, aber auch auf neutrophile und basophile Granulozyten
(CRYSTAL 1991). Neben der Beseitigung von Tumorzellen und der Reparatur von
zerstortem Lungengewebe pridsentieren Makrophagen spezifischen Abwehrzellen Antigene
(FELS und COHN 1986; CRYSTAL 1991).

Die Gruppe der AM vom Typ II spielt bei Sdugern durch die Bildung von oberflachenaktiven
Substanzen eine zusidtzliche Rolle im pulmonalen Abwehrsystem. Die Aufgabe dieses so
genannten Surfactants, einem Gemisch aus Phospholipiden und Proteinen, besteht zum einen
in der Herabsetzung der Oberflichenspannung im Alveolarbereich. Andererseits heften sich
Vertreter einer bestimmten Familie von Surfactant-Proteinen (Kollektine) bei Sdugern an
Atemwegspathogene und hiillen sie ein. Durch diese Opsonierung erfolgt eine Stimulation der

Phagozytose von Pathogenen. Zusétzlich sind Kollektine in der Lage, die Zellen der adaptiven
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Immunitat, darunter beispielsweise dendritische Zellen und T-Lymphozyten, zu modulieren

(BUFLER ef al. 2004; WRIGHT 2004).

2.1.2 Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN)

Mit einer physiologischen Obergrenze von weniger als 5% ist die relative (und die absolute)
Anzahl der PMN (im folgenden auch kurz als ,,Neutrophile* bezeichnet) in den Atemwegen
lungengesunder Pferde gering (McGORUM et al 1993). Neutrophile erreichen im
ausgereiften Zustand eine Gréf3e von 10-12 um und besitzen polymorphe Kerne. Sie erfiillen
ihre Aufgabe der unspezifischen Abwehr von Bakterien, Pilzen und einigen behiillten Viren
mit der Hilfe von zahlreichen Enzymen wie Elastase, Kollagenase und Myeloperoxidase, die
in den zelltypischen neutrophilen Granula gespeichert werden. Die Myeloperoxidase ist ein
entscheidender Faktor bei der Bildung verschiedener Sauerstoffradikaler zur Bekdmpfung von
Mikroorganismen (so genannter Oxidative-Burst) (LEHRER ez al. 1988; ABRAMSON et al.
1991). Uber Zytokine und Mediatoren, die teilweise von Makrophagen aber auch von T-
Lymphozyten sezerniert werden [z. B. Leukotrien B4 (LTB4), Interleukin- (IL)-8 und Tumor-
Nekrose-Faktor- (TNF-)a], erfolgt ihre Anlockung und Aktivierung. Bevor Partikel von PMN
phagozytiert werden kénnen, muss eine Opsonierung durch den Uberzug mit Antikdrpern
oder Komplement stattfinden (LEHRER ef al. 1988).

Neben diesen physiologischen Funktionen konnen Neutrophile bei krankhaften Zustdnden der
Lunge groere Gewebeschidden anrichten. Fiir die Entstehung des Lungenemphysems des
Menschen spielt insbesondere die Elastase eine wichtige Rolle (ABRAMSON et al. 1991),
und bei der Chronisch Obstruktiven Bronchitis (COB) des Pferdes wird zumindest ein Teil
der entziindlichen Atemwegsverdanderungen der vermehrten Anwesenheit von Neutrophilen
zugeschrieben. Daneben ist sowohl bei der Inflammatory Airway Disease (IAD), die fiir
mangelhafte Leistungsfihigkeit bei jungen Rennpferden verantwortlich gemacht wird, als
auch bei bakteriellen Pneumonien eine Neutrophilie im Lungensekret und in der
bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit (BALF) zu beobachten. Bei Infektionen durch Bakterien
sind typischerweise degenerierte Neutrophile und Makrophagen mit phagozytierten Erregern
nachzuweisen (LARSON und BUSCH 1985; DERKSEN et al. 1985; DIECKMANN und
DEEGEN 1990a; WINDER et al. 1991; McGORUM und DIXON 1994; MOORE und COX
1996; FRANCHINI et al. 1998).

Auch lungengesunde Pferde zeigen nach Inhalation von Schimmelpilzextrakten einen Influx

von PMN in die Lunge, der im Unterschied zu iiberreagiblen Tieren allerdings nicht von
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klinischen Symptomen und Verdanderungen der Lungenfunktion, und dabei insbesondere nicht

von einer Erhohung des Atemwegswiderstands, begleitet ist (DERKSEN ef al. 1988).

2.1.3 Eosinophile Granulozyten

Morphologisch unterscheidet sich diese Zellart von den PMN durch den zweilappigen Kern
und die zahlreichen, insbesondere beim Pferd sehr auffilligen, eosinophilen Granula. In ihnen
sind diverse Proteine und Enzyme wie z. B. das Major Basic Protein (MBP), das Eosinophil
Cationic Protein (ECP) (BUTTERWORTH und DAVID 1981), das Eosinophil-derived
Neurotoxin (EDN) und die eosinophile Peroxidase (EPO) (GLEICH und ADOLPHSON
1991; HARE und VIEL 1998) enthalten. Einerseits dienen diese Stoffe dem Schutz
insbesondere vor parasitiren Infektionen, andererseits fiithren sie bei pathologischen
Prozessen auch zu Schidden am korpereigenen Gewebe. Erhohte Anzahlen von eosinophilen
Granulozyten in den equinen Atemwegen treten im Zusammenhang mit der
Lungenwanderung des Darmparasiten Parascaris equorum und bei Dictyocaulus arnfieldi-
Infektionen auf. Zusétzlich ist eine pulmonale Eosinophilie bei Einzeltieren mit IAD
beschrieben. Haufiger werden bei IAD-Patienten jedoch erhohte Mastzellgehalte in der Lunge
vorgefunden (McGORUM und DIXON 1994; MOORE und COX 1996; HARE und VIEL
1998; LAAN et al. 2001).

2.1.4 Mastzellen

Pulmonale Mastzellen, die einen Durchmesser von 10 bis 20 um aufweisen, sind zum grof3ten
Teil an Blutgefille, die Pleura oder kleine Atemwege gebunden und kommen somit in der
BALF gesunder Individuen nur zu einem geringen Prozentsatz vor. Sie besitzen eine runde
bis ovale Form und zahlreiche Granula (MAIR et al 1988; WINDER und VON
FELLENBERG 1990). Die von Mastzellen produzierten Mediatoren kénnen in drei Gruppen
unterteilt werden: erstens so genannte vorgefertigte Mediatoren, wie beispielsweise
bronchokonstrikorisch wirksames Histamin und Serotonin, die in den sekretorischen Granula
des Zytoplasmas gespeichert werden, zweitens Fettsduremediatoren aus dem
Arachidonsdurestoffwechsel (Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene) und drittens
Zytokine wie z. B. IL-3, IL-4 und IL-5, Interferon-y (IFN-y) und Granulocyte-Macrophage
Colony Stimulating Factor (GM-CSF).

Nach dem  Erstkontakt mit einem  Antigen bilden Mastzellen zahlreiche
Oberflachenrezeptoren fiir die Anheftung von Immunglobulin E- (IgE-) Antikdrpern aus. Sie

sind bei einem erneuten Kontakt mit dem passenden inhalierten Agens in der Lage, dieses
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hochaffin zu binden. Uber die zusitzliche Vernetzung der IgE-Oberflichenmolekiile
(,,Bridging*) wird auch bei der Spezies Pferd die Degranulation der Zellen ausgelost (HARE
et al. 1999; WAGNER et al. 2002).

Bei der IAD des Pferdes spielen erhohte absolute und relative Mastzellzahlen in der BALF
eine wichtige Rolle. Sie konnen entweder separat oder in Kombination mit erhdhten Zahlen
von eosinophilen Granulozyten auftreten (MOORE und COX 1996; VIEL 1997; LAAN et al.
2001). Die BALF COB-kranker Tiere enthélt dagegen sehr unterschiedliche Prozentsitze an
Mastzellen. Bei einigen an COB leidenden Pferden wurden Behandlungserfolge durch das
Mastzellen-stabilisierende Medikament Disodiumcromoglycat erzielt, das die Degranulation

verhindert (THOMSON und McPHERSON 1984).

2.1.5 Lymphozyten

B- und T-Lymphozyten sind auch beim Pferd vergleichsweise kleine Zellen, die einen groflen
und dichten Zellkern besitzen (McGORUM und DIXON 1994). Da in der BALF absolute und
relative Zahlen der Lymphozyten schon im physiologischen Zustand eine grof3e
Schwankungsbreite aufweisen (WINDER et al. 1991; LAPOINTE et al. 1994; McGORUM
und DIXON 1994), ist es schwer, ihre Bedeutung bei Krankheitszustdnden einzuschitzen. Als
gesichert gilt jedoch, dass bei Pferden mit exazerbierter COB mit einem insgesamt
verringerten Lymphozytenanteil zu rechnen ist, dessen Hauptursache in einer hochgradigen
absoluten und prozentualen Zunahme der neutrophilen Granulozyten liegt (McGORUM et al.
1993a; McGORUM und DIXON 1994).

Wie Makrophagen und dendritische Zellen sind B-Zellen zur Expression des MHC II-
Antigens und damit zur professionellen Antigen-Présentation in der Lage. Aulerdem werden
sie vom Organismus zur Produktion von Antikérpern bendtigt. In den oberen Atemwegen
wird hauptsdchlich IgA gebildet, wohingegen in den tieferen Atemwegen vor allem IgG
vorkommt. Nach einem ersten Kontakt mit ihrem spezifischen Antigen, das {iber
membranstindige Antikdrper gebunden wird, konnen B-Lymphozyten zu Plasmazellen
umgebildet werden. Sie produzieren in der Lunge lokal die Immunglobulinklassen IgA, IgE
und IgM, wihrend IgG {iber das periphere Blut in die Atemwege gelangt. Andererseits kann
die Umwandlung der B-Zellen zu Gedichtniszellen stattfinden. Diese sind im Falle eines
erneuten Antigenkontaktes zu einer beschleunigten und effektiven Sekundérantwort
(anamnestische Reaktion) in der Lage. So ist es moglich, dass in kiirzerer Zeit eine viel
grolere  Menge hochspezifischer Antikorper gebildet wird als beim Erstkontakt
(HUNNINGHAKE 1979; KALTREIDER 1991; s. auch Kap. 2.1.6.1, S. 9 f.).
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Im peripheren Blut gesunder Pferde machen B-Zellen 23-30% der Lymphozyten aus. In der
BALF kommen sie hingegen nur zu einem Prozentsatz von ungefdhr 2 bis 6% vor
(McGORUM et al. 1993a; HINES ef al.1996). Lediglich BENDAHLI-AHCENE et al. (1995)
geben fiir die BALF mit durchschnittlich 21,3% B-Zellen dhnliche Werte wie fiir das Blut an.
Im Zusammenhang mit der equinen COB berichten einige Autoren von erhdhten Anteilen an
B-Lymphozyten in der BALF im Vergleich mit gesunden Kontrolltieren (McGORUM et al.
1993a, RAILTON 1994; WATSON et al. 1997).

T-Lymphozyten konnen anhand ihres T-Zellrezeptors (TZR) in zwei grolle Gruppen eingeteilt
werden. Es handelt sich dabei einerseits um die so genannten of}-T-Zellen, die beim
Menschen und den meisten Tierarten den Hauptanteil in peripherem Blut und Geweben
ausmachen. Andererseits existieren T-Lymphozyten, die aus einer y- und einer d&-Kette
zusammengesetzte TZR besitzen. Sie werden demnach als yd-T-Zellen bezeichnet und
wurden bei allen Spezies nachgewiesen, die auch af3-T-Zellen besitzen. Beim Menschen und
den haufigsten Labortieren stellen die y56-T-Zellen in Blut und lymphoiden Organen lediglich
eine Minderheit dar. In der Haut und auf Schleimhautoberflichen von Méausen ist diese Zellart
die Hauptpopulation der T-Zellen. Thre Rolle wird in der Erstabwehr von bestimmten
Bakterien, Viren und parasitdren Infektionen gesehen. Aufgrund der Tatsache, dass ihr
T-Zellrezeptor deutlich von demjenigen der af3-T-Zellen abweicht, muss davon ausgegangen
werden, dass sie sich auch beziiglich der Erkennung von Antigenen von diesen unterscheiden
(HAAS 1993; JANEWAY und TRAVERS 2002). Im Folgenden beziehen sich die
Ausfithrungen auf of3-T-Lymphozyten.

Solche T-Lymphozyten werden vom Organismus in der Lunge physiologischerweise zum
Schutz gegen Fremdantigene und Partikel aus der eingeatmeten Luft bendtigt. Sie konnen
aufgrund der Expression spezieller Oberflichenantigene und ihrer unterschiedlichen
Aufgaben in zwei groBe Gruppen unterteilt werden: T-Helferzellen (Ty-Zellen) und
zytotoxische T-Zellen (Tc-Zellen). Ty-Zellen sind liber direkte Kontakte und iiber die
Sekretion von Zytokinen in der Lage, mit anderen Zellen des Immunsystems zu
kommunizieren und diese zu beeinflussen. Sie bilden das Oberflichenantigen CD4 aus, das
im Rahmen der spezifischen Immunantwort als Co-Rezeptor des T-Zell-Rezeptors an MHC
II-Molekiile antigenpridsentierender Zellen bindet. Die Erkennung des T-Zell-Rezeptors in
Kombination mit dem MHC II-Komplex und dem spezifischen Antigen fiihrt zur Aktivierung
der T-Helferzellen (MEUER et al. 1982; GRUNIG et al. 1994). Dazu bendtigen naive
Helferzellen stirkere Anreize als solche, die schon zuvor in Kontakt mit ihrem Antigen oder

Gedichtniszellen getreten sind. Zu den antigenprisentierenden Zellen, die in Vesikeln groflere
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Antigene zu Peptiden abbauen, werden Makrophagen, dendritische Zellen und auch B-
Lymphozyten gezihlt. Im Gegensatz zu Mensch und Nagern finden sich beim Pferd MHC II-
Antigene zusétzlich auf 40 bis 98% der T-Lymphozyten (HOLMES und LUNN 1994).

Fiir Helferzellen ist bei der Spezies Maus und etwas weniger distinkt auch beim Menschen
eine weitere Unterteilung in Tyl- und Ty2-Zellen anhand gegenldufiger Zytokinprofile
moglich, die fiir die jeweilige Subpopulation als charakteristisch angesehen werden kdnnen
(MOSMANN et al. 1986; ROTTEVEEL et al. 1988; MOSMANN und COFFMAN 1989;
MOSMANN et al.1991; MOSMANN und SAD 1996). Dagegen existieren fiir andere
Tierarten, darunter das Rind, anscheinend auch gemischte Zytokinprofile (BROWN et al.
1998; ESTES et al. 2002). Eine eindeutige Zuordnung der Spezies Pferd zur einen oder
anderen Gruppe ist derzeit noch nicht moglich.

Beim Tyl-Zytokinmuster, das mit der Bekdmpfung von intrazelluldren Infektionen und mit
der Hypersensitivitdt vom verzogerten Typ assoziiert wird, produzieren die Helferzellen IL-2,
IFN-y und TNF-B. Diese Mediatoren bewirken die Aktivierung von Makrophagen und eine
Limitierung der B-Zell-Antwort auf Antikorper der IgG2a Unterklasse (STEVENS et al.
1988; FINKELMANN et al. 1990). Im Gegensatz dazu bilden Ty2-Zellen IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 und IL-13, wodurch eine Deaktivierung von Makrophagen ausgeldst wird. AuBlerdem
werden Mastzellen stimuliert und die Bildung von IgG1 und IgE gefordert (STEVENS et al.
1988). Das Ty2-Zytokinprofil wird daher mit der Hypersensitivitidt von Typ I in Verbindung
gebracht (MOSMANN et al. 1986; PALLISER et al. 1998; HUNTER und REINER 2000).
Den T-Helferzellen stehen die zytotoxischen T-Lymphozyten gegeniiber. Thr
Charakteristikum ist das oberflichenstindige Leukozytenantigen CDS, das wie CD4 als Co-
Rezeptor fiir den T-Zell-Rezeptor dient. Mit Hilfe ihrer Granula, die zellschddigende
Komponenten - darunter bestimmte Proteasen, Granzyme und Perforine - enthalten, sind sie
zur direkten Lyse von Zielzellen in der Lage. Zusdtzlich kann iiber unterschiedliche
Mechanismen deren Apoptose ausgelost werden. Zytotoxische T-Lymphozyten erkennen
auch beim Pferd zellgebundenes Antigen iiber den so genannten MHC I-Komplex, an den der
CDS8-Rezeptor bindet, und der von den meisten korpereigenen, kernhaltigen Zellen exprimiert
wird. Durch diesen Vorgang werden Aktivierung und Differenzierung der zytotoxischen T-
Zellen in Gang gesetzt (O'BRIEN et al. 1991; McGUIRE et al. 1994; ALLEN et al. 1995).
Fiir humane T-Zellen steht fest, dass auch Tc-Lymphozyten Zytokinmuster bilden, die dem
Tyl- und Ty2-Muster der Helferzellen entsprechen. Es wird daher gefordert, die Nomenklatur
auf CDS positive Lymphozyten auszudehnen und in T¢1- und T¢2-Zellen umzuwandeln, bzw.

generell von T1- und T2-Zellen zu sprechen (CARTER und DUTTON 1996; LI et al. 1997).
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2.1.6 Immunglobuline der pulmonalen Immunabwehr

Wie beim Menschen bestehen equine Antikdrper aus Glykoproteinen mit zwei schweren (H-)
Ketten und zwei leichten (L-) Ketten. Dabei bestimmen die fiinf bekannten schweren Ketten
(v, 1, a, 0, €), die Zuordnung des Molekiils zur jeweiligen Klasse IgG, IgM, IgA, IgD oder
IgE. Uber die Existenz von IgD bei der Spezies Pferd gibt es bis heute keine Berichte.

2.1.6.1 Immunglobulin G (IgG)

Equines IgG, das vor allem in den tiefen Atemwegen vorkommt, dient bei der pulmonalen
Immunabwehr zur Bindung von Bakterien und Toxinen und im Weiteren auch zur
Opsonierung (GREEN et al. 1977; KALTREIDER 1991). Im Gegensatz zu anderen Klassen,
die in der Lunge iiberwiegend direkt vor Ort produziert werden, gelangt IgG mittels
Transsudation aus dem Blut in das Lungengewebe (HUNNINGHAKE 1979; KALTREIDER
1991). Beim Pferd sind sechs Unterklassen des IgG beschrieben. Mit Hilfe ihrer
Wanderungssgeschwindigkeit in der Immunelektrophorese war es zundchst mdglich, drei
davon zu determinieren, die in der Folge als IgGa, IgGb und IgGc bezeichnet wurden
(ROCKEY et al. 1964; KLINMAN et al. 1967; ROCKEY 1967). Allerdings erwies sich die
Trennung von IgGa und IgGb aufgrund ihrer &hnlichen Ladung als schwierig. Erst
SHEORAN und HOLMES (1996) konnten iiber die Bindung an bestimmte Staphylokokken-
und Streptokokkenproteine in der Chromatographie eine Aufreinigung erreichen. Nach
Untersuchungen tiber die Verteilung und den neonatalen Transfer von Immunglobulinen beim
Pferd ist IgGa, das im Serum von Fohlen mit einer Halbwertszeit von 176 Tagen die
langlebigste Klasse darstellt, in equinem Serum und in der kolostralen Milch auch das
hiufigste Immunglobulin. Bei neugeborenen Fohlen scheint bis zum 63. Tag nach der Geburt
keine endogene Synthese dieses Typs stattzufinden (SHEORAN et al. 2000).

WIDDERS et al. (1986) identifizierten mittels Immunelektrophorese und Immundiffusion
nach Aufreinigung das IgG(T), das als Untergruppe IgG-typische Antigene auf den H-Ketten
aufweist. Funktionell betrachtet ist [gG(T) unter anderem an der spezifischen Immunantwort
bei Cyathostomen-Infektionen des Pferdes beteiligt (DOWDALL et al. 2002). SHEORAN
und HOLMES (1996) konnten iiber die Bindung an Bakterienproteine zwei Komponenten des
Molekiils unterscheiden. Diese Befunde werden durch genetische Untersuchungen zu equinen
H-Ketten unterstiitzt. Demnach existiert IgG(T) in zwei, auch genetisch definierbaren,

Varianten (WAGNER ef al. 1998b; OVERESCH 1998).
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Uber einen langen Zeitraum strittig war die Einordnung der heute als IgG(B) bezeichneten
Unterklasse. Die Zuweisung zur IgG-Klasse durch MONTGOMERY (1973) und LUNN et al.
(1995a) wurde durch spitere genetische Studien bekréftigt (WAGNER et al. 1998b).

Eine neuere Nomenklatur bezeichnet die oben beschriebenen IgG-Subklassen des Pferdes als
IgG1 bis IgG6 (ROHWER et al. 2003). HOOPER-McGREVY et al. (2003) propagieren eine
Verbindung von IgGb und IgG(T) mit dem Ty2-Zytokinprofil. Dagegen wird das Tyl-
gepragte Muster mit einer verstdrkten Produktion von IgGa in Zusammenhang gebracht

(STEVENS et al. 1988).

2.1.6.2 Immunglobulin A (IgA)

Das IgA-Molekiil liegt im equinen Serum analog zu den humanen Verhéltnissen
hauptsichlich in Dimer-Form vor. Auflerdem treten Monomere, Trimere und Tetramere auf.
Durch Kreuzreaktionen zwischen Antikdrpern gegen humane o-Ketten und einem
Immunglobulin aus Pferdeserum, konnte die Existenz des IgA beim Pferd gesichert werden
(VAERMAN et al. 1971). Zusdtzlich wurde sekretorisches IgA und eine freie sekretorische
Komponente sowohl in Milch als auch in anderen Sekreten gefunden (McGUIRE und
CRAWFORD 1972; PAHUD und MACH 1972). In der postkolostralen Milch von Stuten
stellt es sogar das hdufigste Immunglobulin dar (SHEORAN et al. 2000). WAGNER et al.
konnten 1997 mit der Klonierung und Charakterisierung eines spezifischen Gens zeigen, dass
beim Pferd nur eine Variante des IgA vorkommt. Zusitzlich charakterisierten sie die
Nukleotidsequenz fiir die H-Kette des equinen Molekiils. Dabei wies das Gen fiir das
sekretorische IgA rund 72% Homologie mit dem anderer Sédugetierspezies auf, darunter
Mensch, Schaf, Schwein und Hund (WAGNER et al. 2003).

Die Hauptaufgabe des IgA im Respirationstrakt des Pferdes liegt analog zu anderen
Tierspezies und dem Menschen in der Neutralisation von Viren und der Agglutination von

Mikroorganismen bereits an der Epithel-Luft-Grenze (GREEN et al. 1977; QUIE 1986).

2.1.6.3 Immunglobulin M (IgM)

Fiir das IgM-Molekiil existieren ebenfalls keine Subtypen. Es besitzt wie bei anderen Spezies
eine pentamere Struktur (McGUIRE et al. 1973), deren fiinf Monomer-Einheiten auch einzeln
zur Bindung von Antigenen befdhigt sind (HILL und CEBRA 1965). Mit
durchflusszytometrischen Doppelfluoreszenz-Untersuchungen wurde gezeigt, dass der
Hauptanteil der zirkulierenden B-Lymphozyten im peripheren Blut des Pferdes IgM
exprimiert (LUNN ef al. 1998). Im zeitlichen Ablauf der Abwehrreaktion sind Antikorper
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vom IgM-Isotyp an der Primdrantwort beteiligt. Erst nach dem Erstkontakt mit einem Antigen
findet auch die Produktion anderer Immunglobulin-Klassen statt. Wie IgA und IgE wird IgM
in der Lunge hauptsichlich lokal gebildet. Es ist dort fiir die Aktivierung des
Komplementsystems und, dhnlich wie IgG, fiir die Bindung von Bakterien und Toxinen

zustidndig (GREEN et al. 1977, HUNNINGHAKE 1979; KALTREIDER 1991; QUIE 1986).

2.1.6.4 Immunglobulin E (IgE)

Die Anwesenheit von IgE im equinen Serum wurde erstmals von MATTHEWS (1983) bzw.
SUTER und FEY (1983) beschrieben. Mittlerweile liegen die Charakterisierung der
Nukleotidsequenz fiir die schwere Kette des Antikorpermolekiils und damit auch die Abfolge
ihrer Aminosiuren vor (NAVARRO et al. 1995), die durch weiterfiihrende genetische Studien
von WAGNER et al. (1997) bestitigt wurden. SUTER und FEY (1983) zufolge erreicht der
physiologische Prozentsatz an IgE im Serum von Pferden weniger als 0,1%. Seine
Halbwertszeit wird mit zwei bis drei Tagen angegeben. Uber die Bindung entsprechender
Antigene sind IgE-Antikorper auf Mastzellen an deren Degranulation und damit an der
Ausschiittung potenter Mediatoren wie z. B. Histamin beteiligt. Mit der Entwicklung
rekombinanter Detektionsantikorper zur spezifischen Erkennung von IgE beim Pferd
(WAGNER et al. 2003) stehen neue Moglichkeiten zur Allergieforschung bei dieser Tierart

offen.

2.1.6.5 Immunglobuline in der BALF des Pferdes

MAIR et al. (1988) wiesen verschiedene Immunglobulin-Klassen, darunter IgA, IgG und
IgM, in der BALF bei COB-kranken Pferden und lungengesunden Kontrollen nach. Bei
samtlichen Probanden war dabei das Verhéltnis der gesamten Immunglobuline zu Albumin in
der BALF signifikant hoher als im parallel dazu untersuchten Serum. Zwar bestand auch bei
Gesunden eine lokale Produktion von IgA in den tiefen Atemwegen, im Vergleich mit COB-
Pferden wurden bei ihnen aber geringere Gehalte der genannten Immunglobuline ermittelt.
BERENDONK gelang ebenfalls der Nachweis von IgA und IgM in der Lavagefliissigkeit
gesunder Probanden und COB-kranker equiner Patienten. Die BALF der kranken Tiere
enthielt, iibereinstimmend mit den Ergebnissen von MAIR et al. (1988), signifikant mehr IgA.
Antikorper der IgGa, IgGb und IgG(T) Unterklassen wurden in beiden Gruppen ohne
signifikante Unterschiede gefunden (BERENDONK 2000). HALLIWELL bestimmte in der
BALF von Pferden allergenspezifisches IgE gegen Aspergillus fumigatus und Micropolyspora

faeni. Auch hier erreichten Kontrolltiere quantitativ geringere Werte als COB-kranke Tiere
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(HALLIWELL et al. 1993). In der Untersuchung von SCHMALLENBACH zeigten sowohl
Gesunde als auch Kranke spezifische IgE- und IgG-Spiegel gegen ein Antigen von
Aspergillus fumigatus in ihrer BALF. Wie in der Arbeit von HALLIWELL et al. (1993)
waren diese bei den Kontrollen niedriger als bei COB-kranken Pferden
(SCHMALLENBACH et al. 1998). Der Nachweis spezifischer Immunglobuline gegen das
equine Herpesvirus (EHV) 1 und 4 bei COB-kranken Patienten, Fohlen und Rennpferden
gelang WEINBRENNER mit Hilfe des indirekten Immunfluoreszenztests (IF) in 100% der
Fille sowohl im Serum als auch in der BALF. Wurde die Methodik des Neutralisationstests
verwendet, sank der Prozentsatz fiir die Detektion von EHV 1- bzw. EHV 4-Antikérpern in
der BALF auf 97% bzw. 91% bei adulten Pferden und auf 65 bzw. 0% in der Gruppe der
Fohlen. Uber die Klasse der beteiligten Immunglobuline macht die Autorin keine Angaben

(WEINBRENNER 2004).

2.1.7 Zytokine der pulmonalen Immunabwehr

Auch fiir equine Helferzellen liegen Hinweise vor, dass zwei in ihrer Wirkung gegenldufige
Zytokinprofile bestehen, die von unterschiedlichen Subpopulationen gebildet werden. Diese
Indizien wurden u. a. im pathogenetischen Zusammenhang mit der COB des Pferdes
iiberpriift, um neue Erkenntnisse zu zelluldren und molekularen Vorgingen zu gewinnen
(BERENDONK 2000; LAVOIE et al. 2001; GIGUERE et al. 2002; AINSWORTH et al.
2003; CORDEAU et al. 2004). Im Folgenden werden, repriasentativ fiir die Ty2-Antwort 1L-4
und als ,,Schliisselzytokin® fiir das Ty1-Zytokinprofil IFN-y ndher erldutert. Sie wurden auch
in den eigenen Untersuchungen als Indikatoren fiir eine Ty1- bzw. Ty2-Antwort genutzt.

(Zu Zytokinen in der BALF des Pferdes s. Kap. 2.2.5.3, S. 31 ff.)

2.1.7.1 Interleukin-4 (IL-4)

Im aktivierten Zustand sind CD4 positive (CD4") Lymphozyten neben Monozyten,
basophilen Granulozyten und stimulierten Mastzellen zur Produktion von IL-4 in der Lage.
Eine Funktion dieses Zytokins beim Menschen ist die teilungsfordernde Wirkung auf
aktivierte B-Zellen. Dariiber hinaus wurden im Miusemodell eine Differenzierung zu Plasma-
und Gedichtniszellen und die Produktion von IgG1 und IgE angeregt (PENE er al. 1988).
VANDERGRIFFT ef al. (1994) sequenzierten das equine IL-4, dessen Primérstruktur 62%
Homologie zum Menschen aufweist, erstmalig mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
und humanen Primern. Das IL-4 Molekiil des Pferdes wird in drei unterschiedlichen Grof3en

von 17,1 sowie 19,6 und 22,1 kDa exprimiert, deren Divergenz wahrscheinlich auf
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Modifikationen durch Glykosylierung zuriickzufiihren ist (DOHMANN et al. 2000). Ob es
sich dabei um so genannte splicing variants handelt, die beim Menschen teilweise die 1L-4
Wirkung kompetitiv hemmen und die auch beim Rind beschrieben sind (WALDVOGEL et al.
2004), ist unbekannt. Bei funktionellen in-vitro-Studien zu den IL-4 Effekten auf equine
mononukledre Blutzellen war unter bestimmten Bedingungen eine starke Proliferation sowohl
von CD4" als auch von CD8" Lymphozyten zu beobachten. Die Anzahl der B-Zellen konnte
hingegen nicht gesteigert werden, so dass sich die biologische Funktion des equinen IL-4

zumindest in-vitro von Mensch und Maus unterscheidet (DOHMANN et al. 2000).

2.1.7.2 Interferon-y (IFN- y)

IFN-y wird von T-Lymphozyten und Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) produziert und
beeinflusst maBgeblich die Immunantwort (CURRAN et al. 1994; HIMMLER und GRUNIG
1997). Wihrend es in der Humanmedizin aufgrund seiner antiviralen und antiallergischen
Eigenschaften und der fiir Patienten positiven Wirkung auf Tumoren therapeutisch eingesetzt
wird (YOUNES und AMSDEN 2002), erwies sich in vitro rekombinantes equines IFN-y als
unwirksam gegeniiber unterschiedlichen Viren wie z. B. EHV 1 und 4. Es hatte jedoch einen
immunmodulatorischen Effekt auf Monozyten (STEINBACH et al. 2002). Entsprechend
seiner Aufgabe bei intrazelluldren Infektionen ist IFN-y in vivo in der Lage, Makrophagen zu
aktivieren. Aullerdem besitzt es mit einer im Wesentlichen auf IgG2a-Isotypen limitierten
Antikorperproduktion die Fihigkeit zur Begrenzung der B-Zell-Antwort (STEVENS et al.
1988; FINKELMANN et al. 1990). Die Nukleotidsequenz des Gens beim Pferd stimmt zu
67% mit dem Aquivalent des Menschen und zu 78% mit dem des Rindes iiberein. Seine

GroBe liegt bei ungefahr 4 kb (CURRAN ef al. 1994).
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2.1.8 BAL-Zellen (BALC) des Pferdes

2.1.8.1 Physiologie und Entwicklung bei Jungtieren

Zusammensetzung und Anzahl der pulmonalen Abwehrzellen verdndern sich als Antwort auf
stindig neue Stimuli fiir das Immunsystem der Lunge im Laufe der ersten Lebensmonate
eines Pferdes entscheidend. Bei Fohlen unter drei Wochen ist die aus der BALF bestimmte
Gesamtleukozytenzahl im Vergleich mit Adulten signifikant erniedrigt (McKANE et al. 1993;
MOORE et al. 1995; BALSON et al. 1997). Erst mit ungefdhr drei Monaten erreichen
Jungpferde dhnliche absolute Zellzahlen wie erwachsene Tiere (FLAMINIO ef al. 2000). Die
mit dem Alter ansteigende Gesamtzahl der Immunzellen in der Lunge wird zum einen von
einer Zunahme des Lymphozyten-, zum anderen von einer Abnahme des Makrophagenanteils
begleitet. Bis zum zweiten Lebensmonat bestehen die BALC typischerweise aus rund 80%
Makrophagen. Die Zellzusammensetzung der BALF von Fohlen dhnelt demnach derjenigen
anderer junger Sdugetiere wie z.B. prd- und neonataler Kaninchen, die durchschnittliche
Makrophagenprozentsétze von 95% erreichen (SIEGER 1978) Bei erwachsenen Pferden
werden Anteile von ca. 60% als physiologisch erachtet (McGORUM et al. 1993; McKANE et
al. 1993; MOORE et al. 1995). In einer Studie zur postnatalen Reifung der BALC im
Zusammenhang mit der Immunabwehr gegen Rhodococcus equi-Infektionen untersuchten
ZINK und JOHNSON drei Fohlen im Alter zwischen zwei und 63 Tagen. Fiir Fohlen bis zu
drei Wochen geben sie im Mittel relative Werte von 86% Makrophagen als physiologisch an.
Die Autoren beobachteten einen Abfall dieses Anteils im Verlauf der ersten zwei
Lebensmonate auf mittlere 71% zugunsten der Lymphozyten, die von ungefiahr 5% auf Werte
um die 20% anstiegen. Ab der dritten Woche nach der Geburt kam es mit der Abnahme ihres
Prozentsatzes jedoch zu einer Steigerung der Gesamtzahl der Makrophagen, die sich bis zum
Alter von zwei Monaten bei Werten um ca. 2,0 x 10® Zellen pro Lavage einpendelte (ZINK
und JOHNSON 1984). Unter einem Lebensalter von 19 Tagen enthielt die BALF,
entsprechend der geringen Gesamtzellzahl, absolut betrachtet nur sehr wenige Makrophagen.
Ahnliche Angaben machen LIU et al. fiir Fohlen im Alter bis zu drei Wochen. Zusitzlich zu
einer niedrigen absoluten Anzahl wird den Makrophagen aus der BALF von zwei bis drei
Tage alten Probanden eine mangelhafte chemotaktische Funktion bescheinigt (LIU et al.
1987).

Beziiglich der Lymphozytensubpopulationen aus der BALF kommt es im zweiten
Lebensmonat der Fohlen zu einem Anstieg der Prozentsitze von CD4" und CD8" Zellen.

Diese Zunahme wird als selektive Proliferation von T-Zell Populationen gedeutet, wodurch
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respiratorische Infektionen, von denen vor allem junge Fohlen betroffen sind, in einem
spateren Lebensalter eventuell verhindert werden konnen (FLAMINIO et al. 2000). Diese
Ergebnisse werden von BANKS et al. (1999) gestiitzt, die in einer fetalen Fohlenlunge nur
10% an epithelialen T-Lymphozyten (CD3") nachweisen konnten. Das fetale Immunsystem in
der Lunge scheint somit flir seine spatere vollstindige Entwicklung auf inhalative Stimuli aus
der Umgebung angewiesen zu sein. BALSON beschreibt dariiber hinaus, dass der Anteil der
CDS8" Lymphozyten langsamer wichst als derjenige der CD4" Zellen. Im Gegensatz zu den
Helferzellen, die die Prozentsitze erwachsener Pferde schon ungefihr drei Wochen nach der
Geburt erreichen, bendtigen CD8" Zellen linger, um auf dieses Niveau anzusteigen. Dabei
verinderte sich die Ratio CD4:CD8" Lymphozyten von 1,26 in der ersten, iiber 0,78 in der
zehnten Lebenswoche, bis zu einem fiir adulte Tiere physiologischen Wert von 0,66. B-Zellen
sind in der BALF von Fohlen in den ersten vier Lebenswochen kaum nachweisbar. Umso
bemerkenswerter ist es, dass ihr Anteil im zweiten Monat nach der Geburt hoher als bei

erwachsenen Tieren liegt (BALSON ef al. 1997).

2.1.8.2 Zusammensetzung und Funktion bei adulten Tieren

Zum genauen Lebensalter von erwachsenen Kontrollpferden in Studien zur
Zusammensetzung der BALC existieren in der Literatur nur liickenhafte Angaben. In der
Publikation von HINES et al. (1996) weist die Gruppe der adulten Tiere beispielsweise eine
Altersspanne von 8 bis 20 Jahren auf. Die Kontrollgruppe von McGORUM ef al. (1993a) ist
zwischen 7 und 24 Jahren alt. Es wird davon ausgegangen, dass fiir die librigen Arbeiten ein

dhnlicher Altersrahmen gilt.

2.1.8.2.1 Granulozyten und Makrophagen

Lichtmikroskopisch ermittelte Referenzbereiche fiir den Anteil der Makrophagen an den
BALC von lungengesunden erwachsenen Tieren werden im Mittel mit 48,5 bis 64,3%
angegeben. Der Prozentsatz an PMN kann zwischen 1,2 und 6,2% als physiologisch erachtet
werden (VIEL 1985; DIXON et al. 1995b). McGORUM et al. (1993a) legen noch strengere
Kriterien an und verlangen, dass Kontrollpferde Werte von 5% PMN nicht {iberschreiten. Fiir
eosinophile Granulozyten gelten Grenzen von 0-2,5% (VIEL 1985; DIXON ef al. 1995b).
Immunphénotypische Analysen zu Normalwerten der Makrophagen- und Granulozytenanteile
in der equinen BALF existieren zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht. Jedoch wurde bereits eine

Studie zur Markierung von intravaskuldren Lungenmakrophagen mit dem anti-Makrophagen-
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Antikorper MAC-387 in Zusammenhang mit dem Endotoxin-induzierten Schock des Pferdes
publiziert (PARBHAKAR et al. 2004).

2.1.8.2.2 Lymphozyten und ihre Subpopulationen

Der physiologische, lichtmikroskopisch ermittelte Lymphozytenanteil in der BALF von
Pferden liegt zwischen 24,2 und 37% (VIEL 1985; McGORUM et al. 1993a; DIXON et al.
1995b). Beim Menschen kommt diese Zellart dagegen nur zu einem Anteil von 10 bis 15%
vor (HUNNINGHAKE et al. 1979; SALTINI et al. 1991). Mit 78 bis 95% (CD5")
T-Lymphozyten sind sie die prozentual grofite Fraktion der lymphozytdren Subpopulationen
in der equinen BALF (McGORUM et al. 1993a; BENDAHLI-AHCENE et al. 1995; HINES
et al. 1996 BALSON et al. 1997). Davon trigt ungefihr die Hilfte den CD8 Rezeptor (CDS"),
und je nach Studie ist im Mittel mit 33,3 bis 58% CD4" Zellen zu rechnen (McGORUM et al.
1993a; HINES et al. 1996; BALSON et al. 1997). Lediglich BENDAHLI-AHCENE et al.
(1995) geben mit 73,6% einen hoheren Prozentsatz an. Diese Untersucher unterscheiden sich
auch beziiglich der B-Lymphozyten, fiir die ein Durchschnitt von 21,3% als physiologisch
angesehen wird. Bei den iibrigen Autoren liegen die Anteile fiir B-Zellen deutlich niedriger
bei Werten zwischen 2 und 6%.

Ein Vergleich der Lymphozytensubpopulationen zwischen dem peripheren Blut und der
BALF von Pferden ergibt, ebenso wie beim Menschen, signifikante Unterschiede. Lediglich
65,1 bis 74,9% der mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) sind positiv fiir
CD5. Die Anteile der CD4" Lymphozyten schwanken von 55,5 bis 62%, und die CD8" Zellen
liegen mit 11,5 bis 32,1% deutlich niedriger als in der BALF. Im Gegensatz dazu ist der
Prozentsatz der B-Lymphozyten mit 23 bis 30% im peripheren Blut hoéher als im
Bronchialgewebe (McGORUM et al. 1993a; BENDAHLI-AHCENE et al. 1995; HINES et
al. 1996).

2.1.8.3 Charakterisierung von BALC mittels Oberflichen-Antigenen

Im Zusammenhang mit der Rhodokokkose des Fohlens oder der COB adulter Pferde wurden
bereits mehrfach durchflusszytometrisch Lymphozytensubpopulationen aus der equinen
BALF charakterisiert (McGORUM et al. 1993a; BENDAHLI-AHCENE ef al. 1995; HINES
et al. 1996 BALSON et al. 1997, KLEIBER 2000). Marker gegen Molekiile auf equinen
Makrophagen und Granulozyten, die einige Autoren auf Blut- bzw. intravaskuldren
Lungenzellen bereits verwendeten (KYDD et al. 1994; BRODERSEN et al. 1998;
PARBHAKAR et al. 2004), wurden an BALC noch nicht eingesetzt. Somit fehlt bisher eine
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immunphénotypische Absicherung der morphologischen Identifizierung von Makrophagen
und Granulozyten aus der BALF im Durchflusszytometer.

Wo moglich, beschrinken sich die Angaben zu den in der vorliegenden Arbeit markierten
Antigenen auf equine Zellen. Liegen spezifische Daten fiir das Pferd nicht vor, erfolgt eine

Beschreibung der Situation bei umfassender erforschten Tierspezies oder dem Menschen.

2.1.8.3.1 CD2

Auf der Grundlage von Klonierung und Gensequenzierung konnte das CD2 Molekiil des
Pferdes als Ortholog zum humanen Oberflichenmarker auf T-Zellen identifiziert werden. Es
stellt ein Protein aus 347 Aminosduren mit einem molekularen Gewicht von 58 kDa dar, zeigt
50-65% Identitdt mit den entsprechenden Rezeptoren von Mensch, Ratte bzw. Maus und
besitzt dabei die grofte Ahnlichkeit mit dem humanen Molekiil (TAVERNOR et al. 1994;
TUMAS et al. 1994). Im Gegensatz zur Maus, bei der es auch auf B-Zellen vorkommt, dhnelt
die Lokalisation des equinen CD2 (eqCD2) der des Menschen (BARCLAY et al. 1993).
Immunhistochemisch (KYDD et al. 1994) und durchflusszytometrisch (LUNN et al. 1998)
wurde bestétigt, dass es beim Pferd auf der grof3ten Mehrheit der T-Lymphozyten exprimiert
wird. Funktionell gesehen ist das humane CD2-Antigen ein Zelladhdsionsmolekiil, das an der
Interaktion von naiven T-Zellen und antigenprésentierenden Zellen bzw. T-Effektorzellen und
deren Zielzellen beteiligt ist. Im erstgenannten Fall findet eine direkte Wechselwirkung mit
dem so genannten Lymphocyte Function-associated Antigen (LFA)-3-Molekiil statt
(SELVARAIJ et al. 1987; DAVIS et al. 1996).

2.1.8.3.2 CD4

Analog zum Menschen wird das CD4-Antigen des Pferdes, das ein Molekulargewicht von 58
kDa besitzt, auf einer Subpopulation der T-Lymphozyten sowohl im peripheren Blut als auch
in lymphatischen Geweben exprimiert (KYDD et al. 1994; LUNN et al. 1991; LUNN ef al.
1998). Wihrend im Thymus CD4°/8" Zellen vorhanden sind, stellen sich ausgereifte
T-Lymphozyten im peripheren Blut nicht doppelt positiv dar. Dort tragen etwa 80 bis 90% der
equinen T-Zellen den CD4-Rezeptor (LUNN et al. 1991). Als Subpopulation der T-Zellen
sind bei Doppelfiarbungen CD4" Zellen auch positiv fiir CD5 (LUNN et al. 1991). Das CD4
Molekiil besitzt als Co-Rezeptor des T-Zell-Rezeptors eine entscheidende Funktion in der

Erkennung spezifischer Antigene (s. Kap. 2.1.5, S. 6 ff.).
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2.1.8.3.3 CD5

Wie bei anderen Tierarten wird dieses Antigen beim Pferd als ein Pan-Marker von
T-Lymphozyten angesehen. Auch das Gewicht des Oberflichenmolekiils ist mit 67 kDa
dhnlich wie bei anderen Spezies (LUNN ef al. 1991; BLANCHARD-CHANNELL et al.
1994). Die Aufgabe des CDS5-Antigens wird beim Menschen in der Regulation der
Ansprechbarkeit der Zellen auf IL-1 gesehen (NISHIMURA et al. 1988). Sein natiirlicher
Ligand ist das CD72 Oberflachen-Protein auf B-Lymphozyten (DeFRANCO 1991, VAN DE
VELDE et al. 1991).

Laut KYDD et al. (1994) und LUNN et al. (1998) wird das equine CD5-Molekiil im
Gegensatz zum Menschen nicht auf peripheren B-Zellen exprimiert. Andere Autoren
bescheinigen dagegen bis zu 5% der equinen B-Lymphozyten eine Expression von eqCD5
(BLANCHARD-CHANNELL et al. 1994). Das entsprechende Antigen kommt bei 10 bis
25% der B-Lymphozyten aus dem peripheren Blut des Menschen vor. In der fetalen Milz und
in Nabelschnurblut werden noch deutlich héhere Prozentsdtze erreicht (KIPPS 1989).
CD5" B-Lymphozyten, die auch als B-1-Zellen bezeichnet werden, entstehen in einer frithen
Entwicklungsphase und unterscheidet sich in einigen Punkten von gewdhnlichen B-Zellen.
Beispielsweise sind sie in der Lage, ohne Unterstiitzung von T-Zellen Antikorper der IgM-
Klasse zu produzieren (MARTIN und KEARNEY 2001). Da die antigenspezifische
Wechselwirkung mit T-Zellen in diesem Fall nicht stattfindet, unterbleibt die Ausbildung
eines immunologischen Gedachtnisses. Somit ist das Spektrum von Spezifitit und
Wirksamkeit der B-1-Zellen, die hauptsdchlich im Bereich von Korperhohlen aktiv sind,
begrenzt JANEWAY und TRAVERS 2002).

2.1.8.3.4 CD8

Analog zur Situation beim Menschen werden equine CD8" Zellen als Subpopulation von
T-Lymphozyten (zytotoxische T-Zellen) angesehen. Immunprézipitationsversuche zeigten,
dass es sich bei dem CD8 Molekiil des Pferdes (eqCD8) um ein Heterodimer handelt, das
durch nicht-kovalente Bindungen zusammengehalten wird. Die Molekulargewichte der beiden
Ketten betragen 32 und 39 kDa (KYDD ef al. 1994). Nach durchflusszytometrischen
Untersuchungen sind im peripheren Blut ca. 18% der T-Zellen Triger des eqCD8 (LUNN et
al. 1991). Es ist zudem bekannt, dass ein Teil der equinen y5-T-Zellen das CD8 Molekiil
exprimiert (TSCHETTER et al. 1998). Angaben zum genauen Prozentsatz und zur Verteilung
dieser Zellen im Gewebe fehlen jedoch.

(Zur Funktion der CD8" Lymphozyten s. Kap.2.1.5, S. 6 ff.)
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2.1.8.3.5 CD9

Das CD9-Antigen, das ein Molekulargewicht von 24 kDa aufweist, wird
physiologischerweise von verschiedenen humanen Zellarten exprimiert. Dazu gehdren im
Blut so genannte Prd-B-Zellen, eosinophile und basophile Granulozyten. Zusitzlich ist das
Molekiil auf Blutplattchen und aktivierten T-Zellen zu finden. Das Vorkommen von CD9 auf
Monozyten wird auf anheftende Thrombozytenfragmente zuriickgefiihrt. Im Gewebe liegt der
Rezeptor sowohl auf Gehirn- und peripheren Nervenzellen als auch in der glatten
GefaBmuskulatur vor (BOUCHEIX ef al. 1991; JANEWAY und TRAVERS 2002).
Zusammen mit anderen Transmembran-Proteinen gehort das CD9-Antigen zur Familie der
Tetraspanine. Es spielt eine wichtige Rolle bei Zell-Fusionen, beispielsweise im Rahmen der
Fortpflanzung (MIYADO et al. 2000).

Mit einem humanen Antikorper gegen CD9 (MCA 469S) konnten 20 bis 30% der
Lymphozyten, 40 bis 60% der Monozyten und zwischen 90 und 100% der Granulozyten aus
dem peripheren Blut von Pferden markiert werden (BRODERSEN et al. 1998).

2.1.8.3.6 CD13

Beim Menschen ist das CD13-Antigen, das ein molekulares Gewicht von 150 kDa besitzt und
als Aminopeptidase-N identifiziert wurde, auf allen Granulozyten und Blut-Monozyten
prasent. Zusdtzlich kommt es im Diinndarm und im Epithel des proximalen Nierentubulus
vor. Durch Versuche mit monoklonalen Antikérpern wurde unter Beriicksichtigung seiner
Verteilung und dem Molekulargewicht ein dem menschlichen CD13 homologes Antigen beim

Pferd (eqCD13) identifiziert (KYDD et al. 1994).

2.1.8.3.7 B-Zell-Marker

Im Verlauf des ersten und zweiten internationalen Workshops iiber equine Leukozyten-
Antigene wurden mehrere Antikorper zur Markierung von B-Lymphozyten beim Pferd unter
einheitlichen Bedingungen getestet (KYDD et al. 1991; LUNN et al. 1994). Dabei eigneten
sich beim ersten Workshop vier Antikérper (WS41, WS65, WS68 und WS81) zur Detektion
von B-Zellen, wobei davon ausgegangen wird, dass sie unterschiedliche Strukturen
markieren. Allerdings war es bei drei der Immunglobuline nicht sicher moglich, ihr genaues
Ziel-Antigen festzulegen. Der Antikdrper WS41 reagiert aber nachweislich mit 16slichem IgG
aus equinem Serum (KYDD et al. 1994). Fiir WS65 wird aufgrund seiner Gewebsverteilung
und seines Massengewichtes angenommen, dass er das equine Homolog zum CD19-Antigen

des Menschen erkennt. WS81 bindet eventuell an den CD45 Rezeptor auf B-Lymphozyten.
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Die Versuche des zweiten Workshops, bei dem noch drei weitere Reagenten untersucht
wurden, zeigten, dass die Antikérper WS73 und WS104 zur Prizipitation von Antigenen mit
85 und 240 kDa in der Lage waren. Fiir WS73 wird ebenfalls vermutet, dass er das equine
Aquivalent des humanen CD19 Rezeptors markiert (ZHANG et al. 1994; LUNN et al. 1998).
(Zur Funktion der B-Lymphozyten s. Kap. 2.1.5, S. 6 ff.)
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2.2 Die Chronisch Obstruktive Bronchitis (COB) des Pferdes

2.2.1 Definition und Allgemeines

Die equine COB besitzt in Deutschland und anderen europdischen Léndern -eine
herausragende Bedeutung unter den respiratorischen Erkrankungen des Pferdes (MAIR und
DERKSEN 2000). Sie ist als chronische Entziindung der kleinen Atemwege definiert, die mit
Hyperreagibilitdt und rezidivierender Obstruktion der Bronchiolen einhergeht. Ursdchlich
wurden schon friih Zusammenhdnge mit Heustaubexposition und Stallhaltung der Tiere
erkannt (LOWELL 1964). Die Leistungsfahigkeit der betroffenen Patienten wird héufig
betrachtlich limitiert, und es kommt aufgrund der dauernden Unbrauchbarkeit zu einem
frithzeitigen Ausscheiden der Tiere aus Sport oder anderweitiger Nutzung (GERBER 1973).
In der tierdrztlichen Pferdepraxis werden heutzutage durch eine verbesserte Information der
Pferdebesitzer und der daraus resultierenden Optimierung von Haltungs- und
Managementbedingungen vor allem Pferde mit einer eher milden, chronisch verlaufenden
Erkrankungsform vorgestellt (FEY 2005). Daneben existiert eine akute, schwere Form der
COB, die vor allem im Rahmen experimenteller Studien eine Rolle spielt, bei denen durch
Provokationsversuche starke Krankheitsschiibe induziert werden. Diese ,,akuten Schiibe der
COB werden seit dem Jahr 2000 als Exazerbationen der Recurrent Airway Obstruction
(RAO) bezeichnet. Sie ist laut Definition durch Umgebungswechsel oder die Gabe
medikamenteller Bronchodilatatoren komplett reversibel und muss sowohl mit einer
hochgradigen Atemwegsobstruktion als auch mit mindestens 25% PMN in der BALF
verkniipft sein (ROBINSON 2001).

2.2.2 Inzidenz

In Westeuropa und GrofBbritannien, wo die Stallhaltung tiblich und Heu- und Strohqualitét
aufgrund von nassen Witterungsperioden im Friithjahr und Sommer oft mangelhaft sind, ist die
COB eine der héaufigsten Atemwegserkrankungen erwachsener Pferde (MAIR und
DERKSEN 2000). Weltweit schwankt ihre Inzidenz aus den klimatischen Griinden deutlich.
Sie wird je nach Studie mit 54% (BRACHER et al. 1991) bzw. 37% (WINDER et al. 1991) in
der Schweiz angegeben und fdllt bis hin zu 12% in manchen Regionen Nordamerikas
(LARSON und BUSCH 1985). In einer Untersuchung an 270 Pferden mit Erkrankungen des
Respirationstraktes im Vereinigten Konigreich litten 16,7% der Tiere an akuten Infektionen
der Atemwege. Im Gegensatz dazu wurde bei 54,8% der Patienten COB unterschiedlichen

Schweregrades festgestellt (DIXON et al. 1995a). Im Rahmen einer Erhebung an 30

21



2 Literaturiibersicht

vorberichtlich lungengesunden Schweizer Sportpferden stellten GERBER et al. (2003)
endoskopisch und iiber die Differentialzytologie der BALF bei 100% der Probanden mehr
oder weniger starke Entziindungszeichen der unteren Atemwege fest. Somit muss auch in
Deutschland damit gerechnet werden, dass neben offensichtlich kranken Tieren viele Pferde
subklinisch betroffen und damit eventuell in ihrer Leistungsfihigkeit beeintrdchtigt sind.
In trockenen Regionen der Erde, wie beispielsweise in Kalifornien oder Australien, spielt die

equine COB dagegen keine nennenswerte Rolle (ROBINSON et al. 1996).

2.2.3 Klinik

Die klinische Symptomatik der equinen COB ist sehr variabel und verdndert sich mit den
Haltungs- und Umweltbedingungen. In den meisten Fillen verschlimmern Staubbelastung,
Ammoniakddmpfe, Pilzsporen und dhnliche unspezifische Reize die Atemwegsobstruktion
(THOMSON und McPHERSON 1984; CLARKE 1993a; DIXON et al. 1995d). Aus diesen
Griinden verschlechtert sich die Krankheit oft saisonal im Winter bei ausschlieBlicher
Stallhaltung der Pferde. Andererseits konnen selbst schwer erkrankte Tiere bei Weidehaltung
und heuloser Fiitterung {iber lange Perioden symptomfrei sein (THOMSON und
McPHERSON 1984; JACKSON et al. 2000). Wahrend sie im Anfangsstadium meist nur bei
Belastung auffillig wird, zeigt die COB bei vielen Patienten einen progressiven Charakter. In
anderen Fillen wird aber auch von einem akuten Krankheitsbeginn berichtet (McPHERSON
und THOMSON 1983). Dem Tierarzt werden die Pferde haufig wegen allgemeiner
Leistungsinsuffizienz vorgestellt. Weitere Symptome sind Husten mit zuweilen anfallsartigem
Charakter, mukopurulenter Nasenausfluss sowie vermehrte Anstrengung beim Atmen und
dabei v. a. eine abdominale Betonung in der Exspirationsphase (BEECH 1989a). Bei der
klinischen Untersuchung koénnen neben einer Erhohung der Atemfrequenz (McPHERSON
und THOMSON 1983) auskultatorisch abnormale Lungengerdusche bis hin zum Hiemen und
Giemen festgestellt werden. Allerdings ist auch bei chronischem Husten nicht immer ein
pathologischer Auskultationsbefund zu erheben. In fortgeschrittenen Féllen zeigt sich mittels
Perkussion eventuell eine VergroBBerung des Lungenfeldes nach ventrokaudal mit iiberlauten
Schallbezirken. Sie sind Zeichen iiberméBig luftgefiillter Alveolen (Hyperinflation) oder
emphysematoser Lungenbezirke (GERBER 1973; DERKSEN 1993; BEECH 1989a).

Da die Symptomatik im Ganzen sehr unspezifisch und eine klinische Diagnose haufig nur bei
ernsthaften funktionellen Storungen sicher zu stellen ist, haben sich weiterfiihrende
Untersuchungen als unerlésslich erwiesen (DIXON et al. 1995¢; SASSE et al. 1995a; SASSE
1996). Hierzu zahlt die Analyse von Sauerstoff- (p,O,) und Kohlendioxidpartialdruck (p,CO;)
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in einer arteriellen Blutprobe. Auf dem Hohenniveau Normalnull sollte der physiologische
POz von 100 +5 mmHg nicht unterschritten und ein p,CO, von 40 +£5 mmHg nicht
iiberschritten werden (SASSE 1971). Bei Berechnung der zwischen unterschiedlichen Hohen-
und Wetterlagen besser vergleichbaren Alveoloarteriellen Sauerstoffpartialdruckdifferenz
(p(a-2)02) erreichen lungengesunde Pferde in der Regel Werte <7 mmHg (ROBINSON et al.
2001). Hilfreich ist zudem die tracheobronchoskopische Untersuchung. Dabei ist in der
Luftrohre COB-kranker Patienten zdher, mukopurulenter Schleim in unterschiedlichen
Mengen, meist in Kombination mit einer mehr oder weniger ausgepriagten
Schleimhautschwellung und -hyperdmie zu erwarten (ROBINSON et al. 2001). Durch die
lichtmikroskopische Differenzierung von Zellen aus der BALF, die im Zuge der Endoskopie
entnommen werden kann, gelingt es in vielen Fillen, die Verdachtsdiagnose der COB

abzusichern (WINDER et al. 1990; DIXON 1995a).

2.2.4 Atiologie

In den meisten Publikationen zur Ursache der equinen COB wird von einer multifaktoriellen
Atiologie bzw. von einem Synergismus verschiedener Faktoren berichtet (EYRE 1972;
SCHMIDT und PRIMER 1975; THEIN 1981a; EICHHORN 1989).

Laut MARTTI ef al. (1991; 2002) hingt die Manifestation der Erkrankung wie beim atopischen
Asthma des Menschen (ABERG 1993) von einer genetischen Pridisposition ab. Als
atiologisch relevant gelten daneben die unspezifische und die spezifische bronchiale
Hyperreagibilitit, wobei letztere eine allergische Reaktion auf definierbare Antigene darstellt
(KLEIN und DEEGEN 1986; ROBINSON et al. 1996). Als Reagibilitit der Atemwege wird
ein natiirlicher Abwehrmechanismus verstanden, der das Individuum durch Verengung der
Bronchien vor inhalierten Reizen schiitzt. Eine abnorm erhohte Reaktionsbereitschaft entsteht
in der Anfangsphase der COB beispielsweise durch Infektionen mit Bakterien, Parasiten oder
epitheliotropen Viren (DEEGEN et al. 1987; SASSE 1995a). Durch diese Vorschiadigungen,
die u. a. die Zerstdrung von zilientragenden Zellen und die Ausschiittung von
Entziindungsmediatoren in die Zwischenzellriume beinhalten, steigt auch die Reagibilitit
gegeniiber unspezifisch irritierenden und bronchokonstriktorisch wirksamen Faktoren. Dies
konnen beispielsweise mechanisch reizende Staubpartikel aus Haaren und Hautschuppen,
eingetrocknetem Kot, Einstreu- oder Futterpartikeln sein (WATHES et al. 1983). Daneben
sind chemische Stoffe (z. B. Ammoniak, Schwefelwasserstoff, Kohlendioxid oder Histamin)

und thermische Reize zu nennen (MAYER 1980; HALLIWELL et al. 1993). KLEIN und
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DEEGEN (1986) beschreiben den so genannten Histamininhalationsprovokationstest zum
Nachweis der unspezifischen Hyperreagibilitit.

Organischer Staub aus Pferdestillen setzt sich aus iiber 70 verschiedenen Schimmelpilzarten,
einer grolen Anzahl an Milben, Bakterien, Endotoxinen und anorganischen Komponenten
zusammen (CLARKE und MADELIN 1987; ZEITLER-FEICHT 1988; CLARKE 1993a;
WOODS et al. 1993; HARTUNG 1998). Im Hinblick auf eine spezifische Hyperreagibilitat
besteht dieser Staub folglich aus einer Vielzahl von Antigenen, von denen eventuell etliche
chronische Atemwegsentziindungen beim Pferd hervorrufen oder verschlimmern konnen
(HALLIWELL et al. 1979; RADE 1996; McGORUM 1998). Fiir Schimmelpilze und
bakterielles Endotoxin wurde zudem nachgewiesen, dass sie sich gegenseitig in ihrer
Pathogenitit potenzieren (PIRIE et al. 2001; NEVALAINEN et al. 2002).

In den nordlichen Teilen GroBbritanniens scheinen der thermophile Aktinomyzet Faenia
rectivirgula und der Schimmelpilz Aspergillus fumigatus eine wichtige Rolle fiir die
Hyperreagibilitit der Atemwege zu spielen (McGORUM et al. 1993a). Aullerdem gelten
Thermoactinomyces vulgaris (PIRIE et al. 2002) und Griserpollen (McPHERSON et al.
1979a) als potentielle Allergene. Bei Pferden mit COB wurde in der Lunge eine verstérkte
antikdrperabhingige Immunantwort auf Schimmelpilze festgestellt (HALLIWELL et al.
1993; SCHMALLENBACH et al. 1998). Dabei ist noch nicht geklart, ob diese urséchlich mit
der Hyperreagibilitit zusammenhédngt, oder ob sie lediglich als Zeichen fiir einen
vorangegangenen Antigenkontakt zu interpretieren ist (RADE 1996; ROBINSON et al
2001). Eine spezifische Hyperreagibilitit sollte aber zumindest als Teil der Ursache fiir die
COB beim Pferd angenommen werden. Weitgehend unklar ist jedoch, ob es sich um eine IgE-
vermittelte Uberempfindlichkeit vom Typ I (SCHMALLENBACH 1997), um eine spite IgE-
vermittelte Uberempfindlichkeitsreaktion (McGORUM et al. 1993b) oder um eine allergische
Reaktion vom Typ III handelt (McPHERSON et al. 1979a; SASSE et al. 1985a). Aullerdem
wird eine gemischte Form aus Typ I und III diskutiert (HALLIWELL et al. 1979;
McPHERSON und THOMSON 1983). In diesem Zusammenhang ist fiir die Maus bekannt,
dass bestimmte Kohlenhydrate von Aspergillus fumigatus eine Ty2-Immunantwort induzieren
konnen (YAMASHITA et al. 2002).

Erschwert wurde die Erforschung der immunologischen Grundlagen der equinen COB bislang
durch das Fehlen spezifischer Nachweisreagenzien fiir equines IgE. Mit der Entwicklung
rekombinanter Detektionsantikdrper (WAGNER et al. 2003) wird es zukiinftig moglich sein,
die Anwesenheit dieser Immunglobulinklasse und damit die Rolle der Typ I-Hypersensitivitit

fiir diese Pferdekrankheit ndher zu beleuchten (s. Kap. 2.1.6.4, S. 11).
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2.2.5 Pathogenese

Bei der COB des Pferdes spielen obstruktive Atemwegsverdnderungen eine entscheidende
Rolle. Diese Verengung wird einerseits durch Spasmen der glatten Muskulatur von Bronchien
und Bronchioli, andererseits durch die Anhdufung von iiberméfig viskosem Sekret (Hyper-
bzw. Dyskrinie) verursacht (ROBINSON et al. 1996). Uber lumeneinengende
Bronchialwandprozesse wie Odematisierung und Hyperplasie des Epithels fiihrt zudem die
entziindliche Schleimhautschwellung zur Obstruktion der kleinen Atemwege (HAJER und
SASSE 1980; VAN DEN INGH 1985; DERKSEN 1993). Als Charakteristikum fiir die
equine COB sehen SCHOON und DEEGEN (1982) sowie WINDER und VON
FELLENBERG (1988) eine teilweise makroskopisch erkennbare, lymphozytér infiltrierte

Peribronchiolitis an.

2.2.5.1 Die Rolle der neutrophilen und eosinophilen Granulozyten

Bei der Pathogenese des humanen Asthmas spielen neutrophile Granulozyten eine eher
untergeordnete Rolle (KAY und CORRIGAN 1992), nur bei sehr schweren Krankheitsformen
scheint eine neutrophil geprigte Entziindung beteiligt zu sein (JATAKANON et al. 1999). Im
Gegensatz dazu besitzen neutrophile Granulozyten bei der equinen COB, die dem Asthma des
Menschen in einigen Punkten dhnelt, eine wichtige Bedeutung. In diversen Studien wurde
nachgewiesen, dass eine exazerbierte Krankheitsphase von einem PMN-Influx in das
pulmonale Gewebe und damit einer Neutrophilie in der BALF begleitet ist (DERKSEN et al.
1985; LARSON und BUSCH 1985; WINDER et al. 1991; McGORUM und DIXON 1994;
DIXON et al. 1995b; MOORE und COX 1996; ROBINSON et al. 1996; FRANCHINI et al.
1998; BRAZIL 1999). Die Hohe des Prozentsatzes der Neutrophilen ist dabei mit dem Grad
der klinischen Symptomatik positiv korreliert (BRACHER et al. 1991; WINDER et al. 1991).
Bei an COB leidenden Versuchspferden konnten nach Provokationstests mit Heu- und
Strohstaub sogar Werte von iiber 90% ermittelt werden. Im Zuge dieser massiven
prozentualen Zunahmen kam es auch zu einer Erh6hung der absoluten Neutrophilenzahlen in
der Lavagefliissigkeit (McGORUM et al. 1993a). Allerdings sind die von den erwidhnten
Autoren verwendeten Probanden nur begrenzt mit klinischen Patienten vergleichbar, die
neben einer schwécheren Symptomatik auch deutlich niedrigere Anteile an PMN in ihrer
BALF aufweisen (DIXON et al. 1995b; KLEIBER ef al. 1999; BERENDONK 2000; FEY
2005). Selbst fiir hochgradig COB-kranke Patienten werden maximale Prozentsidtze von
mittleren 7 £3,8% bzw. knapp 30% neutrophile Granulozyten angegeben. Der hdochste
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durchschnittliche PMN-Anteil im Rahmen einer klinischen Erhebung liegt bei rund 45%
(BENDALI-AHCENE et al. 1995) (s. Tab. 1).

Tab. 1: Angaben unterschiedlicher Autoren zum Differentialzellbild der BALF bei der
COB des Pferdes
McGorum® | Dixon' Bendali- | Kleiber'” | Berendonk'” Fey'
Autor et al. etal. | Ahcene'” | etal. 2000 2005
1993a 1995b et al. 1999
Anteil 1995
[%] n=38 n=148 n=7 n=4 n=11 n=132
PMN 70,6 20,5 45,5+12,4 7 £3.,8 28,7 £16,6 10,3
(10,3-97,7) | (5,5-98,0) (5,4/15,6)
Makrophagen 13,9 42,0 27,9 £10 k. A. 32,3+17,4 30,0
(0,3-45,3) | (1,0-72,5) +12,7
Mastzellen 1,0 2,3 6 £5,6 k. A. 2,3+2,7 1,22
(0-5,3) (0-27,0) (0,7/2,1)
Lymphozyten 15,7 25,7 20,1 £6,0 k. A. 36,5 +17,1 55,4
(2,0-38,7) (0-60,3) +12,7

Angegeben ist jeweils der Mittelwert in Prozent (Bandbreite) oder
+Standardabweichung bzw. kursiv der Median ( 1./3. Quartil) in %

! Diese Autoren verwendeten Patientengut aus den jeweiligen Kliniken
? Es wurden ausschlieBlich die Werte zu der am schwersten betroffenen
Tiergruppe aufgefiihrt

? nach experimenteller Staubinhalation

k. A.: keine Angaben

Die schiddigende Wirkung der PMN besteht in ihrer Fihigkeit, reaktive Stoffe wie
beispielsweise Stickstoffoxid, toxische Produkte aus Sauerstoff und unterschiedliche
Proteasen freizusetzen. Zusammen mit ebenfalls sezernierten Entziindungsmediatoren kénnen
diese zumindest teilweise fiir die Schadigung des pulmonalen Gewebes und fiir die
Entstehung von Lungenemphysemen bei schweren Verldufen der equinen COB
verantwortlich gemacht werden. Bei emphysematdsen Lungenverdnderungen des Menschen
spielt insbesondere das Enzym Elastase eine entscheidende Rolle (ABRAMSON et al. 1991).
Die beiden Chemokine Interleukin-8 (IL-8) und das Makrophage Inflammatory Protein-2
(MIP-2) sind iiber die chemische Anlockung der Neutrophilen an deren Emigration in die
Atemwege beteiligt (FRANCHINI ef al. 1998; MARR et al. 1999). Eine Untersuchung zur
Expression von IL-8 und anderen Mediatoren in der BALF von Versuchspferden mit
induzierbarer COB verglich den Zustand vor und nach der inhalativen Applikation eines

Glukokortikoids bzw. die asymptomatische Phase der Remission mit der Exazerbation. Dabei
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exprimierten zu jedem Untersuchungszeitpunkt gesunde Pferde in ihrer BALF weniger
mRNA fiir IL-8 als COB-kranke Tiere (GIGUERE et al. 2002). In einer fritheren Studie
konnte allerdings keine direkte Korrelation zwischen der IL-8 Konzentration in der BALF
und dem Prozentsatz der Neutrophilen hergestellt werden. Die Autoren vermuteten
zusétzliche Mechanismen, die fiir die Anlockung der PMN in die Atemwege verantwortlich
sind (FRANCHINI et al. 2000). Im Jahre 2005 wurde eine Arbeit publiziert, aus der
hervorgeht, dass bei COB-kranken Pferden in der BALF eine erhdhte Expression der mRNA
fiir IL-17 vorliegt. Dieses Zytokin wird von aktivierten T-Lymphozyten sezerniert und fiihrt
zur Reifung, Anlockung und Aktivierung von Neutrophilen (DEBRUE et al. 2005). Eine
Bedeutung wird auch anderen Mediatoren, darunter beispielsweise dem Platelet-activating
Factor (PAF), Leukotrien B4 (LTB4) (FOSTER et al. 1992; FAIRBAIRN et al.1996; MARR
et al. 1998) und Adhidsionsmolekiilen (z.B. B2-Integrin) (MARR et al. 1998; MARR et al.
1999) zugemessen. Transkriptionsfaktoren wie der Kernfaktor-xB (NF-kB) fithren auBerdem
zur Uberexpression von proinflammatorischen Proteinen (BUREAU et al 2000). In
Zusammenhang mit der Verursachung des Lungenemphysems wurden in den letzten Jahren
die Matrixmetalloproteinasen (MMP) und bei der COB des Pferdes insbesondere die MMP-9
erforscht. Auf diesem Gebiet werden Ansdtze fiir neue diagnostische und therapeutische
Verfahren gesehen (RAULO et al. 2001).

Die héufigste Asthmaform des Menschen, das atopische Asthma, weist in Bezug auf die
Reversibilitit der klinischen Symptomatik und das Ansprechen auf Glukokortikoide
Gemeinsamkeiten mit der equinen COB auf (ROBINSON et al. 1996). Die Erkrankungen
dhneln sich zudem in ihrem histopathologischen Bild (SCHOON und DEEGEN 1983;
WINDER und VON FELLENBERG 1988; KAUP et al. 1990a; b; BARNES et al. 1998;
HOLT et al. 1999), so dass sich die Frage stellt, inwieweit auch auf pathogenetischer Ebene
Vergleichbarkeit besteht. Als Ursache fiir das Asthma des Menschen gilt eine Typ-I-
Hypersensitivitit, die sowohl im Blutplasma als auch in der BALF durch einen vermehrten
Gehalt an IgE gekennzeichnet ist. Zusitzlich kommt es im Bronchialepithel und in der BALF
zu einer Ansammlung von proinflammatorischen eosinophilen Granulozyten, die in starkem
MaBe an der Pathogenese beteiligt sind (BOUSQUET er al. 1990, KAY 1991). Neben
basischen Proteinen aus kristalloiden Granula, die fiir die Zerstérung des Schleimhautepithels
verantwortlich gemacht werden, beeinflussen Botenstoffe aus der Zellmembran [z. B. der
Platelet Activating Factor (PAF) und Leukotrien C4 (LTC,)] die Kontraktionsfahigkeit der
glatten Bronchialmuskelzellen, die Permeabilitit der kleinsten Gefile und die

Mukussekretion. Die Anzahl der Eosinophilen hingt mit der Schwere der Erkrankung
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zusammen und eine erfolgreiche Behandlung geht in der Regel mit einer Abnahme der
lokalen Eosinophilie einher (KAY und CORRIGAN 1992). Obwohl Mediatoren und Produkte
der PMN auch beim Menschen die Atemwegsfunktion beeinflussen und modifizieren kdnnen,
besitzen Neutrophile bei der Entstehung des atopischen Asthmas keine definierte Rolle (KAY
1992). Fiir Gewebeverdanderungen bei anderen humanen respiratorischen Erkrankungen wie
der Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) der Raucher oder der Lungenfibrose
sind sie hingegen von grofler Bedeutung (PRASSE und MATTHYS 2002; PRASSE und
COSTABEL 2002).

Bei sechs von acht COB-kranken Pferden wurde beobachtet, dass in einer frithen
Erkrankungsphase der typische Anstieg des Pleuraldrucks von einer PMN-Einwanderung in
die Atemwege ohne Eosinophilie begleitet war (FAIRBAIRN ez al. 1993). Neben einer
Vielzahl von Publikationen zur Neutrophilie der BALF als Hauptbefund bei der COB des
Pferdes (DERKSEN er al. 1985; LARSON und BUSCH 1985; WINDER et al. 1991;
McGORUM und DIXON 1994; DIXON ef al. 1995b; MOORE und COX 1996; ROBINSON
et al. 1996; FRANCHINI ef al. 1998; BRAZIL 1999) existiert nur eine Veroffentlichung tliber
erhohte Prozentsitze von Eosinophilen. Bei der Untersuchung von 148 Probanden berichten
DIXON et al. (1995b) von zwei COB-Pferden mit Anteilen von 8 bzw. 17% Eosinophilen in
ihrer BALF. Entsprechend gering wird ihre Bedeutung bei der Pathogenese eingeschétzt
(FAIRBAIRN et al. 1993; BERENDONK et al. 2000). Das atopische Asthma des Menschen

und die equine COB kdénnen somit diesbeziiglich kaum als vergleichbar gelten.

2.2.5.2 Immunphiinotypisierung von BAL-Lymphozyten bei der COB des Pferdes

Es wird vermutet, dass bei Pferden, die an COB leiden eine spezifische Immunantwort
entscheidend zur Pathogenese beitrdgt. Neben Makrophagen sollen unterschiedliche
Subpopulationen von T-Lymphozyten mit der Produktion wund Sekretion von
proinflammatorischen Zyto- und Chemokinen u. a. fiir den Neutrophilen-Influx in die kleinen
Atemwege von Bedeutung sein. Zudem werden sie iiber die Ausschiittung von Lymphokinen
und anderen Mediatoren bzw. entsprechende Folgereaktionen nach einem Antigen-Kontakt
fiir typische pathologische Verdanderungen verantwortlich gemacht. Weiterhin wird diskutiert,
inwieweit B-Lymphozyten mit der Produktion von Antikdrpern einen pathogenetischen
Beitrag leisten (ROBINSON et al. 1996; McGORUM et al. 1993a).

McGORUM et al. (1993b) verglichen Lymphozyten-Subpopulationen in peripherem Blut und
BALF bei lungengesunden und COB-kranken Versuchspferden. In der asymptomatischen

Phase konnte in der BALF kranker Tiere ein groferer Anteil an B-Zellen und ein geringerer
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Prozentsatz an CD5", aber CD8™ Zellen als bei den Gesunden festgestellt werden. Dabei
werteten die Autoren die letztgenannten als CD4" Lymphozyten. Kranke Pferde wiesen nach
der Krankheitsinduktion einen hoheren Prozentsatz an CD5/CD8 Lymphozyten als die
Kontrollen auf, und es kam zu einer Abnahme des Anteils der CD8" Zellen (s. Tab. 2). Diese
Befunde decken sich mit dem humanen Asthma (METZGER et al. 1987; GERBLICH et al.
1991) und werden als selektive Einwanderung von (aktivierten) T-Helferzellen ins
Lungengewebe nach Allergenexposition interpretiert (McGORUM et al. 1993a). Auch
RAILTON (1994) aus derselben Arbeitsgruppe kommt zu dem Schluss, dass eine exazerbierte
Krankheitsform von einem prozentualen Anstieg der CD4" Subpopulation in der BALF
begleitet ist (s. Tab. 2, S. 30). Wie McGORUM et al. (1993a) vermutet er eine zusitzliche
Beteiligung von B-Lymphozyten an der Pathogenese der equinen COB, da in dem
untersuchten Krankheitsstadium erhohte Anteile dieser Zellart festzustellen waren. WATSON
et al. wiesen auf Lymphozyten aus peripherem Blut und BALF von Kontrolltieren und
kranken Versuchspferden die Antigene CD3, CD4 und CDS8 bzw. B-Zellen nach. Die
Provokation der Krankheitssymptome erfolgte durch eine vierzehntéigige Periode in staubigen
Stillen. Fiir den Prozentsatz der T-Zellen (CD3") an Lymphozyten in der BALF geben die
Autoren Werte von 70 bis 92% an. Bei 16 von 18 Proben war der Anteil der CD8" Zellen
grofer als derjenige der T-Helferzellen, so dass ein umgekehrtes Verhéltnis zum peripheren
Blut vorlag. In allen Fillen wurde, in Ubereinstimmung mit RAILTON (1994), nach der
Aufstallung ein erhohter Prozentsatz an B-Lymphozyten ermittelt. Dagegen erwies sich der
Anteil der CD4" Zellen nach der Provokation als signifikant erniedrigt. Allerdings wurden
diese Effekte sowohl in der Gruppe der kranken als auch der lungengesunden Tiere
beobachtet (WATSON er al. 1997). RUSH et al. (1998) fiihrten an BALC neben
differentialzytologischen Untersuchungen auch eine Phénotypisierung von
Lymphozytensubpopulationen durch, um den Einfluss von Kortikosteroiden zu iiberpriifen.
Dabei wurden iiber sieben Tage Glukokortikoide in Aerosolform bzw. parenteral an COB-
kranke Versuchspferde appliziert und die Wirkung auf zelluldrer Ebene miteinander
verglichen. Eine Kontrollgruppe kranker Tiere erhielt aerosoliertes Treibmittel als Placebo.
Zur Krankheitsinduktion wurden die Pferde iiber sieben Tage schimmeligem Heu und Stroh
ausgesetzt. Am 7. und 14. Tag nach Behandlungsbeginn war bei den Kontrolltieren ein
hoherer Anteil an CD4" und B-Lymphozyten zu ermitteln als bei den beiden anderen Gruppen
(RUSH et al. 1998).

Die drei im Folgenden zitierten Autoren (BENDALI-AHCENE et al. 1995; KLEIBER et al.
1999; BERENDONK 2000) arbeiteten mit Pferden, die aufgrund von COB unterschiedlichen
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Schweregrades in den entsprechenden Kliniken vorgestellt und keiner experimentellen
Krankheitsinduktion ausgesetzt wurden. Es handelte sich folglich um ,,normale Patienten,
die sich in den meisten Féllen nicht in einer akut exazerbierten Krankheitsphase, sondern in
einem mehr oder weniger ausgeprigten chronischen Stadium befinden. Im Jahre 1995
publizierten BENDALI-AHCENE et al. eine Studie, die u. a. die durchflusszytometrische
Charakterisierung von Lymphozyten aus der BALF von zehn COB-kranken Patienten
umfasste. Sowohl die Anzahl als auch der relative Anteil aller T-Zellen (CD5", CD4" und
CDS8") waren im Vergleich zu einer lungengesunden Kontrollgruppe vermindert (s. Tab. 2,
folgende Seite). Diese Ergebnisse widersprechen der Hypothese, dass ein Anstieg aktivierter
Helferzellen fiir die Pathogenese der equinen COB von Bedeutung sein konnte. Es geht
allerdings aus der Veroffentlichung nicht hervor, ob die Kontrolldaten der gesunden Tiere im
Verlauf derselben Studie gewonnen wurden oder ob sie fritheren Untersuchungen von VRINS
et al. (1988) entstammen. Die Autoren heben sich auch hinsichtlich des physiologischen
Anteils der B-Lymphozyten in der BALF stark von den anderen Untersuchern ab. Wéhrend in
der Regel zum Nachweis von B-Zellen der Antikdrper WS81 verwendet wurde (McGORUM
et al. 1993; HINES et al. 1996; BALSON et al. 1997), fairbten BENDALI-AHCENE et al.
(1995) und BERENDONK (2000) B-Zellen mit Hilfe polyklonaler Antikérper an.
In einer Arbeit von KLEIBER wurden Detektionsantikérper gegen CD3, CD4, CDS5, CD8,
MHC I und II verwendet, um T-Zell-Subpopulationen in der BALF von COB-Patienten niher
zu charakterisieren. Die Autoren teilten 25 Pferde in verschiedene Krankheitsgrade ein, die
miteinander verglichen wurden: gesunde, subklinisch bis leicht erkrankte, mittelgradig und
hochgradig kranke Tiere. Fiir alle Patienten machten T-Lymphozyten (CD3") den groBten
Teil der analysierten Lymphozyten in &hnlichen Prozentsdtzen aus. Im Vergleich mit den
Kontrolltieren hatten die hochgradig kranken Tiere zwar eine erhohte absolute Anzahl an
CD4" Zellen in der BALF, ihr Prozentsatz war zwischen den beiden Gruppen allerdings
vergleichbar. Pferde mit einer gering- bzw. mittelgradigen COB besaflen im Unterschied zu
den lungengesunden Tieren erniedrigte Anteile dieser Subpopulation. In allen Gruppen mit
kranken Probanden waren der Prozentsatz und die absolute Anzahl der CD8" Zellen und der
Prozentsatz an CD8/MHC II' Zellen erhoht. AuBerdem konnten fiir diese beiden
Subpopulationen positive Korrelationen mit dem Krankheitsstadium ermittelt werden, so dass
eventuell nicht nur CD4" Lymphozyten, sondern auch zytotoxische T-Zellen eine Rolle bei
der Pathogenese der equinen COB spielen (KLEIBER ef al. 1999). Untersuchungen von
BERENDONK (2000), bei denen die Autorin klinische Patienten (n=27) in drei

verschiedenen  Erkrankungsstadien miteinander verglich, ergaben zwischen den
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Schweregraden der COB bei der Phinotypisierung der Lymphozyten weder fiir CD4" noch

fiir CDS" Zellen signifikante Unterschiede.

Tab. 2: Anteile der Lymphozytensubpopulationen in der BALF lungengesunder
adulter Kontrolltiere und COB-kranker Pferde
Autor Tierzahl | B-Zellen CD5" CD4" CDS8"
McGorum | gesunde 6 4,7% 95,3% 43,9% 51,4%
etal. Pferde (2,4-5,6%) | (94,4-97,6%) | (20-58%) (48-63%)
(1993a)’ COB- 6 signifikant keine signifikant signifikant
kranke hoher Verdnderung hoher niedriger
Railton | gesunde 6 2,2% 82,5% 15,0% 46,5%
(1994) Pferde (0,9-12,2%) | (54,1-95,6%) | (2,2-31,9%) | (39,6-59,9%)
COB- 6 7,7% 82,2% 26,8% 42,0%
kranke (2,5-14,4%) | (56,6-99,2%) | (11,4-39,9%) | (33,9-45,8%)
Bendahli- | gesunde ?” 21,3% 92,2% 73,6% 47,7%
Ahcene et | Pferde
al. (1995) mgr. 3 12,9% 57,3% 39,6% 35,6%
COB (£1,7%) (£8,4%) (#9,1%) (#9,8%)
hgr. 7 32,2% 49,3% 38,2% 35,0%
COB (+8,0) (£13,0%) (£12,5%) (+10,5%)

Angegeben ist jeweils der Mittelwert (Bandbreite) bzw. +Standardabweichung

mn %

' McGORUM et al. (1993a) werteten CD5"/CD8” Zellen als CD4"

? Die Quelle der Daten fiir die Kontrolltiere bleibt unklar
mgr.: mittelgradig; hgr.: hochgradig

2.2.5.3 Tul-/Tu2-Hypothese in Bezug auf die equine COB

T-Helferzellen sind in der Lage, zwei unterschiedliche Zytokinmuster hervorzubringen. Fiir

den Menschen wurde bereits nachgewiesen, dass auch zytotoxische T-Lymphozyten dazu

befdhigt sind. Die von MOSMANN et al. (1986) erstmals am murinen Modell beschriebene

Unterteilung in Tyl- und Ty2-Helferzellen findet anhand der Expression unterschiedlicher,
gegenldufiger Zytokinprofile statt (MOSMANN et al. 1986; MOSMANN und COFFMAN
1989; MOSMANN et al. 1991; MOSMANN und SAD 1996; PRUSSIN 1997; MURAILLE
und LEO 1998). In weniger distinktem Mafe gilt dies auch fiir humane Helferzellen

(ROTTEVEEL et al. 1988). Fiir andere Tierarten, u. a. das Rind, ist eine Trennung zwischen

den beiden Mustern anscheinend nicht mdglich, da sie gemischt auftreten (BROWN et al.

1998; ESTES et al. 2002). Zu welcher Gruppe die Spezies Pferd gerechnet werden muss, ist

bisher noch nicht entschieden.
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Beim Tyl-Zytokinmuster werden von den Helferzellen IL-2, IFN-y und TNF-f produziert. In
der Folge kommt es zu einer Limitierung der B-Zell-Antwort auf Antikérper des IgG2a
Isotyps. Dieses Profil steht mit der Bekdmpfung von intrazelluldren Infektionen bzw. mit der
Hypersensitivitdt vom verzogerten Typ in Zusammenhang. Im Gegensatz dazu bilden Ty2-
Zellen Mediatoren wie IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13. Dieses Zytokinprofil zieht eine
Deaktivierung von Makrophagen, eine Aktivierung von Mastzellen und die Produktion von
IgG1 und IgE Antikdrpern nach sich und wird daher mit der Hypersensitivitdit vom Typ I
assoziiert (HUNTER und REINER 2000; PALLISER et al. 1998; MOSMANN et al. 1986).
In den Atemwegen von Menschen mit atopischem Asthma herrschen, im Gegensatz zu
anderen obstruktiven Lungenerkrankungen, Lymphozyten mit einem Typ 2 Zytokinprofil vor.
Dabei handelt es sich zum groBten Teil um CD4" Ty2-Lymphozyten, die IL-3, IL-5, IL-13
und Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF) bilden. Daneben sind
auch CD8" Tc2-Lymphozyten an der Produktion dieser Mediatoren beteiligt. In der Folge
wird durch die Zytokine z. B. eine Hyperreagibilitit der Atemwege vermittelt. Aulerdem
werden eosinophile Granulozyten mobilisiert bzw. aktiviert, die zu Gewebeschdden in der
betroffenen Schleimhaut beitragen. Zusitzlich kommt es zur Bildung von IL-4, das zusammen
mit IL-13 als Co-Faktor fiir die lokale und systemische Bildung von IgE-Antikérpern durch
B-Lymphozyten gilt (LARCHE et al. 2003). Diese fithren zu einer IgE-abhédngigen
Mastzellen-Aktivierung (DURHAM et al. 2000). Aktivierte T-Zellen vermitteln somit beim
allergischen Asthma des Menschen die eosinophile Gewebsentziindung. In der BALF von
Erkrankten konnten zwischen IL-5-Spiegeln, der Anzahl der Eosinophilen und den aktivierten
T-Zellen signifikante Korrelationen nachgewiesen werden (VIRCHOW 1995).

Von unterschiedlichen Autoren wurden pathogenetische Gemeinsamkeiten der equinen COB
mit dem Asthma des Menschen im Hinblick auf den Allergie- bzw. Entziindungstyp anhand
entsprechender Entziindungsmediatoren u. a. in BALF untersucht (BERENDONK 2000;
LAVOIE et al. 2001; GIGUERE et al. 2002; AINSWORTH et al. 2003; CORDEAU et al.
2004; HOROHOV et al. 2005; KLEIBER et al. 2005). Dabei konnte bei den Erkrankten im
Vergleich mit Kontrolltieren nach Heu- und Strohexposition eine erhohte Expression der
mRNA sowohl fiir IL-4 als auch fiir IL-5 festgestellt werden. AuBlerdem war die Expression
fiir IFN-y erniedrigt, so dass anhand dieser Ergebnisse auch fiir das Pferd ein typisches Ty2-
Profil propagiert wird, das vergleichbar mit demjenigen beim humanen Asthma ist (LAVOIE
et al. 2001). GIGUERE et al. (2002) fiihrten eine Therapiestudie zur Expression von u. a.
IL-2, IL-4, IL-10 und IFN-y in der BALF bei Pferden mit induzierbarer COB und bei

Gesunden durch. Es wurde neben dem Zustand vor und nach der inhalativen Applikation
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eines Glukokortikoids auBerdem die Remission mit dem exazerbierten Krankheitsstadium
verglichen. Der Nachweis von mRNA fiir IL-2, IL-5 oder IL-10 gelang bei keinem der
untersuchten Tiere. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten konnte aber eine erhohte Expression der
mRNA sowohl fiir IL-4 als auch fiir IFN-y bei den kranken Pferden festgestellt werden. In der
Exazerbation hatte die Verabreichung des Kortikosteroids neben dem vollstindigen
Verschwinden der klinischen Symptome eine Normalisierung der Lungenfunktionswerte und
der PMN-Anteile in der BALF zur Folge. Zusiétzlich wurde signifikant weniger mRNA fiir
IL-4 exprimiert und das Verhdltnis von IFN-y zu IL-4 stieg an. Die Therapie mit
Glukokortikoiden scheint demnach beim Pferd eine moglicherweise vorhandene Ty2-Antwort
zu reduzieren und ein Tyl-geprigtes Zytokinmuster zu fordern. VAN DEN HOVEN et al.
(2004) untersuchten die Einfliisse des in der COB Therapie hdufig verwendeten Clenbuterols
auf die Zytokinexpression in der BALF. Trotz einer durchschnittlichen Abnahme der mRNA
Expression fiir IFN-y bestanden bei drei von acht Versuchspferden iiber einen Anstieg von
IFN-y Hinweise, dass auch dieser ,-Agonist ein Tyl-Profil begiinstigen kann, und dass
moglicherweise eine iibermiBige oder unkontrollierte Ty2-Aktivitit eine pathogenetische
Rolle fiir die Erkrankung spielt. Eine im Jahr 2003 verdffentlichte Studie kommt dagegen zu
dem Schluss, dass das Zytokinprofil in der BALF von COB-kranken Pferden kein Ty2-Muster
widerspiegelt. Die Autoren analysierten die Expression von u. a. IL-4, IL-13 und IFN-y bei
Kontrolltieren und COB-kranken Probanden in einer asymptomatischen Erkrankungsphase
und 24 Stunden (akut) bzw. 5 Wochen (chronisch) nach Beginn einer Staubexposition. Dabei
zeigten sie einerseits, dass die Tiere in einem symptomfreien Stadium im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine um die Hilfte verringerte Expression von IL-13 aufwiesen, andererseits
waren in der chronischen Phase der Erkrankung die mRNA-Spiegel fiir IFN-y in der Gruppe
der Kranken 2,5-mal hoher. Dies kann als Hinweis fiir ein Ty1-Zytokinprofil in der genannten
Krankheitsphase gewertet werden (AINSWORTH et al. 2003). Mitarbeiter der Arbeitsgruppe
von LAVOIE untersuchten bei Pferden mit COB die mRNA-Expression der Lymphozyten
aus der BALF fur IL-4, IL-5 und IFN-y nach 24 Stunden und nach 9 Tagen inhalativer
Staubprovokation. Sie konnten im Vergleich mit lungengesunden Kontrollpferden einen
Anstieg der mRNA fiir [L-4 und IL-5 beobachten. Diese Verdnderungen waren nach 9 tigiger
Provokation noch verstirkt und auBerdem von einer Abnahme der mRNA Expression fiir
IFN—y begleitet. Diese Ergebnisse wurden wiederum als Indiz fiir das Vorherrschen eines
Ty2-Zytokinprofils in der Exazerbationsphase der equinen COB gedeutet (CORDEAU et al.
2004). Nach einer Separation von CD4" und CD8" Lymphozyten nahmen KLEIBER et al.
eine Quantifikation der mRNA Expression fiir IL-4, IL-5, IL-13 und IFN-y aus peripherem
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Blut und BALF vor. Dabei waren provozierte Krankheitsschiibe zwar von einer Neutrophilie
und absoluten Lymphozytose in der BALF, nicht aber von einer signifikanten Zunahme eines
bestimmten Tyl- oder Ty2-Zytokins begleitet. Obwohl bei der equinen COB von einer
iiberschieBenden Immunreaktion ausgegangen wird, wurde in der Gruppe der erkrankten
Tiere eine geringere mRNA-Expression fiir alle untersuchten Zytokine sowohl im peripheren
Blut als auch in BALF beobachtet. Die Autoren vermuten, dass die Zytokin-Expression
eventuell nicht auf der Stufe der Transkription reguliert wird, sondern dass post-
transkriptionelle Prozesse eine Rolle spielen, die auch die divergierenden Ergebnisse der
iibrigen Untersucher erkldren konnten. Als Absicherung fir die PCR, die lediglich
stellvertretend fiir die Protein-Expression angesehen werden kann, wird ein direkter Nachweis
der Zytokine gefordert (KLEIBER ef al. 2005). Die Arbeit von BERENDONK (2000), die die
bislang einzige Untersuchung an klinischem Patientengut darstellt, ergab im Vergleich
zwischen drei unterschiedlich schwer erkrankten Tiergruppen keine deutlichen Unterschiede
im Zytokinmuster. Es wurde in den Proben mit BALC und PBMC mRNA fiir IL-4 am
hdufigsten exprimiert. Viele Ansdtze enthielten jedoch gleichzeitig mRNA fiir IFN-y. Diese
Befunde wurden dementsprechend als gemischte Ty1/Ty2-Zytokinantwort interpretiert.

Somit existieren in der aktuellen Literatur Hinweise sowohl fiir die Beteiligung einer Ty2- als
auch Tyl-Antwort bzw. fiir einen gemischten Typ bei der Pathogenese der COB des Pferdes.
Im Gegensatz zum humanen Asthma ist die Situation fiir diese Spezies zum heutigen
Zeitpunkt widerspriichlich. Bis auf die Arbeit von BERENDONK (2000) wurden alle
Arbeiten an Pferden durchgefiihrt, bei denen exazerbierte COB-Schiibe experimentell durch
Staubinhalation provoziert wurden. Es ist demnach unklar, inwieweit diese Daten auch fiir
gering- bis mittelgradig erkrankte Patienten gelten konnen, die dem Tierarzt in der taglichen

Praxis deutlich héufiger vorgestellt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungen an den Probanden

3.1.1 Pferde

Es wurden im Zeitraum von Februar 2003 bis April 2004 insgesamt 48 Tiere untersucht.
Davon wiesen 46 unterschiedliche Schweregrade einer Chronisch Obstruktiven Bronchitis
(COB) auf. In der statistischen Analyse sollten Zusammenhinge zwischen den
durchflusszytometrisch erhobenen Parametern und Messdaten aus der Routinediagnostik
ermittelt werden. Daher wurden zudem zwei lungengesunde Pferde eingeschlossen. Beim
Probandengut handelte es sich um 28 Wallache, 18 Stuten, einen Hengst und einen
Kryptorchiden. 31 Tiere gehorten der Rasse der Warmblutpferde an und 12 waren
Kleinpferde, darunter sieben Isldnder. AuBerdem wurden zwei Tinker, ein Kaltbliiter, ein
Reitpony und ein Vollblutaraber in die Studie mit aufgenommen. Das mittlere Alter der
Pferde lag bei 11,9 (£5,2) Jahren.

Bei 15 COB-Patienten wurde eine medikamentelle Kombinationstherapie durchgefiihrt
(s. Kap. 3.1.6, S. 39 f.). AuBerdem wurden vergleichend sieben Probanden untersucht, die mit
Laserakupunktur behandelt wurden (s. Kap. 3.1.7, S. 40).

Alle 48 Pferde durchliefen die Erstuntersuchung. Bei den 22 stationédr behandelten Tieren

erfolgte ein zweiter Untersuchungsblock nach der Therapiephase.

3.1.2 Zeitpunkte der Untersuchungsblocke/Probenahmen

Die Erstuntersuchung umfasste eine ausfiihrliche klinische Untersuchung mit besonderer
Berticksichtigung des Respirationstraktes inklusive arterieller Blutgasanalyse und Entnahme
einer vendsen Blutprobe und einer Tracheobronchoskopie. Dieser Untersuchungsblock wurde
bei insgesamt 16 Pferden am Tag der Vorstellung durchgefiihrt, zudem erfolgte bei ihnen zu
diesem Zeitpunkt eine bronchoalveolidre Lavage (BAL). Bei zehn Patienten wurde am Tag
nach der Erstuntersuchung einmalig bronchoalveolare Lavagefliissigkeit (BALF) entnommen.
Die 22 COB-Patienten, deren Besitzer einer stationdren Therapie zustimmten, wurden in die
Boxen der Klinik fiir Pferde, Innere Medizin, der Justus-Liebig-Universitit Gieen eingestellt.
Jeweils ein Untersuchungsblock inklusive Probenentnahme wurde am 1. Tag nach der
Aufstallung und am 7. Tag der Therapie durchgefiihrt, so dass ein Vergleich der Daten vor

und nach der entsprechenden Behandlung stattfinden konnte.
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3.1.3 Klinische Untersuchung

Die klinische Untersuchung aller Pferde wurde zunéchst mit einer sorgfiltigen Befragung der
Besitzer nach der Vorgeschichte des Pferdes begonnen. Bei der Anamnese wurde
insbesondere auf die Krankheitsdauer und zu Hause beobachtete Symptome wie
Leistungsabfall, Nasenausfluss (Konsistenz, Menge, Farbe), Husten (seit wann, Haufigkeit,
Charakter, Anlass) und pumpende Atmung bzw. Dyspnoe geachtet. Weiterhin wurde der
genaue Impf- bzw. Entwurmungsstatus erhoben und die Haltung und Aufstallung inklusive
der Art der Einstreu und des Fiitterungsmanagements sowie eine eventuelle Vorbehandlung
erfragt.

Die korperliche Untersuchung der Patienten erfolgte zundchst in Ruhe und umfasste die
Messung der Korperinnentemperatur, der Puls- und der Atemfrequenz. Bei der speziellen
klinischen Untersuchung lag das Hauptaugenmerk auf dem Herz-Kreislaufsystem und dem
Respirationstrakt. Es wurde die Qualitit der Atemtdtigkeit beurteilt und der Atemtyp
bestimmt, wobei besonders auf die Ausbildung einer Dampfrinne geachtet wurde. AuBBerdem
wurde beobachtet, ob die Pferde Nasenausfluss zeigten und ob eine Depigmentierung der
Nasenschleimhaut (Sekretrinne) sichtbar war. Es wurde auf spontanen Husten geachtet und
zudem versucht, durch Druck auf die erste Trachealspange Husten auszuldsen. Neben ihrer
Anzahl wurde vor allem auch die Qualitit eventueller HustenstoBe beurteilt. Nach einer
sorgfiltigen Auskultation von Kehlkopf, Trachea und Lunge wurde die arterielle Blutprobe
entnommen (s. Kap. 3.1.4, S. 38 f.). Alle Probanden wurden dann entsprechend ihrer
Kondition und ihres Ausbildungsstandes ca. 15 min. im Trab und, sofern mdglich, auch im
Galopp bewegt (meistens an der Longe, Einzelfélle unter dem Reiter oder im Freilauf in der
Bahn). Sofort nach der Belastung erfolgte eine erneute Auskultation der unteren und oberen
Atemwege und nach einer kurzen Wiederberuhigungsphase die Tracheobronchoskopie. Bei
dieser wurden Nasenginge, Rachenraum, Kehlkopf, Trachea und schlieBlich die

Aufzweigung der Luftrohre in ihre beiden Hauptbronchien (Bifurcatio tracheae) beurteilt.

36



3 Material und Methoden

Die Pferde wurden beziiglich der klinischen Untersuchung anhand des in der Klinik iiblichen

Scores eingeteilt, bei dem durch Addition maximal 11 Punkte zu erreichen waren (s. Tab. 3).

Tab. 3: Klinikscore zur Punkteverteilung beziiglich Vorbericht und klinischer
Untersuchung
Score- .
Parameter Punkte Erliauterung
Husten 0 Keiner

1 Vorberichtlich selten

2 Vorberichtlich mehrmals tiaglich

3 Spontan bei Untersuchung bzw.
anamnestisch anfallsweise
Dyspnoe 0 Keine angestrengte Atmung
1 Endexspiratorisch ggr. vermehrt sichtbare
Bauchpresse

) Exspiratorisch deutlich sichtbare
Bauchpresse

3 Auftillig angestrengte Atmung

4 Hochstgradige Atemnot

Lungenauskultation 0 Physiologisch (inspiratorisch vesikulér)
1 Ggr. verschirftes inspiratorisches
Atemgerausch
2 Verschérft inspiratorische und leise

exspiratorische Atemgerdusche

Rauhe in- und exspiratorische

3 Atemgerdusche und/oder tracheale
Rasselgerdusche
4 Hiemen, Giemen und/oder Rasselgerdusche

iiber dem Lungenfeld

Auch die Beurteilung der Tracheobronchoskopie erfolgte nach einem Score-System (s. Tab.
4, folgende Seite). Hier konnten durch Addition maximal 10 Punkte erreicht werden. Bei
lediglich vereinzelten Schleimflocken in den Atemwegen wurde die Sekretviskositdt aufgrund
der geringen Menge als nicht beurteilbar angesehen und in diesen Féllen mit O Scorepunkten

bewertet.
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Tab. 4: Endoskopiescore zur Punkteverteilung bei der Tracheobronchoskopie
Parameter Score- | p 4 uterun
Punkte g
Sekretmenge 0 Kein Sekret erkennbar

1 Vereinzelte Sekretflocken

2 Schmale ventrale Sekretstrasse

3 Durchgehende Sekretstrasse

4 Breite Sekretstrasse mit Sekretsee
Sekretviskositdit 0 Feuchte Schleimhaut
1 Seroses, durchscheinendes Sekret

2 Sekret flieBfahig/beweglich im Atemstrom

3 Hochviskdses Sekret, unbeweglich

Schleimhautschwellung 0 Keine Schleimhautschwellung

1 Ggr. Schwellung der Bifurkation

2 Mgr. Schwellung der Bifurkation oder
undeutlich begrenzte Trachealspangen

3 Hgr. Schwellung der Bifurkation oder kaum
erkennbare Trachealspangen

3.1.4 Arterielle Blutgasanalyse

Vor Beginn der korperlichen Belastungsprobe wurde von allen Pferden eine arterielle
Blutprobe aus der A. carotis communis dextra entnommen. Die Punktion erfolgte in der
rechten Drosselrinne ca. handbreit iiber dem Brusteingang mit einer feinlumigen Kaniile
(20 G), wie von mehreren Autoren beschrieben (MEISTER et al. 1976; ROSE und
ROSSDALE, 1981; KLEIN und DEEGEN 1986). Das Blut wurde ohne Luftblasen in jeweils
drei heparinisierte Glaskapillaren eingefiillt, die mit den Fingern luftdicht verschlossen
wurden. Innerhalb von hdchstens 10 min. nach der Entnahme wurden die Proben mit Hilfe
eines AVL-Blutgasanalysegerites (AVL Omni' ", AVL Medizintechnik Bad Homburg) unter
Eingabe der aktuellen Kdorperinnentemperatur analysiert. AuBerdem wurde mit Hilfe der

gemessenen Gasdriicke die alveoloarterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz pa-.O2 berechnet
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(TIST 1985). Dieser Parameter beriicksichtigt zusétzlich den aktuellen Luftdruck und gilt so

bei unterschiedlichen Wetter- bzw. Hohenlagen als besser vergleichbar.

Von jeweils drei ermittelten Werten fiir den Sauerstoff- (p,0,) bzw. Kohlendioxidpartialdruck

(paCO») im arteriellen Blut und die pa-.)O, wurde das arithmetische Mittel bestimmt.

Formel:

Pa-002= (PB — PH20Ex) X 0,21 — PO — p.CO;

Die Abkiirzung ps steht dabei flir den aktuellen Luftdruck in mmHg, von dem der
Wasserdampfdruck der Ausatemluft (pmpogx) subtrahiert wird. Dieser betrdgt bei einer
Korpertemperatur von 37,0°C 47 mmHg. Bei den einzelnen Probanden wurde er individuell
auf die aktuelle Korperinnentemperatur korrigiert. Der Faktor 0,21 gibt den Anteil des

Sauerstoffs an der Einatemluft an.

3.1.5 Analyse einer venosen Blutprobe

Neben der arteriellen Blutgasanalyse wurde von jedem Tier eine vendse Blutprobe
entnommen. Es wurden vor allem Parameter untersucht, die auf akute Entziindungs- bzw.
Infektionsgeschehen hindeuten, wobei hiervon betroffene Pferde nicht in die Studie
eingeschlossen wurden. Aufler auf die absolute Leukozytenzahl und das Differentialzellbild
wurde insbesondere auf den Gehalt an Fibrinogen, Albumin und Globulinen im Blut geachtet.
RoutinemifBig erfolgte zusétzlich die Analyse des roten Blutbildes und des Bilirubin- und

Harnstoffgehaltes.

3.1.6 Durchfithrung der medikamentellen Therapie

Die stationdre Aufstallung der 15 medikamentell behandelten Patienten erfolgte in gut
beliifteten, nach auflen gedffneten Einzelboxen mit einem staubarmen Einstreugemisch aus
Torf und Sadgespédnen. Ein Kontakt zu Stroh fand wihrend des Kliniksaufenthaltes nicht statt.
Die Boxen wurden mindestens zweimal pro Tag entmistet, und es wurde ausschlieBlich mit
Leitungswasser angefeuchtetes Heu von grobsinnlich einwandfreier Qualitét verfiittert. Jeden
Morgen wurden alle Pferde iiber einen Ultraschallraumvernebler 30 min. mit einer isotonen
Loésung aus Emser Sole® (Siemens & Co, D-Bad Ems) inhaliert.

Mit Abklingen der Sedation nach der ersten BAL erhielten die Tiere der medikamentell
therapierten Gruppe zweimal pro Tag eine Kombination aus einem [,-Sympathomimetikum

und einem Sekretolytikum (Venti Plus®; Bochringer Ingelheim/Vetmedica, D-Ingelheim) in
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der vom Hersteller empfohlenen Dosierung (0,8 pg/kg KM Clenbuterol; 0,3 mg/kg KM
Dembrexinhydrochlorid) iibers Futter. Zudem wurden iiber drei Tage einmal téglich 0,04
mg/kg KM  Dexamethason-21-Dinatriumphosphat (Hexadreson®,  Intervet, D-
Unterschleissheim) intramuskuldr appliziert. Ab dem vierten Tag wurde die Dosis um jeweils
2 mg pro Tag reduziert. Bei Pferden mit einem Korpergewicht von weniger als 350 kg
erfolgte die Reduktion um lediglich 1 mg pro Tag. Ergdnzend zu diesem therapeutischen
Schema wurden alle Patienten téglich entsprechend den Witterungsbedingungen je nach
Ausbildungs- und Gesundheitszustand bzw. Kondition auf einem teilweise iiberdachten

Aullenplatz bewegt.

3.1.7 Durchfiihrung der Laserakupunktur

Die begleitenden MaBnahmen bei den sieben Pferden, die einer alternativmedizinischen
Behandlung in Form der Laserakupunktur unterzogen wurden, entsprachen in der Art der
Aufstallung, des Inhalations- und Bewegungsprogramms der medikamentell therapierten
Gruppe. Die zusitzliche Diagnostik vor der entsprechenden Therapie und auch die
nachfolgende Behandlung mittels Laserakupunktur wurden durch eine speziell ausgebildete
Tierdrztin durchgefiihrt, wobei sich eine ausfiihrliche Beschreibung der dabei angewandten
Methodik in der Dissertationsschrift von ASTRID REITZ (2006) findet. An dieser Stelle soll
lediglich kurz erwdhnt werden, dass die Untersucherin als diagnostisches Verfahren das
Auffinden aktiver Akupunkturpunkte durch die Pulskontrolle verwendete. Nach
standardisierten Methoden der Deutschen Akademie fiir Akupunktur (DAA) erfolgte die
Lokalisierung u. a. des wichtigsten urséchlichen Punktes der Erkrankung, aus dem die primére
Symptomatik resultieren soll und des Punktes fiir Folgeerkrankungen sowie die
Identifizierung lokaler Storherde. Zusétzlich wurden generell bei COB Patienten haufig
gefundene aktive Akupunkturpunkte iiberpriift und nach energetischen Gesichtspunkten und
den Akupunkturregeln fiir die anschliefende Therapie ausgewdhlt.

Die Behandlung wurde mit einem Physiolaser vet-plus (Reimers & Janssen, D-Winden)
durchgefiihrt. Es handelt sich um einen Impuls-Diodenlaser mit 90 Watt
Impulsspitzenleistung bei einer Impulsbreite von 200 ns. Die Wellenldnge des emittierten
Laserlichtes betrdgt 904 nm. Es werden vorinstallierte Frequenzen nach BAHR (1-7) und
NOGIER (A-F) verwendet. Jeder ausgewihlte Akupunkturpunkt wird 30 s lang und die
Storherde zwischen 30 s und 2 min. (z. B. Narbenstorherde) bzw. 3 und 10 min. (z. B.

Zahnstorherde) mit dem Laserlicht behandelt.
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Wihrend der siebentdgigen stationdren  Aufstallung wurde das beschriebene
Behandlungskonzept insgesamt viermal (jeden zweiten Tag) durchgefiihrt. Einmal behandelte

Punkte wurden fiir die Dauer der Therapie beibehalten.

3.1.8 Gewinnung der BALF

Zur Durchfiihrung der BAL wurden alle Pferde im klinikeigenen Zwangsstand mit 0,01
mg/kg KM Detomidinhydrochlorid intravends (i. v.) sediert (Domosedan™; Pfizer, D-
Karlsruhe) und beidseitig am Kopf fixiert. Die Entnahme der BALF erfolgte mit Hilfe eines
Endoskops, das eine Liange von 2,00 m und einen Durchmesser von 11 mm besal3. Dieses
wurde iiber den ventralen Nasengang bis zum Kehlkopf und dann iiber die Luftrohre an der
Bifurcatio tracheae vorbei in den Bronchus einer Folgegeneration geschoben, bis es aufgrund
seines Durchmessers in diesem verkeilt war (so genannte wedge-position). In den meisten
Féllen wurde ein Bronchus der dritten oder vierten Generation des rechten kaudalen
Lungenfliigels gespiilt, bei wenigen Tieren erfolgte ein Eingehen {iiber den linken
Hauptbronchus. Uber den Biopsiekanal des Endoskops wurde ein Polyethylenkatheter (oder
eine Teflon-Spiilsonde) mit Luer-Lock-Anschluss vorgeschoben, der jedoch nicht {iber die
Spitze des Endoskops hinausragte. Uber diesen Katheter wurden 60 ml/100kg KM sterile,
korperwarme, isotone NaCl-Losung mittels 60 ml Spritzen im Bolus instilliert und sofort nach
der letzten Spritze wieder mit sanftem und gleichméBigem Zug aspiriert. Da in den meisten
Féllen mehrere Spritzen zur Erfassung des Lavagevolumens verwendet werden mussten,
wurde der Katheter beim Wechseln der Spritzen abgeknickt, um einen Volumenverlust zu
verhindern. Die so zurlick gewonnene BALF wurde sofort vorsichtig iiber eine doppellagige
Gaze gefiltert, um grobere Beimengungen, insbesondere Schleimpartikel, zuriickzuhalten.
Danach wurde das Aspirat in einem 500 ml Kunststoffmessbecher aus Methylpenten gepoolt,
der in einem Styroporbehélter mittels eines Kélteakkus aus Gel gekiihlt wurde. In einigen
Fillen, in denen die Fliissigkeit bis zur anschlieBenden Verarbeitung in 50-ml-Zentrifugen-
Rohrchen (V-Form, Greiner, D-Frickenhausen) aufbewahrt wurde, bestand das Kithlmedium
aus zerkleinertem Eis. Das Volumen der BALF wurde sofort im Messbecher bzw.
Zentrifugen-Rohrchen bestimmt, und auch die weitere Aufbereitung des Probenmaterials

erfolgte umgehend nach der Gewinnung.
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3.2 Untersuchung der BALF

3.2.1 Makroskopische Beurteilung

Bei der grobsinnlichen Beurteilung der BALF direkt nach der Probenentnahme wurde vor
allem auf Farbe bzw. Triibung der Fliissigkeit geachtet. Gelb-rétliche bis hellbrdunliche
Verfarbungen wiesen dabei auf einen erhdhten Gehalt an Erythrozyten hin, der in allen Féllen
lichtmikroskopisch bestitigt werden konnte. Triibung sowie gelegentlich aufgetretene feine
Beimengungen waren generell ein Zeichen flir hohe Zellgehalte im Aspirat, die mit Hilfe der
Zellzéhlung verifiziert werden konnten (s. Kap. 3.2.3). Das Vorhandensein von feinem,
weillem Schaum wurde als Indiz fiir die Anwesenheit von Surfactant interpretiert. Dies spricht

fiir eine erfolgreiche Probenentnahme aus Anteilen des Alveolarbereichs.

3.2.2 Bestimmung der Riickgewinnrate
Das Volumen des zuriick gewonnenen Fliissigkeitsanteiles wurde entweder direkt im
Messbecher oder in 50-ml-Zentrifugen-Rohrchen (Greiner) bestimmt, und der Anteil des

BALF-Volumens am urspriinglich instillierten Fliissigkeitsvolumen in Prozent berechnet.

3.2.3 Bestimmung der absoluten Zellzahl

Die absolute Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt: Ein Teil der
sanft durchmischten BALF wurde mit fiinf Teilen Trypanblau verdiinnt, und ein Aliquot der
Losung wurde in die vorbereitete Zdhlkammer pipettiert. Bei selten aufgetretenen sehr
geringen Gesamtzellzahlen wurde mit einer niedrigeren Verdiinnung (1:2) gearbeitet. Die
Auszihlung erfolgte unter dem Lichtmikroskop mit 100facher VergroBerung. Es wurde die
Zellzahl von jeweils vier Gruppenquadraten bestehend aus 16 Kleinstquadaraten bestimmt

und in folgende Formel eingesetzt:

Gesamtzellzahl pro pl = (ZZ/4) x V x 10*

77 = in den vier Gruppenquadraten ausgezéhlte Zellzahl

V = Verdiinnungsstufe
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3.2.4 Lichtmikroskopisches Differentialzellbild

Zur mikroskopischen Beurteilung der Zusammensetzung der Zellen in der BALF wurden je
Probenentnahme mindestens vier lichtmikroskopische Priparate mit Hilfe des ,,glass cover®-
Prinzips hergestellt. Zu diesem Zweck wurde jeweils 1 ml der vorsichtig durchmischten Probe
mit einer Eppendorfpipette in eine so genannte Zytokammer mit einer Fliche von 120 mm®
(Hettich/D-Tuttlingen) iiberfiihrt. Dabei wird ein Objekttrdger in eine spezielle Halterung
eingeschoben, auf die mittels eines Spannrings ein am unteren Ende gummiertes,
zylinderformiges Probenbehiltnis geklemmt werden kann. Die so vorbereitete und befiillte
Halterung wurde in eine Becherzentrifuge (Rotanta/P, Hettich) verbracht und fiir 5 min. bei
560 Umdrehungen pro Minute abzentrifugiert, wonach den Prdparaten ein ungebremstes
Ausschwingen erlaubt wurde. Danach wurde der Uberstand abpipettiert, der Objekttriger aus
der Halterung entnommen und fiir wenige Minuten in einen Gel-Elektrophorese-Trockner
(Beckman Instruments, Fullerton, CA/USA) verbracht. Nach einer May-Griinwald-Giemsa-
(Pappenheim-) Farbung der Préparate erfolgte schlielich die Differenzierung von mindestens
400 Zellen unter einem Lichtmikroskop bei 1000facher VergrofBerung mit Hilfe von
Immersionsdl. Die hierbei ermittelten Werte wurden fiir die Berechnung der prozentualen

Anteile der jeweiligen Zellgruppen verwendet.

3.2.5 Durchflusszytometrie

3.2.5.1 Antikorpertitration

Um die geeigneten Verdiinnungen fiir die jeweiligen Antikorper zu ermitteln, wurden vor
Beginn der eigentlichen Versuchsreihen mit bronchoalveoldren Lavagezellen (BALC)
Vorversuche zur Titration der primdren Antikérper und der entsprechenden Konjugate
durchgefiihrt. Diese Versuche erfolgten beziiglich der Immunphénotypisierung anhand von
equinen Blutleukozyten, die mittels steriler Punktion der Jugularvenen von unterschiedlichen
Pferden gewonnen wurden. Dabei wurde das Blut mdglichst schonend und langsam tropfend
iiber eine Kaniile (18 G) im Probengefall aufgefangen.

Die Tests zur Titration der Antikorper fiir den intrazelluldren Zytokinnachweis wurden
zunichst unter Verwendung boviner Blutleukozyten durchgefiihrt. Die Venenpunktion verlief
auf die fir das Pferd beschriebene Weise, als gerinnungshemmender Zusatz wurde beim
Rinderblut Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) verwendet. Die Erythrolyse erfolgte mit
Hilfe von Aqua destillata (A. dest.) wie unter 3.2.5.2 (s. S. 45) beschrieben mit einer

Inkubationsdauer von 50 s. Nachdem sich weder beim Nachweis von Interferon-y (IFN-y)
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noch von Interleukin-4 (IL-4) Probleme ergaben, wurde dieselbe Methode auf equine
Blutleukozyten {ibertragen, wobei es sich als giinstiger erwies als Antikoagulanz Citrat zu
verwenden und die Hdmolyse-Dauer auf 30 s zu verkiirzen.

Nach Abschluss der Vorversuche konnten die folgenden Antikérperverdiinnungen als

geeignet erachtet und in den Hauptversuchen verwendet werden (Tab. 5 und 6, s. S. 45).

Tab. 5: Gebrauchsldsungen fiir primére Antikorper

Reagenz Gebrauchslosung

Primiire Antikorper

Ratte anti equines CD2, Klon Mac 288 1:80 in PBS
Maus anti equines CD4, Klon CVS 4 1:40 in PBS
Maus anti equines CD5, Klon CVS 5 1:40 in PBS
Maus anti equines CDS, Klon CVS 21 1:40 in PBS
Maus anti humanes CD9, Klon MM2/57 1:40 in PBS
Maus anti equines CD13, Klon CVS 19 1:20 in PBS

Maus anti canine B-Zellen, RPE-konjugiert, Klon CA2.1D6 | 1:40 in PBS

Maus anti bovines Interferon-y, Klon CC302 1:1600 in PBS/1% BSA/
0,1% Saponin/0,1%
NaAzid

Maus anti bovines Interleukin 4, Klon CC303 1:800 in PBS/1% BSA/
0,1% Saponin/0,1%
NaAzid

CD: Cluster of Differentiation (Differenzierungscluster)

PBS: Phosphate Buffered Saline (Phosphat-gepufferte Salzlosung)
BSA: bovines Serumalbumin

NaAzid: Natriumazid
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Tab. 6: Gebrauchsldsungen fiir sekundire Antikdrper

Reagenz Gebrauchslosung

Sekundiire Antikorper

Ziege anti Maus IgG2b(gamma), RPE-konjugiert 1:200 in PBS

Ziege anti Maus IgG2a(gamma), FITC-konjugiert 1:200 in PBS

Ziege anti Maus IgG1(gamma), FITC-konjugiert 1:1000 in PBS

Ziege anti Ratte I[gG(H+L), FITC-konjugiert 1:100 in PBS

Ratte-IgM-Antikorper, FITC-konjugiert 1:200 in PBS

Ratte-IgM-Antikorper, PE-konjugiert 1:200 in PBS

Ziege anti Maus IgG(H+L), FITC-konjugiert 1:200 in PBS/1% BSA/
0,1% Saponin/0,1% NaAzid

Isotyp-Kontroll-Antikorper

1E8 (IgG1-Antikdrper, gerichtet gegen Phospholipase | unverdiinnt bzw. 1:2 (IPT) und

C von Clostridium perfrigens 1:10 (Zytokinnachweis) zur
Isotypenkontrolle

1F9 (IgG2a-Antikorper, gerichtet gegen unverdiinnt bzw. 1:10 zur

Phospholipase C von Clostridium perfrigens Isotypenkontrolle
(Zytokinnachweis)

FITC: Fluoreszein-Isothiozyanat
RPE: R-Phycoerythrin
IPT: Immunphinotypisierung

3.2.5.2 Hamolyse

In den wenigen Féllen, in denen makroskopische und/oder lichtmikroskopische Hinweise auf
Erythrozyten in der BALF bestanden, wurde vor der weiteren Préparation der Zellen eine
Erythrolyse mit A. dest. durchgefiihrt.

Dabei wurde das in einem Zentrifugen-Rohrchen (Greiner) durch Zentrifugation (202 x g, 7
min. bei Raumtemperatur) gewonnene Zellpellet mit einem Teil PBS resuspendiert, und es
erfolgte die Zugabe von neun Teilen A. destillata. Nach 30 s wurde dazu ein Teil zehnfach
konzentriertes PBS pipettiert, um die Isotonie wiederherzustellen. SchlieBlich wurden die
Zellen erneut mit PBS gewaschen und bei 202 x g fiir 7 min. bei Raumtemperatur

abzentrifugiert.
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3.2.5.3 Probenvorbereitung fiir die Zweifarbenfluoreszenz

Die Probenvorbereitung zur Detektion eines Oberflachenantigens auf Leukozyten und zur

Anfirbung des Kerns toter Zellen wurde nach folgendem Schema durchgefiihrt:

1.  Einsetzen von 2 x 10° Zellen pro Kavitit in eine Mikrotiterplatte (96 well, V-Form,
Greiner)

2. Zentrifugation der Platte (150 x g, 7 min., 4 °C) und Ausschlagen des Uberstandes
(Zentrifugationsschritt)

3.  Resuspendierung der Zellpellets in je 25 ul primérer Antikorperlésung (monoklonale
Antikorper [mAK] gegen Oberflichenantigene equiner Leukozyten (s. Tab. 5, S. 44)
und in je 25 ul PBS

4.  Inkubation (mindestens 20 min.) im Dunkeln, anschlieend Zentrifugationsschritt

5. Resuspendierung der Zellpellets in je 100 pul PBS, anschlieBend Zentrifugationsschritt
(Waschen)

6. Resuspendierung der Zellpellets in je 25ul Gebrauchslésung des entsprechenden
Sekundérantikdrpers (s. Tab. 6, vorige Seite) und je 25 ul PBS.

7. Inkubation (mindestens 20 min.) im Dunkeln, anschlieBend Zentrifugationsschritt

8. Resuspendierung der Zellpellets in je 100 pul PBS mit 2 pg/ml Propidiumjodid (PI) pro
Kavitédt mit anschlieBendem Zentrifugationsschritt

9.  Aufnahme der Zellpellets in 100 pl PBS und Uberfiihrung in Testrdhrchen mit 300 pl
PBS

Die gesamte Préparation wurde auf Eis durchgefiihrt.

3.2.5.4 Probenvorbereitung fiir die Dreifarbenfluoreszenz

Die Probenvorbereitung zur simultanen Detektion zweier Oberflichenantigene auf
Leukozyten und zur Anfarbung des Kerns toter Zellen wurde grundsétzlich nach dem Schema
fiir die Zweifarbenfluoreszenz durchgefiihrt. Dabei wurden wo moglich die beiden priméren
Antikorper zeitgleich aufgetragen. Auf dieselbe Weise wurde mit den Sekundirantikérpern
verfahren. In den Féllen, in denen die Kombinationen der verwendeten Antikdrper-Isotypen
dies nicht erlaubten (Doppelfluoreszenzen anti-CD9/anti-Maus IgG2bPE und anti-CD2/anti-
Ratte IgG (H+L)FITC bzw. anti-B-Zell-PE und anti-CD5/anti-Maus IgG1FITC), wurden die
Antikorper nacheinander unter Zwischenschaltung eines Block-Schrittes mit Isotyp-Kontroll-
Antikorpern zu den Zellen gegeben. Zentrifugations- und Waschschritte wurden analog zur

Zweifarbenfluoreszenz nach jeder einzelnen Inkubation durchgefiihrt.
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3.2.5.5 Probenvorbereitung fiir die Bestimmung der Zytokin-Produktion

Die Féhigkeit der BALC, IFN-y und IL-4 in vitro zu produzieren, wurde nach einer
Inkubation der Zellen im Brutschrank fiir 6 h bzw. liber Nacht (fiir ca. 18 h) in der An- oder
Abwesenheit der Stimulantien Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA, 50 ng/ml) und
Ionomycin (1 pg/ml) iiberpriift. Die Kombination dieser beiden Mitogene ist die allgemein
anerkannte Art und Weise zur Stimulierung der Zellen fiir den intrazelluldren
Zytokinnachweis, wobei das Kalzium-Ionophor Ionomycin vor allem die Transkriptions-
Aktivitit des IL-4 Promoters fordert (PALIOGIANNI et al. 1996), wohingegen PMA in
Anwesenheit von lonophoren zu einem Anstieg der IFN-y Produktion fiihrt (ENOMOTO et
al. 1998). Um die Sekretion der Zytokine zu verhindern, wurde Brefeldin A (10 pg/ml)

zugegeben. Zur Schonung der Zellen geschah dies erst eine Stunde nach Inkubationsbeginn.

Protokoll zur Anfarbung der Zytokine:

1. Einsetzen von 2 x 10°> Zellen (stimuliert und unstimuliert), die 6 h bzw. iiber Nacht
(ca.18 h) im Brutschrank inkubiert wurden, in eine Mikrotiterplatte (96 well, V-Form,
Greiner).

2. Zentrifugation (150 x g, 7 min., 4 °C) mit anschlieBendem Ausschlagen des
Uberstandes (Zentrifugationsschritt) und Resuspendierung der Zellpellets in 100 pl
PBS

3. Zentrifugation und Resuspendierung der Zellpellets in 100 ul Paraformaldehyd (PFA)
(1% in PBS) (Fixationsschritt)

4. Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln fiir 10 min.

5. Zentrifugationsschritt und Resuspendierung in je 100 pl PBS/0,1% Saponin/0,1%
NaAzid

6. Zentrifugationsschritt; wurden die 6-Stunden-Proben iiber Nacht im Kiihlschrank
aufbewabhrt, erfolgt eine Resuspendierung in je 100 ul PBS/1% BSA/0,01% NaAzid.

7. Die iiber Nacht im Brutschrank inkubierten Proben wurden sofort, die im Kihlschrank
gelagerten 6-Stunden-Proben nach einem Zentrifugationsschritt in je 100 pul PBS/0,1%
Saponin/0,1% NaAzid resuspendiert

8. Inkubation 5 min. bei Raumtemperatur

9. Zentrifugationsschritt und Resuspendierung in 50 pl primérer Antikorperlosung
(s. Tab. 5, S. 44) pro Kavitit

10. Inkubation 20 min. im Dunkeln bei Raumtemperatur
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11. Zweimaliger Zentrifugationsschritt mit Resuspendierung in je 100 pl PBS/0,1%
Saponin/0,1% NaAzid

12. Zentrifugationsschritt und Resuspendierung in je 50 ul/well sekunddrer Antikorper (s.
Tab. 6, S. 45)

13. Inkubation 20 min. im Dunkeln bei Raumtemperatur

14. Zentrifugationsschritt und Resuspendierung in je 100 pul PBS/0,1% Saponin/0,1%
NaAzid

15. Zentrifugationsschritt und Resuspendierung in je 100 pul PBS/1% BSA/0,01% NaAzid

16. Zentrifugationsschritt, Aufnehmen der Zellen in je 50 pul PBS/1% BSA/0,01% NaAzid
und Uberfiihrung der Proben in Testrohrchen mit je 300 ul PBS

Soweit nicht anders angegeben wurde die Priaparation auf Eis durchgefiihrt.

3.2.5.6 Analyse der Proben

Zur durchflusszytometrischen Analyse der Zellen wurde ein EPICS™

Elite Analyser
(Beckmann Coulter, D-Krefeld), ausgestattet mit einem 488 nm Argonlaser und einer
Standardfilterkombination (488 nm fiir Seitwartsstreulicht, 525 nm fiir Fluoreszenz 1 [FI1. 1],
575 nm fiir FI. 2 und 630 nm fiir Fl. 3) verwendet. Die Einstellung der Gerdteparameter
erfolgte anhand von Vorversuchen, wurde in Form eines Standardprotokolls gespeichert und
dann fiir alle weiteren Messungen derselben Probenart verwendet.

Je Probe wurden im Doppelansatz stichprobenartig 5000 Ereignisse analysiert. In den
Vorversuchen mit equinen PBL und in den Hauptversuchen mit equinen BALC konnten
anhand der Parameter Vorwirtsstreulicht (korreliert mit der GroBe der Zellen) und
Seitwirtsstreulicht (korreliert mit der Granularitdit der Zellen) drei morphologisch
unterschiedliche Populationen differenziert werden. Dies war bei den BALC deutlich weniger
distinkt der Fall als bei den PBL. Um diese morphologisch differenzierbaren Populationen
getrennt analysieren zu konnen, wurden elektronische Auswertungsfenster gesetzt (s. Kap.
4.1.3, S. 53 ff.).

Durch Zusatz des Totfarbstoffes Propidiumjodid (2 pg PI pro ml Probe), das nur bei toten
Zellen zur Anfirbung des Zellkerns fiithrt (PI"), konnten bei der Immunphénotypisierung die
lebenden von den toten Zellen unterschieden werden. Zellen, deren Fluoreszenzintensitat fiir
diesen Farbstoff iiber der von 98% der Zellen einer ungefiarbten Kontrolle lag, wurden durch
ein elektronisches Auswertungsfenster als ,tote Zellen® definiert. Da sie bei einer

Antikorpermarkierung sowohl zu falsch negativen als auch zu falsch positiven Ergebnissen

48



3 Material und Methoden

fiihren konnen, wurden sie von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Bei den auBerhalb
dieses Fensters liegenden Zellen (,,lebende Zellen*) wurde fiir die einzelnen Populationen das
Vorhandensein bestimmter Oberflachenantigene mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen.
Dazu wurde wiederum ein elektronisches Auswertungsfenster so definiert, dass weniger als
2% der Zellen einer Negativkontrolle (Probe mit einem unspezifischen Antikorper desselben
Isotyps wie der Primédrantikérper und dem entsprechenden Sekundérantikorper) eine
Fluoreszenzintensitit innerhalb des Fensters aufwiesen. Die bis zu 2% Zellen mit einem
Fluoreszenzsignal oberhalb des Schwellenwertes wurden als falsch-positive Zellen bewertet.
Auf eine Subtraktion der Prozentsidtze der Negativkontrollen von denjenigen der Proben mit
Primérantikdrper wurde zur Vermeidung negativer Prozentsdtze bei der Datenauswertung
verzichtet.

Als weiterer Messbereich wurden die ,,Einzelzellen® angelegt. Diese Region umfasst alle
»innen liegenden Messereignisse, ldsst den duBersten Messkanal des Diagramms aber frei.
Sie enthilt somit neben vitalen Leukozyten und PI" Zellen auch Partikel, die zwischen den
abgrenzbaren Zellpopulationen liegen. Ausgeschlossen werden sehr kleine Messereignisse
(z.B. Zelldebris) im unteren und Zellhaufen aus dem oberen Randabschnitt. Tote Zellen
konnen im negativen und Einzelzellen im positiven Sinn als Qualitdtsparameter fiir die BALF
gewertet werden. Zur Darstellung der Ergebnisse ist der Anteil der Antigen-positiven Zellen
an den lebenden Zellen in einer bestimmten morphologischen Population angegeben. Bei der
intrazelluldren Zytokin-Analyse, die sich auf den Bereich der durchflusszytometrisch
ermittelten Lymphozyten beschriankte, wurde auf eine spezielle Anfarbung der toten Zellen
verzichtet. Auch hier wurde mit Hilfe einer Negativkontrolle ein Auswertungsfenster so
gesetzt, dass weniger als 2% der Zellen in der betrachteten Messregion der Lymphozyten eine

Fluoreszenzintensitit aufwiesen.

3.3  Statistische Auswertung

Das Uberfiihren der Daten aus den Listmode-Dateien des EPICS™ Elite Analysers und deren
Bearbeitung erfolgte mit Hilfe des Computer-Programms FCS Express, Version 2 (DeNovo-
Software, Canada-Ontario) auf einem Personalcomputer des Institutes fiir Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere des Fachbereiches Veterindrmedizin der Justus-Liebig-
Universitdt Gieen. Aus den dabei gewonnenen prozentualen Anteilen wurde zusétzlich
sowohl fiir die lichtmikroskopische als auch fiir die durchflusszytometrische
Zelldifferenzierung iiber die mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer ermittelte absolute Zellzahl

fiir die einzelnen Populationen die Anzahl der Zellen bzw. Ereignisse pro ul BALF errechnet.
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Die anschlieBende Datenauswertung wurde mit einem Rechner der Arbeitsgruppe
Biomathematik und Datenverarbeitung des oben genannten Fachbereiches unter Verwendung
des Statistikprogrammpakets BMDP/Dynamic Release 7.0 bewerkstelligt.

Die bei einer Untersuchung gewonnenen Einzelwerte wurden zundchst auf ihre
Normalverteilung iiberpriift. Lag diese vor, wurden zur Beschreibung der Daten der
arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung berechnet. Bei schiefer Verteilung
wurde eine logarithmische Datentransformation durchgefiihrt und die Deskription der Werte
mit Hilfe des geometrischen Mittelwertes und des Streufaktors vorgenommen. Zur
statistischen Priifung der Daten auf Signifikanz fanden eine Korrelationsanalyse, der paired-t-
Test bzw., bei fehlender Normalverteilung, der Wilcoxon-Test fiir verbundene bzw.
unverbundene Stichproben Anwendung. In der behandelten Tiergruppe wurden die
Unterschiede zwischen den beiden Therapiearten durch Vergleich der Differenzen der
pra-/posttherapeutischen Werte iiber einen pooled-t-Test bzw., bei im Levene-Test stark
voneinander abweichenden Standardabweichungen, liber einen separate-t-Test ermittelt.

Fiir grafische Darstellungen wurden die Programme Adobe Photoshop CS, Microsoft® Excel
2002 und Microsoft® PowerPoint 2002 benutzt.

Die statistische Signifikanzgrenze fiir 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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4 Ergebnisse

4.1  Ergebnisse der Erstuntersuchungen

In der Erstuntersuchung wurde eine Gruppe von 48 Tieren vor einer Therapie bzw. zur
einmaligen Bestimmung ihres Zustandes untersucht. Da Korrelationen zwischen den
routinemdfig erhobenen Messparametern und der Durchflusszytometrie ermittelt werden
sollten, wurden Pferde mit unterschiedlichen Schweregraden einer Chronisch Obstruktiven
Bronchitis (COB) und zwei lungengesunde Pferde in diese Probandengruppe aufgenommen

(s. Kap. 3.1.1, S. 35).

4.1.1 Klinische Untersuchung des Respirationstraktes, Tracheobronchoskopie und
arterielle Blutgasanalyse

Das mittlere Alter der Probanden lag bei 11,9 (£5,2) Jahren, sie waren durchschnittlich 536

(£102) kg schwer. Der Durchschnitt der Tiergruppe war durch pathologische Abweichungen

bei allen  aufgefiihrten  Einzelparametern  mit  Ausnahme  des  arteriellen

Kohlendioxidpartialdrucks (p,CO,) gekennzeichnet (s. Tab. 7).

Tab.7:  Charakterisierung der Probanden anhand ausgewdhlter klinischer,
blutgasanalytischer und endoskopischer Parameter (Erstuntersuchung)

Parameter Einheit | Referenzbereich | n | Min. | Max. X, £SD
Alter Jahre 48 5 24 11,9 £5,2
Korpergewicht kg 46 303 657 536 £102
Ruhe- /min. 8-16 6| 10 | 32 18 46
Atemfrequenz

Klinikscore Punkte <2 48 0 10 4,2 £3.1
Endoskopiescore Punkte <2 48 0 10 4,6 £2,7
Pa0: mmHg 100 £5 48 | 63,7 117,5 | 93,8 £12,9
p.CO; mmHg 40 £5 48 | 38,1 52,5 44,4 £32
P(A-2)02 mmHg <7 48 | -6,0 39,2 11,2 £12,0

X,: arithmetischer Mittelwert; SD: Standardabweichung
paOs: arterieller Sauerstoffpartialdruck

P(a-2)02: Alveoloarterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz
graue Schraffierung: Mittelwert im pathologischen Bereich
Min.: Minimum; Max.: Maximum
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4.1.2 Konventionelle Untersuchung der bronchoalveoliren Lavagefliissigkeit (BALF)

4.1.2.1 Riickgewinnrate

Der durchschnittliche Anteil der wiedergewonnenen BALF am urspriinglich instillierten
Fliissigkeitsvolumen lag bei 24,5% (£10,8%) mit Einzelwerten zwischen 8,2 und 66,7%.
Statistisch signifikante Zusammenhédnge zwischen der Riickgewinnrate und anderen

Parametern waren nicht herzustellen.

4.1.2.2 Lichtmikroskopisches Differentialzellbild

Bei der lichtmikroskopischen Untersuchung der BAL-Zellen (BALC) (s. Tab. 8) befand sich
der durchschnittliche Anteil der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) im
pathologischen Bereich.

Tab. 8: Zusammensetzung der BALC
(Ergebnisse der lichtmikroskopischen Differenzierung und absolute Zellzahl)
. . X, £SD
Parameter Referenzbereich n Min. | Max. X, X/:SF
Absolute _
Zellzahl 120-640° 48 100 3300 | 416,3x/:2,2
[/ul BALF]
Ly [%] 15,3-62,3* 48 35,6 77,8 59,1 £11,5
PMN [%] 0-4,3* 48 0,2 25,6 6,1x/:2,7
M [%] 37,7-71,7* 48 11,2 55,5 30,3 £11,5
Eos [%] 0-1,3* 48 0,0 2,6 0,01 x/:9,7
MZ [%] 2,0-5,0* 48 0,0 10,2 1,1x/:4,3

Ly: Lymphozyten; M: Makrophagen; Eos: eosinophile Granulozyten; MZ:
Mastzellen

kursiv (nicht normalverteilt): x: geometrischer Mittelwert; SF: Streufaktor
graue Schraffierung: Mittelwert im pathologischen Bereich

: McGORUM und DIXON (1994); *: McGORUM et al. (1993a)
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Hochsignifikante Korrelationen unter den lichtmikroskopisch differenzierten Parametern
waren mit p<0,001 und negativem Vorzeichen zwischen den Prozentsétzen der Makrophagen
und der PMN einerseits (r= -0,48) und der Makrophagen und der Lymphozyten andererseits
(r= -0,85) zu verzeichnen. Zudem zeigte der durchschnittliche Prozentsatz der PMN in der

BALF einen positiven Zusammenhang mit der p(a-2O2 (r=0,48; p<0,001).

4.1.3 Durchflusszytometrische Differenzierung der iibergeordneten Zellpopulationen
in der BALF

Die Abbildungen 1 und 2 (s. S. 55 f.) erlédutern die Unterscheidung equiner Zellen mit Hilfe
morphologischer Merkmale in der durchflusszytometrischen Analyse anhand typischer Blut-
bzw. BALF-Proben. Dabei wird die ZellgroBe mit dem Parameter Vorwartsstreulicht (FS)
und ihre Komplexitit bzw. Granularitit mit dem Seitwértsstreulicht (PMT1) des Lasers
bestimmt. Um die morphologisch differenzierbaren Populationen getrennt analysieren zu
konnen, wurden elektronische Auswertungsfenster gesetzt, wobei in den Blutproben
zumindest zwei distinkte Zellpopulationen (Lymphozyten und PMN) sicher voneinander
abgetrennt werden konnten. Die Lokalisierung der Monozyten aus dem peripheren Blut und
die Einteilung im Bereich der groferen bzw. stirker granulierten Zellen (Makrophagen und
PMN) in den BALF-Proben gestalteten sich hingegen weniger eindeutig. Wahrend unter den
Zellpopulationen der morphologisch gut abgrenzbaren peripheren Blutleukozyten (PBL) die
neutrophilen Granulozyten den Hauptanteil ausmachten, waren Lymphozyten in der BALF
die prozentual stirkste Zellgruppe.

Zur ndheren Charakterisierung wurde flir die einzelnen Populationen das Vorhandensein
bestimmter Oberflichenantigene mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen. Fiir jeden
Patienten und fiir jede einzelne Messregion wurde dazu vor der eigentlichen Analyse ein
elektronisches Auswertungsfenster so definiert, dass mehr als 98% der Zellen einer
Negativkontrolle (Probe mit einem unspezifischen Antikorper desselben Isotyps wie der
Primérantikdrper und dem entsprechenden Sekundérantikdrper) eine Fluoreszenzintensitit
unterhalb eines Schwellenwertes besitzen. Die bis zu 2% Zellen mit einem Fluoreszenzsignal
oberhalb des Schwellenwertes wurden als falsch-positive Zellen bewertet. Auf eine
Subtraktion der Prozentsdtze der Negativkontrollen von denjenigen der Proben mit
Primérantikdrper wurde zur Vermeidung negativer Prozentsdtze bei der Datenauswertung
verzichtet.

Die Abbildungen 1 und 2 enthalten die immunphénotypische Markierung des CD9- bzw.

CD13-Antigens. Diese beiden Oberflichenmolekiile erwiesen sich insbesondere in der BALF,
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in der die Zellpopulationen aufgrund von GroBenschwankungen morphologische
Uberschneidungen zeigten, fiir die Trennung der Lymphozyten von den PMN und
Makrophagen als niitzlich. Ein gewisser Prozentsatz der Zellen in der Region der
Lymphozyten (RL) trug das CD9 Molekiil auf seiner Oberfliche. CD13" und damit auch
doppelt positive (CD137/9") Zellen waren in RL kaum vorhanden. Im Gegensatz dazu
konnten bestimmte Anteile der Granulozyten und Makrophagen mit beiden Antikdrpern
angefirbt werden. Wihrend der Prozentsatz der CD137/9™ Zellen in den Messregionen von
Granulozyten (RG) und Makrophagen (RM) im Bereich des Anteils falsch-positiver Zellen
lag, waren unterschiedliche Anteile in diesen Bereichen CD137/9". Beim groBten Teil dieser
Zellen in RG handelt es sich wahrscheinlich um CD9" Lymphozyten. Im Vergleich mit den
PBL zeigte sich die Farbung auf den CD13" Granulozyten aus der BALF stirker und besser
abgesetzt.

Bei der Analyse der Daten (s. Tab. 9, S. 57) wurden zwei weitere Zellpopulationen definiert.
Die Bezeichnung ,,Tote* umfasst Zellen, deren Kerne durch die Zugabe von Propidiumjodid
(PI) anzufarben waren. Da sie bei einer Antikorpermarkierung sowohl zu falsch positiven als
auch zu falsch negativen Ergebnissen fithren konnen, wurden sie von der
immunphinotypischen Charakterisierung elektronisch ausgeschlossen. In der Darstellung der
morphologischen Parameter (Grofe und Granularitit) wurde auferdem der Messbereich
,Einzelzellen® angelegt, der mit dem Ausschluss des &duBlersten Messkanals sehr kleine
Partikel (z.B. Zelldebris) im unteren und Zellhaufen aus dem oberen Randabschnitt nicht
einbezieht. Diese Region enthilt somit neben vitalen Leukozyten und PI" Zellen auch
Ereignisse, die zwischen den abgegrenzten Zellpopulationen liegen. Der Anteil der toten
Zellen kann im negativen und derjenige der FEinzelzellen im positiven Sinn als

Qualitdtsparameter fiir die BALF gewertet werden.
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Abb. 1:

Durchflusszytometrische Analyse equiner peripherer Blutleukozyten

1: Darstellung der Messereignisse im Vorwirts- (FS) und Seitwértsstreulicht
(PMT1).

la-c: in 1 getrennte Zellpopulationen nach simultaner Markierung des CD9-
und CD13-Antigens; 1a: Region der Makrophagen (RM); 1b: Region der
Lymphozyten (RL); 1c: Region der Granulozyten (RG).

1a-c: linkes oberes Fenster: CD9" Zellen; rechtes unteres Fenster: CD13"
Zellen; rechtes oberes Fenster: doppelt positive Zellen.

Der prozentuale Anteil der Zellen an allen Ereignissen aus der betreffenden
Messregion ist im jeweiligen Fenster ist mit Hilfe des Datenkreuzes im rechten
oberen Abschnitt des Farbediagramms angegeben.
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Abb. 2: Durchflusszytometrische Analyse equiner bronchoalveolédrer Lavagezellen

(BALC)

Legende s. Abb. 1, vorige Seite

Die in der vorigen Abbildung als 1 bzw. 1a-c bezeichneten Diagramme
entsprechen hier den Diagrammen 2 bzw. 2a-c und sind auf BALC bezogen.
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Tab. 9:

Durchflusszytometrisch analysierte Zellpopulationen in der BALF im Rahmen
der Erstuntersuchung (relative Anteile)

[Yo]
Region n X, £SD Min. | Max.
Xo X/:SF
[%] in RL 48 47,8 £10,9 18,0 69,0
[%]in RG 48 10,6 x/:1,6 39 31,7
[%] in RM 48 4,3x/:1,6 1,2 16,4
[%] Einz. 48 80,8 £7,6 61,3 98,5
[%] Tote (PI+) 48 14,7 6,8 49 46,4

X,: arithmetischer Mittelwert; SD: Standardabweichung
kursiv (nicht normalverteilt): xg: geometrischer Mittelwert; SF: Streufaktor
Min.: Minimun; Max.: Maximum
RL: Messregion der Lymphozyten; RG: Messregion der Granulozyten, RM:

Messregion der Makrophagen
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4.1.4 Vergleich der durchflusszytometrischen mit der lichtmikroskopischen
Zelldifferenzierung
Der lichtmikroskopisch bestimmte Prozentsatz der PMN wies eine signifikante Korrelation
mit dem Anteil der durchflusszytometrisch analysierten Ereignissen in RG (r=0,64; p<0,001)
auf. Auflerdem bestand zwischen dem lichtmikroskopisch und dem durchflusszytometrisch
ermittelten Anteil an Makrophagen eine enge positive Korrelation (r=0,71; p<0,001) (s. Tab.
10). Auch fiir den Lymphozytenanteil wurde eine positive Korrelation zwischen den beiden
Methoden ermittelt (r=0,51; p<0,001), so dass sich beziiglich ihrer Identifizierung fiir alle drei
Zellpopulationen Verbindungen zwischen der lichtmikroskopischen Differenzierung als
Goldstandard und der Durchflusszytometrie herstellen lieBen. Aufgrund der deutlichen
Divergenzen zwischen den Anteilen der jeweiligen Zellpopulation im Vergleich von
Lichtmikroskopie und durchflusszytometrischer Identifizierung ist trotzdem eine fehlerhafte
Einordnung von Zellen in der durchflusszytometrischen Analyse wahrscheinlich. Da
Makrophagen eine besonders starke prozentuale Abweichung aufweisen (Lichtmikroskopie:
30,3 £11,5%; Durchflusszytometrie: 4,3 x/:1,6), ist insbesondere diese Population davon
betroffen. Uber einen genauen Zahlenwert falsch eingeordneter Messereignisse ist anhand der
vorliegenden Daten, vor allem durch den derzeitigen Mangel an spezifischen Markern fiir

Makrophagen des Pferdes, noch keine sichere Aussage zu treffen.

Tab. 10: Zusammenfassung der Korrelationskoeffizienten (r) zwischen
lichtmikroskopisch und durchflusszytometrisch bestimmten Zellpopulationen

Durchfluss-
Licht- zytometrie | [%] in | [%] in | [%] in | Einz.
mikroskopie RL RM RG [%]
Ly [%] -0,35 0,45
% kk
M [%] -0,36 -0,05
i n.s.

PMN [%] -0,03 -0,44

n. s. ok
abs. ZZ/ul -0,04 0,12 0,24 0,07

n.s. n.s. n.s. n.s.

hellgraue Schattierung: p <0,05 (*); mittelgraue Schattierung: p <0,01 (**)
dunkelgraue Schattierung: p< 0,001 (***)
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4.1.5 Immunphinotypisierung der BALC

4.1.5.1 Lymphozyten in der Region der Lymphozyten

Aufgrund der guten Abgrenzbarkeit, der morphologischen Einheitlichkeit und der
Identifizierung mit spezifischen Lymphozytenmarkern handelt es sich beim iiberwiegenden
Anteil der Messereignisse in RL um Lymphozyten. Lymphozyten in der bronchoalveoldren
Lavagefliissigkeit werden im Folgenden auch als BALL bezeichnet.

Die Ergebnisse der Immunphénotypisierung der Lymphozyten fiir alle Probanden zeigten in
der Einzelmarkierung, dass mit durchschnittlich 91,1% (£7,3%; 68,7 bis 97,1%) der grofite
Anteil der Messereignisse in RL CD2" war. Demgegeniiber konnten lediglich 68,8%
(+11,7%; 29,9 bis 88,5%) der Zellen in RL mit dem Antikorper gegen das CD5-Antigen
angefarbt werden. Somit scheinen nicht alle T-Lymphozyten aus der equinen BALF das CD5-
Antigen konstitutiv auf ihrer Zelloberfldche zu exprimieren. Etwas mehr als ein Drittel (35,4
+8,8%; 15,8 bis 54,9%) der Ereignisse in RL waren CD4". Mit 40,8% (+£7,8%; 19,0 bis
57,1%) trug ein etwas groBerer Anteil auf seiner Oberfliche das CDS8-Antigen. Im
Durchschnitt exprimierten 44,6% (£10,9%; 17,6 bis 66,1%) der Zellen in RL das CD9-
Antigen. B-Zellen lagen in RL zwischen 0,1% und 2,7% mit einem Durchschnitt im Bereich
des Prozentsatzes der falsch-positiven Zellen (1,4 +0,6%) (s. Abb. 3). Bei Markierung des
CD13-Oberfldachenantigens zeigten sich mit 3,0% (x/:1,7; 0,8 bis 11,8%) nur wenige Zellen
positiv. Zudem kamen in der Messregion RL 2,8% (x/:1,8; 0,5 bis 8,7) CD13"/9" Zellen vor.
Bei den beiden letztgenannten Subpopulationen konnte es sich um PMN handeln (s. auch

Kap. 4.1.5.3, S. 71).
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Abb. 3: Durchflusszytometrisch identifizierte BALL in RL im Rahmen der

Erstuntersuchung (Einzelmarkierung)
Xa £SD; n=48 (CD8": n=47)
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Zwischen CD5" Lymphozyten und der durchflusszytometrisch bestimmten Lymphozytenzahl
pro ul BALF bestand ein positiver Zusammenhang (r=0,55; p<0,001), wihrend CD2"
Lymphozyten und die Lymphozytenzahl pro pul nicht statistisch signifikant korrelierten.
Zwischen den  immunphdnotypisch  mittels  Einzelmarkierung  charakterisierten
Lymphozytensubpopulationen lagen folgende Korrelationen mit p<0,001 vor:

CD2" waren positiv mit den CD5" Lymphozyten korreliert (r=0,49). Bei einer Steigung der
zugehorigen Regressionsgerade von m=1,09 ist bei hohen Prozentsitzen an CD2" Zellen mit
ebenfalls hohen Anteilen der CD5" Zellen zu rechnen. Diese waren, relativ betrachtet, noch
etwas hoher als bei niedrigen CD2" Anteilen. Demgegeniiber bestand ein negativer
Zusammenhang zwischen CD4" und CD8" Lymphozyten (1= -0,55), so dass
erwartungsgemif in einer BALF mit einem hohen Anteil an CD8" T-Zellen im Mittel ein
geringerer Prozentsatz an CD4" T-Lymphozyten vorlag. Allerdings enthielt eine BALF mit
einem grofen Prozentsatz an CD4" Zellen aufgrund des flachen Gefilles der
Regressionsgeraden (m= -0,48) relativ mehr CD8" Zellen als eine BALF mit wenigen CD4"
Zellen (s. Abb. 4, folgende Seite). Da mit r=0,47 ein positiver Zusammenhang zwischen
CD2" Lymphozyten und CD4" Lymphozyten ermittelt wurde (m=0,78), lagen im
Durchschnitt bei einem hohen Anteil an CD2" Lymphozyten auch viele CD4" Zellen vor.
Allerdings war eine Korrelation zwischen CD2" und CDS8" Lymphozyten aus den
vorliegenden Daten nicht zu entnehmen (s. Abb. 5, folgende Seite). In Kombination mit der
flachen Steigung der negativen Korrelation zwischen CD4" und CD8" Lymphozyten und dem
Zusammenhang der CD4" mit den CD2" Lymphozyten mit m<I, spricht dies fiir die
Anwesenheit einer CD2'/47/8 Subpopulation von T-Lymphozyten in der BALF, deren
Prozentsatz besonders hoch ist, wenn niedrige Anteile an CD4" Zellen vorliegen. Indirekte
Hinweise auf eine solche Subpopulation sind auch aus den Prozentsdtzen in der
Einzelmarkierung zu entnehmen, bei der durch Addition der Anteile der CD4" und CD8"

Zellen nicht der Prozentsatz der CD2" Lymphozyten erreicht wird (s. Abb. 3, S. 59)
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Abb. 4: Korrelation zwischen CD4" und CD8" Lymphozyten (p<0,001; n=45)
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Mit Hilfe der Abbildung 6 wird anhand der typischen BALF eines Pferdes die simultane
Zweifachmarkierung der Zellen in der durchflusszytometrischen Lymphozytenregion
erldutert. Bei der Markierung des CD2-Antigens waren die positiven Zellen grundsétzlich
durch gute Abgesetztheit und eine hohe Signalintensitdt gekennzeichnet. Das CD9 Signal
verhielt sich weniger distinkt. Bei der Markierung des CD5-Antigens variierte das Signal der

positiven Zellen iiber einen Bereich von mehr als einer Logarithmus-Stufe.
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Abb. 6: Immunphéanotypisierung der BALL in RL in einer typischen equinen BALF

Legende s. Abb. 1, S. 55
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Obwohl sich die Mittelwerte der CD27/9" (31,5 £12,3%) und der CD5"/9" Messereignisse
(27,8 £10,3%) in RL &dhnelten, zeigten die Zweifachmarkierungen, dass die Verteilung des
CD9-Antigens auf den CD2" Zellen nicht der auf den CD5" Zellen entspricht. Der Anteil der
CD2"/9" an allen CD2" Zellen lag bei ungefihr einem Drittel. Das Verhiltnis von CD57/9" an
den CD5" Ereignissen in RL betrug hingegen knapp die Hilfte. Da das CD9-Antigen als
Aktivierungsmarker auf T-Zellen gilt, kann davon ausgegangen werden, dass sich auch die
CD5" Zellen vemehrt in einem Zustand der Aktivierung befinden.

Mit einem prozentualen Anteil von 25,4% (£8,4%) an den Messereignissen in RL
unterschieden sich die CD8"/9" Zellen vom Prozentsatz der CD4"/9" Zellen, der lediglich
13,1% (x/:1,6) der Lymphozyten aus der BALF (BALL) ausmachte. Beim Vergleich der
CD4" mit den CD8" Zellen bestand ebenfalls eine voneinander abweichende Verteilung des
CD9-Molekiils: Wihrend das Verhiltnis der CD4 /9" Zellen an den CD4 " Ereignissen in RL
ca. ein Drittel betrug, lag der Anteil der CD8"/9" Zellen an den CD8" Zellen bei rund der
Hilfte. Da die Gesamtprozentsitze der CD4" bzw. CD8" Zellen nur gering voneinander
abwichen, trugen das CD9-Antigen mehr CD8" als CD4" Zellen auf ihrer Oberfldche (s. Abb.
7 und Tab. 11, S. 64).

Einzel- Zweifachmarkierungen

100

T
N | A
Il

CD9" CD2'/9" CD5/9" CcD4 /9" CD8"/9"

Anteil der Ereignisse in RL [%]

Abb. 7: Durchflusszytometrisch identifizierte BALL in RL im Rahmen der
Erstuntersuchung; Einzelmarkierung des CD9-Antigens (grau) und
Zweifachmarkierungen (schraffiert); CD9": n=47;
Zweifachmarkierungen: n=46
Xa £SD; kursiv (nicht normalverteilt): xq x/:SF
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Tab.

11: Durchflusszytometrisch identifizierte Subpopulationen in RL
Subpopulation | n Xy [%] in RL | £SD [%] | Minimum | Maximum
X, [% Jin RL x/:SF [%] [%%]
CcDp2* 48 91,1 7,3 68,7 97,1
CD5" 48 68,8 11,7 29.9 88.5
CD4" 48 35,4 8,8 15,8 54,9
CDS" 47 44.6 10,9 17,6 66,1
B-Zellen 48 1,4 0,6 0,1 2,7
CD2'/9" 47 31,5 12,3 0,4 58,6
CD2'/9 58,0 14,7 18,4 94,1
CD5'/9" 27.8 10,3 10,7 54,7
CD5/9" 46 13,9 1,8 2,8 39,7
CD5'/9 33,5 13,0 5,2 70,9
CD4 /9" 13,1 1,6 45 39,3
CD47/9* 46 30,1 9,9 11,5 60,0
CD4"/9 21,9 9,8 6,4 495
CDS8'/9" 25,4 8,4 9,6 46,5
CD8/9" 46 19,0 7,0 6,4 438
CDS8"/9 24,1 9,5 10,4 51,9
CD137/9" 46 42.4 10,8 14,5 61,8

" positiv fiir ein Antigen; : negativ fiir ein Antigen
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Tab. 12: Zusammenfassung der Korrelationskoeffizienten (r) zwischen einzeln und
zweifach markierten Lymphozytensubpopulationen in der BALF

Subpopulation
CD5'/B
CD2/9"
CD2'/9
CD5/9"
CD5'/9
CD47/9" 0,11
n. sS. n. S.
CD47/9" -0,18 -0,06
n. S. n. S.
CD4"/9 0,40 0,30
k% *
CD8/9" -0,13 0,05
n. S. n. S.
CD8 /9" -0,14 -0,10 -0,01
n. S. n. S. n. S.
CD8"/9" 0,44 0,14 0,15
S n..s n. s.
CD137/9* -0,03 -0,01 -0,35
n.s. n.s. *

hellgraue Schattierung: p <0,05 (*); mittelgraue Schattierung: p <0,01 (**)

dunkelgraue Schattierung: p< 0,001 (***)
Unter den durch Zweifachmarkierung charakterisierten Lymphozytensubpopulationen bestand
ein Zusammenhang zwischen CD2/9" und CD4'/9" Lymphozyten (r=0,61; p<0,001) bzw.
CD2/9" und CD8"/9" (1=0,57; p<0,001). Fiir den erstgenannten Zusammenhang weist die
flache Steigung der Regressionsgeraden (m=0,31) darauf hin, dass bei hohen CD2/9"
Anteilen relativ weniger CD47/9" Zellen in der jeweiligen BALF vorhanden sind als bei
niedrigen. Im Umkehrschluss miisste damit ein groBerer Anteil an CD8/9" Zellen verbunden
sein. Daraus ergibt sich theoretisch bei kleinen CD2'/9" Prozentsitzen ein relativ groBerer
CD4'/9" (und somit ein kleinerer prozentualer Anteil an CD87/9" Zellen) als beim
Durchschnitt der Proben. Die Steigung der Regressionsgeraden des Zusammenhangs
zwischen CD2/9" und CD8"/9" Lymphozyten ergiinzt mit m=0,39 die Steigung der Geraden
zwischen CD2"/9" und CD4'/9" Lymphozyten aber nicht in der erwarteten Weise zur Summe
von 1. Neben CD4/9" und CD8"/9" Lymphozyten tritt bei hoheren Anteilen an CD2/9" bzw.
niedrigen Prozentsitzen an CD4'/9" Zellen offenbar vermehrt eine Population von

CD2'/47/87/9" Zellen auf (s. Abb. 8). Dabei konnte es sich um y8-T-Zellen handeln.
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r=0,61
m=0,31

100 -

50 4

40

30 1

20 1

10 -

0 T T T T T

Abb. 8:

20 30 40 50 60 0 1020 30 40 50
CD2/9"[%]

Korrelation zwischen CD2"/9" Lymphozyten und CD4"/9" (p<0,001; n=44)
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4.1.5.2 Lymphozyten in den Regionen der Granulozyten und Makrophagen

In der vorliegenden Arbeit erfolgte erstmals eine Untersuchung von Lymphozyten, die
auBerhalb ihrer Messregion innerhalb der durchflusszytometrisch bestimmten Bereiche der
Granulozyten (RG) und Makrophagen (RM) identifiziert wurden. Die Zuordnung zur
Lymphozytenpopulation ist anhand der eingesetzten, spezifischen Marker sicher zu treffen.
Eine Ausnahme bildet in allen Messbereichen die CD137/9" Subpopulation. Hierbei konnte es
sich sowohl um Lymphozyten als auch um Makrophagen handeln. Insbesondere die Region
der Makrophagen zeichnete sich durch groBere Zellen aus, so dass es sich bei den dort
identifizierten Lymphozyten um grofle Immunzellen handelt. Dies wird als Zeichen erhohter
Aktivitat gewertet. Durch die gleichzeitige Anwesenheit von Granulozyten und Makrophagen
waren in den beiden Bereichen kleinere prozentuale Anteile und andere Verhiltnisse der
jeweiligen Lymphozytensubpopulationen vorhanden als in RL.

In RG wurde mit 0,7% (x/:4,6) ein durchschnittlicher Anteil an B-Lymphozyten (0,0 bis
3,0%) im Bereich des Prozentsatzes der falsch-positiven Zellen identifiziert. Zudem befanden
sich in dieser Messregion 16,8% (£7,8%) CD2" Zellen (2,0 bis 35,8%). Der Mittelwert fiir
CD5" Lymphozyten lag bei 6,8% (x/:2,0) mit Einzelwerten zwischen 0,8 und 22,0%. Der
Anteil der CD4" Zellen erreichte mit 6,3% (x/:1,7) eine dhnliche Hohe (1,3 bis 18,2%). Der
Prozentsatz der CD8" Lymphozyten in RG lag nur knapp iiber dem Anteil falsch-positiver
Zellen (2,4% x/:2,1; 0,3 bis 10,4%) (s. Tab. 13, folgende Seite).

In RM lag der durchschnittliche Anteil der B-Lymphozyten mit 0,2% (x/:45,4; 0,0 bis 12,2%)
wie in RL und RG im Bereich des Prozentsatzes falsch-positiver Zellen. 27,8% (£12,7%; 2,5
bis 73,4%) der Zellen aus RM lieBen sich mit dem Antikdrper gegen CD2 anférben, wéihrend
6,9% (x/:6,6; 0,0 bis 68,5%) der Zellen das CD5-Antigen aufwiesen. Der Prozentsatz der
CD4" Zellen lag bei durchschnittlich 77,6% (x/:1,8) mit Einzelwerten zwischen 2,9 und
53,9%. Fiir CD8" Zellen erreichte der Mittelwert mit /,7% (x/:20,8; 0,0 bis 21,0%) den
Schwellenwert nicht (s. Tab. 14, folgende Seite). Somit scheinen die auBerhalb von RL
liegenden T-Zellen aus der BALF eher CD4 " als CDS8" zu sein.
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Tab. 13: Durchflusszytometrisch identifizierte Lymphozytensubpopulationen in RG

Subpopulation n X, [%] in RG SD [%] Minimum | Maximum
X, [%] in RG SF [%%] [%%]
CcDp2* 48 16,8 7,8 2,0 35,8
CD5" 48 6,8 2,0 0,8 22,0
CD4" 48 6,3 1,7 1,3 18,2
CDS" 46 2,4 2,1 0,3 10,4
B-Zellen 48 0,7 4,6 0,0 3,0
CD2 /9" 47 43 59 0,0 19,0
CD2"/y 53 2,0 0,9 19,1
CD5 /9" 46 4,6 1,9 0,9 14,2
CD5"/9 2,3 2,5 0,2 9,8
CD47/9" 46 4,1 22 0,6 50,4
CD4/9 2,2 2.4 0,2 7,6
CDS8 /9" 46 2,8 22 0,2 7,9
CD8"/9 0,4 15,0 0,0 3,8
CD137/9" 46 31,9 13,0 6,6 61,8
CD5/B" 47 0,6 8,4 0,0 65,0
CD5"/B 5,0 2,3 0,6 20,1

" positiv fiir ein Antigen; : negativ fiir ein Antigen

Tab. 14: Durchflusszytometrisch identifizierte Lymphozytensubpopulationen in RM
Subpopulation | n Xa [%] in RM SD [%] | Minimum | Maximum

X, [%] in RM SF [%] [%]
CcD2" 48 27.8 12,7 2,5 73,4
CD5" 48 6,9 6,6 0,0 68,5
CD4" 48 11,6 1,8 2,9 53,9
CDS" 46 1,1 20,8 0,0 21,0
B-Zellen 48 0,2 45,4 0,0 12,2
CD2 /9" 47 6,2 11,8 0,0 59,8
CD2"/y 3,9 27,2 0,0 50,0
CD5 /9" 46 8,9 2,1 1,5 57,8
CD5 /9 1,8 9,8 0,0 15,9
CD4/9" 46 7.5 6,0 0,0 48.5
CD4/9 1,7 22,8 0,0 15,6
CDS8 /9" 46 1,5 33,8 0,0 31,8
CD8"/y 0,0 109,5 0,0 7,7
CD137/9" 46 479 11,9 87.4 16,9
CD5"/B* 0,0 117,8 0,0 2.8
CD5/B* 47 0,0 140,4 0,0 57,1
CD5"/B 3,3 17,9 0,0 47.4

" positiv fiir ein Antigen; : negativ fiir ein Antigen
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Zwischen den einzelnen Lymphozytensubpopulationen konnten in RG folgende signifikante
Korrelationskoeffizienten berechnet werden (jeweils p<0,001):

CD4" Zellen in dieser Messregion waren sowohl mit CD9" (r= -0,51) als auch mit CD2"
Zellen (1=0,72) korreliert. Dabei lag der erstgenannte Zusammenhang mit seinem negativen
Vorzeichen auch in RL vor, erreichte dort aber keine hohe statistische Signifikanz.

CD2" Lymphozyten aus RG wiesen sowohl mit CD4"/9" (r=0,56; p<0,001) als auch mit
CDS8'/9" Zellen einen positiven Zusammenhang auf (r=0,51; p<0,001). Keine dieser beiden
Korrelationen bestand in RL.

In RM bestand eine positive Korrelation analog zu den Verhéltnissen bei den (kleineren)
Lymphozyten aus RL zwischen CD2" und CD4" Zellen (r=0,70; p<0,001) (s. Abb. 9).
Wihrend CD4" und CD8" Lymphozyten in RL negativ korreliert waren, lag in RM zwischen
thnen ein positiver Zusammenhang vor (r=0,55; p<0,001) (s Abb. 10, folgende Seite).

r=0,70 r=0,34
m=0,50 m=0,25
100 - 100 -
*
=10 -
)
a
® .
1 1 1
80 0 80
0,1 -
CD2" [%]
Abb. 9: Korrelation zwischen CD2" und CD4" (p<0,001; n=46) bzw. CD2" und CD8"

Lymphozyten in RM (p<0,05; n=45)
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r=0,55
m=0,28
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Abb. 10: Korrelation zwischen CD4" und CD8" Lymphozyten in RM (p<0,001; n=45)
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4.1.5.3 Andere Zellen in der Region der Granulozyten

Im Mittel war bei 74,5% (£11,2%; 44,2 bis 94,1%) der Zellen in RG das CD9-Antigen und
bei durchschnittlich 47,5% (£19,2%; 7,1 bis 81,2%) das CD13-Antigen nachweisbar (s. Abb.
11). Neben den Einzelmarkierungen sind die durchschnittlichen Prozentsédtze der durch

Zweifachmarkierung identifizierten Zellen in Tab. 15 aufgefiihrt.

Einzel- Zweifachmarkierungen

80 -

60 -

o |
40 - J
30 - il

Anteil der Ereignisse in RG [%]

20 -
10 -
0 : :
CD9" CD13" CD13"/9" CD13"/9
Abb. 11: Durchflusszytometrisch identifizierte Subpopulationen in RG im Rahmen der
Erstuntersuchung; Einzelmarkierung des CD9- bzw. CD13-Antigens (grau)
und Zweifachmarkierungen (schraffiert)
X, £SD; kursiv (nicht normalverteilt): xg x/:SF
CD13": n=48; CD9": n=47; Zweifachmarkierungen: n=46
Tab. 15: Durchflusszytometrisch identifizierte Subpopulationen in RG
Subpopulation | n Xy [%]in RG | SD [%] | Minimum | Maximum
Xo [%] in RG SF [%] [%]
CDY9" 47 74,5 11,2 442 94,1
CD13" 48 47,5 19,2 7,1 81,2
CD2/9" 47 59,0 19,4 0,3 92,3
CD5/9" 46 70,4 12,1 41,7 93,6
CD4/9" 46 70,7 14,1 21,9 91,9
CD8 /9" 46 72,1 11,8 38,9 92,8
CD13"/9" 46 44,9 18,3 9,2 77,0
CD13"/9 1,8 2,5 0,2 9,6

": positiv fiir ein Antigen; ": negativ fiir ein Antigen
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Der positive Zusammenhang zwischen CD13" und CD9" Messereignissen aus RG (r=0,62;
p<0,001), dessen Regressionsgerade mit m=0,36 vergleichsweise flach anstieg, belegt, dass
bei hohen CD13" Anteilen zwar auch grofe Prozentsitze an CD9" Zellen vorlagen, diese aber
relativ niedriger als bei kleinen Prozentsitzen der CD13" Zellen ausfielen (s. Abb. 12,
folgende Seite). CD13" Zellen wiesen in RG zudem positive Zusammenhinge mit CD27/9"
(r=0,38; p<0,01), CD5/9" (r=0,59; p<0,001), CD4/9" (r=0,50; p<0,001) und CD8/9" Zellen
(1=0,64; p<0,001) auf. Die stirkste lineare Korrelation bestand zwischen CD13" und
CDI137/9" Messereignissen (r=0,96; p<0,001). Fiir diesen Zusammenhang betrug die Steigung
der Regressionsgeraden 1,01 (s. Abb. 13, folgende Seite), so dass bei hohen Anteilen der
CD13" Zellen grundsitzlich auch mit einem groBen Prozentsatz an CD137/9" Zellen zu
rechnen ist. Es erscheint somit wahrscheinlich, dass alle PMN sowohl das CD13 als auch das
CD9-Antigen tragen. Bestirkt wird dies durch die positiven Korrelationen sowohl fiir CD9"
als auch fiir CD13" Ereignisse in RG mit dem durchflusszytometrischen Prozentsatz der PMN
(1=0,58 bzw. 0,57; p<0,001). AuBerdem waren CD137/9" (r=0,62; p<0,001), CD27/9" (r=0,47;
p<0,001), CD57/9" (1=0,63; p<0,001), CD4/9" (1=0,58; p<0,001) und CD87/9" Zellen (r=0,57;
p<0,001) positiv mit diesem Messparameter korreliert. Die Regressionsgerade fiir die
Korrelation zwischen CD9" und CD13'/9" Zellen (r=0,70) wies eine flache Steigung
(m=0,15) auf (s. Abb. 13, folgende Seite), die durch die Anwesenheit von 29,0% (x/:1,61,
6,64 bis 61,82%) CD137/9" Lymphozyten (oder Makrophagen) in RG zu erkliren ist. Indizien
dafiir liefern z. B. die beiden negativen Korrelationen, die CD137/9" Zellen aus diesem
Bereich sowohl mit dem lichtmikroskopisch (= -0,50; p<0,001) als auch mit dem
durchflusszytometrisch ermittelten Anteil der PMN (r=0,41; p<0,01) besal3en, so dass es sich
dabei nicht um Granulozyten handeln diirfte.

Zusitzlich zu den PMN aus RG kamen CD137/9" Zellen zu einem geringen Prozentsatz auch

in RL vor (s. Kap. 4.1.5.1, S. 59).
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r=0,62
m=0,36
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Abb. 12: Korrelation zwischen CD13" und CD9" BALC in RG (p<0,001; n=45)
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Abb. 13: Korrelation zwischen CD13" und CD9"/13" (p<0,001; n=44) bzw. CD9" und

CD9"/13" BALC in RG (p<0,001; n=44)
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4.1.5.4 Andere Zellen in der Region der Makrophagen

In RM wiesen durchschnittlich 59,4% (+13,7%; 18,3 bis 88,9%) das CD9-Antigen auf. Ein
Anteil von 6,8% (x/:11,6; 0,0 bis 39,9%) war CD13" (s. Abb. 14). Im Gegensatz zu RG
bestand in dieser Messregion keine Korrelation zwischen den CD9" und den CD13" Zellen.
Die durchschnittlichen Prozentsdtze der durch Einzel- und Zweifachmarkierung
identifizierten Zellen sind in Tabelle 16 aufgefiihrt (zu den Lymphozyten in RM s. Kap.
4.1.5.2,S. 67 ff.)

Einzel- Zweifachmarkierungen
90 - _
80 -
70 - T
60 - (
50 - l

40 - l
30 -
(

Anteil der Ereignisse in RM [%]

10 - T
0 [ 1]
CDY" CDI3" CDI3"/9" CD137/9"
Abb. 14: Durchflusszytometrisch identifizierte Subpopulationen in RM im Rahmen der

Erstuntersuchung; Einzelmarkierung des CD9- bzw. CD13-Antigens (grau)
und Zweifachmarkierungen (schraffiert)

Xa £SD; kursiv (nicht normalverteilt): xg x/:SF

CD13": n=48; CD9": n=47; Zweifachmarkierungen: n=46

Tab. 16: Durchflusszytometrisch identifizierte Subpopulationen in RM
Subpopulation | n Xa [%] in RM SD [%] | Minimum | Maximum
Xo [%] in RM SF [%] [%]
CD9" 47 59,4 13,7 18,3 88,9
CDI3" 48 6,8 11,6 0,0 39,3
CD2/9" 47 15,8 24,6 0,0 77,2
CD5/9" 46 48,7 16,0 17,6 86,6
CD4/9" 46 46,8 16,7 10,7 84,0
CD8/9" 46 54,0 14,4 22,6 90,5
CDI3"/9" 10,8 1,9 1,6 38,0
CD137/9" 46 47,9 16,9 11,9 87,4
CDI3"/y 0,1 117,1 0,0 8,7

": positiv fiir ein Antigen; ": negativ fiir ein Antigen
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4.1.6 Durchflusszytometrische Quantifizierung von Interferon-y (IFN-y) und
Interleukin-4 (IL-4) in RL der BALF

Anhand einer typischen equinen BALF sind fiir die beiden Zytokine auf der folgenden Seite
exemplarische Darstellungen der Messereignisse abgebildet. Das Auswertungsfenster der
Isotypenkontrolle (Kontrolle mit einem unspezifischen Antikérper desselben Isotyps wie der
Primédrantikdrper und dem entsprechenden Sekundérantikorper), die in den jeweiligen
Diagrammen in Form einer schwarzen Kurve abgebildet ist, wurde anhand eines
Schwellenwertes wiederum so eingerichtet, dass weniger als 2% der enthaltenen
Messereignisse positiv waren. In den Proben mit spezifischem Primérantikorper, die in den
Diagrammen durch grau schattierte Flachen représentiert werden, befinden sich die Antigen-
positiven Zellen dann innerhalb des durch einen Querstrich markierten Fensters (s. Abb. 15,
folgende Seite). Die Bestimmung des zytokinproduzierenden Zellanteils erfolgte
ausschlieBlich im Messbereich der durchflusszytometrisch identifizierten Lymphozyten. Die
Proben wurden unstimuliert belassen bzw. mit Phorbol-myristat-acetat (PMA) und Ionomycin
stimuliert und jeweils fiir sechs bzw. achtzehn Stunden im Brutschrank inkubiert. Die
Verwendung dieser beiden Stimulantien ist die anerkannte Methode fiir den intrazelluldren

Zytokinnachweis (s. Kap. 3.2.5.5, S. 47).
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Abb. 15: Darstellungen der IFN-y" bzw. IL-4" Lymphozyten in einer typischen equinen
BALF. A: unstimulierte BALL; B: Ionomycin- und PMA-stimulierte BALL
Schwarz: Isotypenkontrolle; Grau schattiert: typische Proben mit
Primérantikorper; Antigen-positive Zellen befinden sich innerhalb des durch
den Querstrich markierten Fensters (exakter Zahlenwert der positiven
Lymphozyten im jeweiligen Diagramm angegeben)
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Tab. 17: Durchschnittliche IFN-y" bzw. IL-4" Lymphozytenprozentsitze in RL

n X, bzw. | SD bzw. | Minimum | Maximum
X, SF
IFN-y
unstim./6h 35 1,7 2,4 0,2 55,4
unstim./18h | 35 1,4 2,0 0,3 8,7
stim./6h 36 59,0 25,1 0,9 99,0
stim./18h 35 71,8 17,5 6,1 98,1
IL-4
unstim./6h 35 16,5 2,7 1,0 77,4
unstim./18h | 35 0,8 3,3 0,0 12,1
stim./6h 36 8,8 2,5 1,2 55,9
stim./18h 35 1,9 2,3 0,2 7,0

6h: sechsstiindige, 18h: achtzehnstiindige Inkubation
unstim.: unstimuliert; stim.: mit PMA und lonomycin stimuliert

Unstimulierte equine BALL waren nicht zur Bildung von IFN-y in der Lage. Nach
sechsstiindiger Inkubation produzierten jedoch durchschnittlich 16,5% IL-4. Dies spricht im
Alveolarbereich der untersuchten Pferdepopulation fiir ein a priori Ty2-geprigtes
Zytokinmuster. Nach achtzehnstiindiger Bebriitung war der Anteil der IL-4" Zellen stark
abgesunken. Wurden die Lymphozyten stimuliert, so lag der Prozentsatz der IFN-y" Zellen
nach sechsstiindiger Inkubation im Durchschnitt bei fast 60%, so dass die BALL durch einen
geeigneten Reiz auch zur Bildung eines Ty1-Zytokins angeregt werden konnen. Dieser Anteil
konnte auf rund 72% gesteigert werden, wenn die Zellen fiir achtzehn Stunden inkubiert
wurden. Das entsprechende Fluoreszenzsignal zeigte nach der ldngeren Inkubation zudem
eine hohere durchschnittliche Intensitit. Im Gegensatz dazu gelang es nicht, durch
Stimulation mehr Zellen zur Bildung von IL-4 anzuregen. Ihr Anteil bewegte sich ohne
Stimulation fiir die sechsstiindige Inkubation sogar unter dem Niveau der unstimulierten
Proben (s. Abb. 15, S. 76 und Tab. 17).

Zwischen dem Anteil der IFN-y" Zellen (stimuliert, sechsstiindige Inkubation bzw. stimuliert
achtzehnstiindige Inkubation) und dem mikroskopisch bestimmten Prozentsatz der
Lymphozyten lag jeweils ein positiver Zusammenhang vor (r=0,64 bzw. 0,59). Weitere
Korrelationen bestanden zwischen den prozentualen Anteilen der IFN-y" BALL und den
folgenden durchflusszytometrisch ermittelten Zellpopulationen (jeweils p<0,001): So hing der
Prozentsatz der IFN-y" Zellen (stimuliert, achtzehnstiindige Inkubation) mit dem

durchflusszytometrisch analysierten Anteil der Zellen in RL zusammen (r=0,62) (s. Abb. 16),
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so dass der Anteil der IFN-y" Zellen umso héher ausfiel, je groBer der Anteil Messereignisse
in RL war. Negative Zusammenhinge zwischen den lichtmikroskopisch oder
durchflusszytometrisch ermittelten Granulozyten und den Anteilen der IFN-y" bzw. IL-4"
Zellen bestanden nicht. Die positive Korrelation der CD5"
T-Lymphozyten aus RM mit den IFN-y" Zellen (stimuliert, achtzehnstiindige Inkubation:
r=0,67; p<0,001) weisen darauf hin, dass in der Region der Makrophagen viele grof3e, evtl.

aktivierte T-Zellen vorliegen, wenn in RL grof3e Anteile an IFN-y bildenden Zellen vorhanden

sind.
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Abb. 16: Korrelation zwischen dem durchflusszytometrisch analysierten

Messereignissen in RL und dem Prozentsatz IFN-y" BALL (stimuliert,
achtzehnstiindige Inkubation) (p<0,001; n=33)
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Wurden durch Division der jeweiligen Prozentsitze zusétzlich die Quotienten zwischen den
IFN-y und IL-4 bildenden Zellen gebildet, so ergaben sich die in Tabelle 19 aufgefiihrten
Durchschnittswerte. Da sich nach achtzehnstiindiger Inkubation mit Stimulation die hochsten
durchschnittlichen Prozentsitze fiir die IFN-y" Zellen bzw. nach sechsstiindiger Inkubation
ohne Stimulation die im Mittel groBten Anteile fiir die IL-4" BALL ergaben, wurde neben den
in der Inkubationsdauer vergleichbaren Werten aus diesen beiden Anteilen ein zusitzlicher

Quotient gebildet.

Tab. 18: Quotienten zwischen IFN-y" und IL-4" Lymphozytenprozentsitzen

IFN-y/IL-4 n Xg SF Minimum | Maximum
ff]%]f’s’uszm/ 36| 56 3,1 0,1 71,0
g]jﬁ;z’;;"’/ 35| 360 25 2,6 2173
e, | | o0 |
w5 | |

6h: sechsstiindige, 18h: achtzehnstiindige Inkubation
unstim.: unstimuliert; stim.: mit PMA und lonomycin stimuliert

Die Quotienten wiesen signifikante Korrelationen mit zytologischen Parametern auf. So
bestand ein negativer Zusammenhang zwischen dem Quotienten von IFN-y" und IL-4" BALL
(stimuliert, sechsstiindige Inkubation) und dem lichtmikroskopisch ermittelten Prozentsatz der
Makrophagen (= -0,53; p<0,001). Ebenfalls negativ korrelierte der Quotient von IFN-y" und
IL-4" BALL (stimuliert, achtzehnstiindige Inkubation) mit dem durchflusszytometrisch
bestimmten Prozentsatz der Zellen aus RG (r= -0,56; p<0,001), so dass bei groBeren Anteilen
an IFN-y sowohl kleinere Prozentsidtze an Makrophagen als auch an Granulozyten vorhanden

waren.
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Tab. 19:

Zusammenfassung der signifikanten Korrelationskoeffizienten (r) zwischen

Quotienten der Anteile IFN-y" und IL-4" BALL und verschiedenen
Lymphozytensubpopulationen

Quotient Subpopulation Korrelationskoeffizient
r
IFN-y/IL-4 RL
IFN-y 18h stim./ CD8'/9" (Lymphozyten) 0,40
IL-4 18h stim. *
RM
IFN-y 6h stim./ CD2" (Lymphozyten)
IL-4 6h stim.
IFN-y 6h stim./ CD5" (Lymphozyten)
IL-4 6h stim.
IFN-y 6h stim./ CD2" (Lymphozyten)
IL-4 6h unstim.
IFN-y 6h stim./ CD5" (Lymphozyten) 0,46
IL-4 6h unstim.
IFN-y 18h stim./ CD2" (Lymphozyten)
IL-4 6h unstim.
IFN-y 18h stim./ CD5" (Lymphozyten) 0,46
IL-4 6h unstim. s
RG
IFN-y 18h stim./ CD4"/9" (Lymphozyten)
IL-4 18h stim.
IFN-y 18h stim./ CD5"/9" (Lymphozyten)
IL-4 18h stim.
IFN-y 18h stim./ CD8'/9" (Lymphozyten)

IL-4 18h stim.

0,49
*%

6h: sechsstiindige, 18h: achtzehnstiindige Inkubation
unstim.: unstimuliert; stim.: mit PMA und Ionomycin stimuliert
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4.1.7 Korrelationen der Durchflusszytometrie mit klinischen Parametern

Signifikante Korrelationen zwischen den Ergebnissen der Durchflusszytometrie und den
klinischen Parametern mit r>0,50 oder r< -0,50 traten mit Ausnahme der artericllen
Sauerstoffparameter (p,O, und p(a-)O2) nicht auf.

Ein Zusammenhang wurde mit r=0,48 zwischen CD2" Lymphozyten in RL und dem p,O;
ermittelt (p<0,001). Die Steigung der zugehdrigen Regressionsgeraden lag bei 1,17, so dass
die Probanden bei geringen Prozentsdtzen an T-Lymphozyten gleichzeitig einen besonders
niedrigen p,0, aufwiesen. CD2/9" und CD4"/9" Lymphozyten in RG waren mit dem p,O»
ebenfalls positiv (1=0,56 bzw. 0,49; jeweils p<0,001) und mit der p(a-)O» negativ korreliert
(r=-0,58 bzw. -0,48; jeweils p<0,001). Somit war mit einem hohen Anteil an T-Lymphozyten
bzw. Helferzellen eine gute Oxygenierung des arteriellen Blutes verbunden. Im Gegensatz
dazu bestand zwischen CD57/9" Zellen in RG und der Pa-2O2 ein positiver Zusammenhang
(r=0,49, p<0,001). Zusétzlich zu diesen Subpopulationen korrelierten bestimmte Anteile der
zytokinproduzierenden Lymphozyten mit Parametern der arteriellen Blutgasanalyse. So wies
der Prozentsatz der IFN-}(+ Zellen einen positiven Zusammenhang mit dem p,O, auf
(stimuliert, achtzehnstiindige Inkubation: r=0,44; stimuliert, sechsstiindige Inkubation:
=0,49; jeweils p<0,01), so dass bei groBen Anteilen an IFN-y bildenden Lymphozyten eine
bessere Oxygenierung des arteriellen Blutes vorlag als bei geringen. Das Verhéltnis der IFN-y
produzierenden zu den IL-4 bildenden Zellen (beide stimuliert, achtzehnstiindige Inkubation)
war negativ mit der p(a-.)O» korreliert (r=-0,51, p<0,001). Dasselbe Verhiltnis wies auch eine

negative Korrelation mit der Hohe des Klinikscores auf (1= -0,47, p<0,01).

81



4 Ergebnisse

4.2  Ergebnisse der vergleichenden Untersuchung vor und nach Therapie

22 klinische Patienten mit COB unterschiedlichen Schweregrades, deren Besitzer einer
stationdren Aufnahme zu Therapiezwecken zustimmten, wurden einem zweiten
Untersuchungsblock nach einwochiger Behandlung unterzogen. Zur Charakterisierung dieser
therapierten Tiere wurden die Ergebnisse ihrer pritherapeutischen Untersuchung aus den
Daten der Gesamtgruppe extrahiert. Bei 15 Pferden erfolgte eine medikamentelle, bei sieben
eine alternativmedizinische Therapie in Form von Laserakupunktur (s. Kapitel 3.1.6 und
3.1.7, S. 39 ff.). Das Ziel der Untersuchung bestand in der Erkennung eventueller
Unterschiede zwischen Erst- und Wiederholungsuntersuchung, nicht in der Ermittlung der
wirksameren Therapieform. Riickschliisse hinsichtlich eines grof8eren Therapieeffektes lassen
sich aus den hier ermittelten Daten nicht ziehen.

In wichtigen klinischen und lichtmikroskopischen Parametern ergaben sich nach der
einwOchigen Behandlung in beiden Therapiegruppen signifikante Verdnderungen in Richtung
einer Verbesserung der Befunde. Dagegen =zeigten sich in einer Vielzahl
durchflusszytometrisch ~ bestimmter Messgrolen zwischen den Gruppen kontrire
Entwicklungen in der Wertehohe. Daher erscheint es zum groflen Teil sinnvoll, die
Ergebnisse getrennt nach Therapiegruppen darzustellen. Die Unterschiede zwischen den
beiden Therapiearten wurden durch Vergleich der Differenzen der pré-/posttherapeutischen
Werte iliber einen pooled-t-Test bzw., bei stark voneinander abweichenden

Standardabweichungen, {iber einen separate-t-Test ermittelt.

4.2.1 Klinische Untersuchung des Respirationstraktes, Tracheobronchoskopie und
arterielle Blutgasanalyse

Die Ergebnisse der priatherapeutischen Untersuchung fiir die behandelten Pferde wurden,
getrennt nach Behandlungsart, aus den Daten der Gesamtgruppe extrahiert. Im Vergleich zur
Gesamtgruppe waren in den Therapiegruppen dabei Parameter aus der routineméfigen COB-
Diagnostik starker zum Pathologischen hin verdndert (s. Tab. 20, folgende Seite).

Wie aus Tabelle 20 weiterhin ersichtlich, ergaben sich nach einwochiger Therapie v. a. in
pPaO2 und pa-2O2 deutlich verbesserte Werte. Bei der in der Tabelle nicht enthaltenen
Gesamtbetrachtung aller behandelten Pferde stieg der p,O, von durchschnittlich 86,3 (£15,0)
mmHg auf 93,9 (£10,5) mmHg an (p=0,005). Zudem sank die p..O2 von mittleren 19,0
(13,0) mmHg auf 11,0 (£9,0) mmHg ab (p=0,003). Der p,CO, verdnderte sich nicht
signifikant.
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Tab. 20: Pratherapeutische Werte ausgewahlter klinischer, blutgasanalytischer und
endoskopischer Parameter der Gesamtgruppe und préi-/posttherapeutische
Ergebnisse getrennt nach der Behandlungsart

Gesamt- Medikamenten- Laserakupunktur-
gruppe gruppe gruppe
(xa £SD) (xa £SD)
n=48 n=15 n=7
X, £SD
Para- Einheit | Referenz- | Erstunter- pra post pra post
meter bereich suchung
Alter Jahre 11,9 £5,2 12,3 +4,2 12,6 5,2
Korper- kg 536 £102 524 +120 538 +91
gewicht
RuheAF | /min. 8-16 18 6 20 +6 17 +4 21 +6 18 +6
Klinik Punkte <2 4,2 £3,1 5,9£2,1 8,1 £1,8
Endosk. | Punkte <2 4,6 £2,7 6,4+2,0 | 49+£25 | 63+£25 | 50+2,8
Pa0: mmHg 100 £5 93,8 91,2 98,0 75,6 85,0
+12,9 +14.5 +8,3 +10,1 +9,7
pPaCO> mmHg 40 £5 444 44,0 44,1 45,8 46,9
+3,2 +3,5 +3,0 +3,8 +2,1
PA-202 | mmHg <7 11,2 16,0 8,6 254 9,6
+12,0 +13,3 +8,3 +10,5 +16,1

pré: vor Therapie; post: nach Therapie
graue Schraffierung: Mittelwert im pathologischen Bereich

4.2.2 Konventionelle Untersuchung der BALF

4.2.2.1 Riickgewinnrate
Die durchschnittliche Riickgewinnrate lag vor Therapie bei 24,6% (£9,5%) und danach bei
24,4% (£7,1%), so dass kein Effekt der Behandlung auf diesen Parameter bestand.

4.2.2.2 Lichtmikroskopisches Differentialzellbild

Der Anteil der PMN in der BALF, dessen Hohe hinsichtlich der equinen COB eine Aussage
iiber den Schweregrad erlaubt (s. Kap. 4.1.2.2, S. 52 f), bewegte sich in beiden
Therapiegruppen vor der Behandlung durchschnittlich im pathologischen Bereich iiber 5%
(s. Tab. 21, folgende Seite). Wurden die Prozentsitze der PMN in der BALF vor und nach
Therapie betrachtet, so zeigte sich in der gesamten Therapiegruppe mit p=0,0006 ein
hochsignifikantes ~ Absinken von durchschnittlich 10,6% (x/: 1,9) auf 5,8%
(x/: 1,9). Zudem reduzierte sich die absolute Zahl der PMN von 47,3 (x/: 2,7) auf 20,8
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(x/: 2,9) pro ul BALF (p=0,002). Dariiber hinaus wurden, auch bei Trennung zwischen den

beiden Behandlungsarten, fiir keine lichtmikroskopisch bestimmte Zellpopulation weitere

statistisch signifikante Verdnderungen festgestellt.

Tab. 21: Pritherapeutische Zusammensetzung der BALC der Gesamtgruppe und pri-
/posttherapeutische Ergebnisse getrennt nach der Behandlungsart
(Ergebnisse der lichtmikroskopischen Differenzierung und absolute Zellzahl)
Gesamt- Medikamenten- Laserakupunktur-
gruppe gruppe gruppe
n=48 n=15 n=7
X, £SD [%] bzw. x, [%] x/:SF
Parameter | Referenz- | Erstunter- pra post pra post
bereich suchung
Absolute 120-640" 416,3 486,0x/:1,9 | 404,2x/:1,9 377,6 272,7
Zellzahl x/:2,2 x/:2,0 x/:2,2
[/ul BALF]
Ly [%] 15,3-62,3* | 59,1 £11,5 58,8 12,2 60,1 11,1 | 54,2 +13,2 | 65,2+13,4
PMN [%] 0-4,3* 6,1x/:2,7 10,3 x:3,1 6,2x/:2,1 11,2x/:1,6 | 50x/:1,5
M [%] 37,7-71,7* | 30,3 £11,5 27,0 £10,5 30,2 £12,8 32,0+£9,9 | 27,8+11,9
Eos [%] 0-1,3* 0,01 x/:9,7 | 0,02x/:11,2 | 0,02x/:14,7 | 0,01 x/:5,2 | 0,01 x/:6,8
MZ [%] 2,0-5,0* 1,1x/:4,3 1,35x/:1,7 1,2x/:2,6 1,3x/:1,8 1,4 x/:1,9

Ly: Lymphozyten; M: Makrophagen; Eos: eosinophile Granulozyten;
MZ: Mastzellen
Kursiv (nicht normalverteilt): x,: geometrischer Mittelwert; SF': Streufaktor
graue Schraffierung: Mittelwert im pathologischen Bereich

" McGORUM und DIXON (1994); *: McGORUM et al. (1993a)
pra: vor Therapie; post: nach Therapie
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4.2.3 Durchflusszytometrische Differenzierung der BALC

Fiir die durchflusszytometrisch bestimmten Zellen in den Regionen von Lymphozyten und
Makrophagen bestanden sowohl in der gesamten Therapiegruppe als auch bei Trennung in die
beiden Behandlungsarten beim pra-/posttherapeutischen Vergleich keine signifikanten
Unterschiede. Dagegen sank der préitherapeutische Prozentsatz der Zellen in der Region der
Granulozyten fiir den Gesamtdurchschnitt der behandelten Tiere von 73,8% (x/: 1,6) auf 9,7%
(x/: 1,4) nach Therapie (p=0,002). Signifikante Unterschiede zwischen den Therapiemethoden
bestanden nicht (s. Tab. 22). Somit lagen fiir die durchflusszytometrisch analysierten
Granulozyten, ebenfalls unabhéngig von der Behandlungsmethode, dhnliche Verhéltnisse wie

bei der lichtmikroskopischen Untersuchung vor (s. Tab. 21, vorige Seite).

Tab. 22: Pratherapeutische Zusammensetzung der BALC der Gesamtgruppe und pra-
/posttherapeutische Ergebnisse getrennt nach der Behandlungsart
(Ergebnisse der durchflusszytometrischen Differenzierung)

Gesamt- Medikamenten- Laserakupunktur-

gruppe Gruppe gruppe

n=48 n=15 n=7
Xa £SD [%] bzw. x, [%] x/:SF

Region Erstunter- pra post pra post

suchung
[%] in RL 47,8 £10,9 47,2 £14,3 | 51,6 £8,3 44,7£7,9 | 55,7+7,0
[%] in RG 10,6 x/:1,6 | 13,5x/:1,6 | 10,2x/:1,4 | 14,2x/:1,4 | 8,6x/:1,2
[%] in RM 4,3x/:1,6 3,7x/:1,7 53x/:1,9 | 44x/:1,4 | 42x/:1,7
[%] Einz. 80,8 £7,6 84,1 +6,0 81,8 +£5,2 82,1 +6,1 | 84,3 £6,0
[%] Tote (PI") 14,7 £6,8 16,4 +£9,6 16,1 +4,7 18,6 £5,3 | 16,5 +4,5

prd: vor Therapie; post: nach Therapie
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4.2.4 Immunphinotypisierung der BALC

4.2.4.1 Lymphozyten in den drei Messregionen

In der Therapiegruppe waren CD2'/9" Zellen in RL nach der Behandlung um 3,7
Prozentpunkte im Vergleich zum pritherapeutischen Wert abgefallen (p=0,031). Eine
gegenldufige Zunahme der CD2/9" Lymphozyten mit statistischer Signifikanz konnte nicht
verzeichnet werden. Allerdings lag ein prozentualer Anstieg der CD137/9" Zellen um 3.2
Prozentpunkte vor (p=0,006). Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
Therapiemethoden konnte in RL nur beziiglich der CD5"/9" Zellen nachgewiesen werden (s.
Tab. 24, folgende Seite). In RG stieg bei Betrachtung aller therapierten Pferde der Prozentsatz
der CD137/9" Lymphozyten um 10,4 Prozentpunkte an (p=0,003). CD4" Lymphozyten in RM
fielen um 12,2 Prozentpunkte ab (p=0,002). Ebenfalls in RM stiegen CD27/9" Zellen um 20,8
Prozentpunkte (p=0,03), CD4/9" um 9,3 Prozentpunkte (p=0,027) und CDI137/9"
Lymphozyten um 6,6 Prozentpunkte (p=0,035) in ihren Anteilen an. Somit scheint die
erfolgreiche Therapie der Erkrankung und eine dadurch erzielte Verbesserung des
Lungengesundheits-Zustandes mit einem prozentualen Anstieg CD9" Lymphozyten verkniipft
zu sein. Bei getrennter Betrachtung der beiden Behandlungsmethoden wird zudem deutlich,
dass bei vergleichbarer klinischer Verbesserung die Kombination der Medikamente T- bzw.
CD4" Zellen in RG und RM in ihren Anteilen reduziert, wihrend diese in der

Laserakupunkturgruppe teilweise sogar ansteigen (s. Tab. 23 und Tab. 24, folgende Seite).

Tab. 23: Pri-/posttherapeutischer Vergleich der Anteile der
Lymphozytensubpopulationen in RG und RM unter Beriicksichtigung der
Therapieart

Subpopulation medikamentell | Laserakupunktur
RG
X, £SD [%] bzw. x, [%] x/:SF
pra post pra post
CD2" 15,4 +8.8 10,4 +5,1 9,6 +4.6 18,9 +7,0
CD4" 58x/:2,2 3,0x/:2,4 3.8x/:1,3 7.2x/:1,6
CD5'/9" 4,0 (x/:2,1) 42x/:1,8 2,9x/:1,9 7.7%x/:1,8
RM
X, £SD [%] bzw. x, [%] x/:SF
CcDp2* 25,7 £13,3 18,0+11,3 29,0 +£10,7 35,5+10,6
CD4" 12,9 x/:1,8 0,3 x/:159,0 13,9x/:1,3 11,9x/:3,0
CD5"/9" 1,5x/:2,5 4,3x/:3,7 8,0x/:2,4 12,0x/:1,6
CD5"/9 1,8x/:19,4 0,04 x/:208,3 1,6x/:2,1 3,5x/:2,3
CD4"/9" 3,2x/:20,6 2,3x/:19,3 10,5 x/:1,4 10,2 x/:2,0
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Tab. 24: Signifikante préa-/posttherapeutische Differenzen der Anteile der
Lymphozytensubpopulationen aus den drei Messregionen unter
Berticksichtigung der Therapieart

Subpopulation medikamentell | Laserakupunktur |  p-Wert
RL
CD5'/9 lum 4,7 PP 1T um 4,7 PP 0,0097
kk
RG
CD2" | um 5,0 PP tum 9,2 PP
CD4" Jum 2,8 PP 1 um 3,4 PP
CD2'/9" tum 0,1 PP 1um 5,3 PP 0,017
%k
CD5'/9" tum 0,1 PP 1 um 4,8 PP 0,017
b
CD5'/B JLum 1,4 PP 1 um 3,6 PP 0,012
%k
RM
CD2" lum 7,7 PP 1 um 6,6 PP 0,0013
kk
CD4" L um 12,6 PP Jum 2,0 PP 0,007
kk
CD5'/9" Jum 3,6 PP 1 um 4,0 PP 0,017
%k

l: Abfall; 1: Anstieg (jeweils um PP=Prozentpunkte)
statistische Tests: pooled t-Test bzw. separate t-Test

4.2.4.2 Andere Zellen in den Regionen der Granulozyten und Makrophagen

Zwischen den beiden Behandlungsmethoden waren fiir die Subpopulationen der iibrigen
Zellen sowohl in RG als auch in RM keine Unterschiede zu verzeichnen. Die folgenden
Ergebnisse beziehen sich somit ausschlieBlich auf den pri-/posttherapeutischen Vergleich in
der gesamten Therapiegruppe.

In RG fielen bei Betrachtung aller therapierten Pferde CD9™ Zellen von pritherapeutischen
78,1% (£10,1%) auf 71,2% (£17,3%) nach der Behandlung ab (p=0,045). AuBerdem konnte
fiir CD13" Ereignisse in RG, die vor der Therapie bei 56,7% (£16,5%) lagen, nach Therapie
ein Anteil von 38,4% (£19,4%) ermittelt werden. Die Differenz war mit p=0,0005 statistisch
hoch signifikant. CD137/9" Zellen aus RG zeigten einen ebenfalls hochsignifikanten Abfall
(p=0,0006) von 53,5% (15,7%) auf 37,0% (19,2%). Die Ursache fiir den prozentual betrachtet
weniger starken Abfall der CD9" Zellen in RG ist in der Anwesenheit CD9" Lymphozyten zu
sehen. Sie schwichen den Abfall der CD9" Granulozyten, der sich bei ausschlieBlich
CDI137/9" PMN in seiner prozentualen Ausprigung analog zu den CD13" Granulozyten

verhalten miisste, ab. Auch fiir weitere Subpopulationen war im Vergleich der prid- und

87



4 Ergebnisse

posttherapeutischen Prozentsitze in der gesamten Therapiegruppe ein Abfall zu bemerken.
Der Anteil der CD47/9" lag nach der Behandlung um 7,3 Prozentpunkte (p=0,039), derjenige
der CD57/9" um 9,7 Prozentpunkte (p=0,0064) und der Prozentsatz der CD87/9" Granulozyten
um 7,7 Prozentpunkte (p=0,0134) niedriger als zuvor (s. Abb. 17), so dass die Messereignisse
aus RG im Gegensatz zu RL, nach der Therapie deutlich reduzierte Anteile ihrer CD9" Zellen
aufweisen.

In RM sank der Prozentsatz der CD137/9" Zellen um durchschnittlich 5,4% ab (p=0,0025).
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Abb. 17: Vergleich der prozentualen Anteile von Subpopulationen in RG vor und nach
Therapie (Zweifachmarkierungen); n=21
*:p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001
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4.2.5 Durchflusszytometrische Quantifizierung von IFN-y und IL-4

Obwohl posttherapeutisch in beiden Behandlungsgruppen nach sechsstiindiger Inkubation fiir
unstimulierte IL-4 bildende Lymphozytenanteile ein tendenzieller Abfall und fiir stimulierte
IFN-y" Zellen ein Anstieg zu verzeichnen war (s. Tab. 25), bestand fiir diese Verinderungen

keine statistische Signifikanz.

Tab. 25: Durchschnittliche IFN-y" bzw. IL-4" Lymphozytenprozentsitze in RL getrennt
nach Behandlungsart vor und nach Therapie
Gesamt- Medikamenten- Laserakupunktur-
gruppe Gruppe gruppe
n=36 n=8§ n=7
X, £SD [%] bzw. x, [%] x/:SF

IL-4 Erstunter- pri post pri post

suchung
unstimuliert 6h 16,5x/:2,7 | 15,7x/:3,3 | 95x/:3,5 | 198x/:4,4 | 13,4x/:3,6
unstimuliert 18h 0,8x/:3,3 1,5x/:3,2 1,2x/:3,2 | 1,3x/:1,4 | 0,9x/:2,3
stimuliert 6h 8,8x/:2,5 7,2 x/:3,3 6,6 x/:3,2 | 88x/:2,5 6,7 x/:3,6
stimuliert 18h 1,9x/:2,3 2,8x/:2,1 2,1 x/:2,8 2,8x/:2,1 1,5x/:1,9
IFN-y
unstimuliert 6h 1,7 x/:2,4 1,7 x/:2,6 09x/:2,6 | 1,5x/:1,5 1,7 x/:2,5
unstimuliert 18h 1,4x/:2,0 1,2x/:2,1 1,0x/:2,0 | 1L2x/:1,6 | 1,2x/:1,7
stimuliert 6h 59,0 £25,1 54,1 £29,2 | 58,5 18,6 | 45,6 £19,6 | 70,9 £20,0
stimuliert 18h 71,8 £17,5 | 64,2+25,6 | 72,8 £15,8 | 69,3+9,1 | 80,9 +10,0

6h: sechsstiindige, 18h: achtzehnstiindige Inkubation

unstim.: unstimuliert; stim.: mit PMA und Ionomycin stimuliert
Gesamtgruppe (Erstuntersuchung): n=35-36

medikamentell therapierte Gruppe: n=7-8; Laserakupunkturgruppe: n=6-7

Im Hinblick auf die individuellen Anteile der IL-4" Zellen (unstimuliert, sechsstiindige
Inkubation) zeigten von fiinfzehn Patienten sieben posttherapeutisch niedrigere Werte als
zuvor, drei wiesen nahezu identische Werte auf. Bei fiinf Tieren stieg der Anteil der IL-4"
Zellen nach der Behandlung, z. T. allerdings nur geringgradig, an (s. Abb. 18, folgende Seite).
Nach Stimulation lag der Anteil der IL-4" BALL (sechsstiindige Inkubation) fiir zehn Pferde
posttherapeutisch niedriger als zuvor. Besonders homogen war diesbeziiglich die
Akupunkturgruppe, in der fiinf von sechs Patienten einen posttherapeutischen Abfall des
IL-4" Lymphozytenanteils zeigten. Vier Pferde erreichten nach der Behandlung einen héheren
Prozentsatz als zuvor (s. Abb. 19, folgende Seite).

Da die unstimulierten IFN-y produzierenden Zellen sowohl vor als auch nach Therapie in

keiner Gruppe und zu keinem Zeitpunkt Durchschnittswerte iiber dem Bereich des
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Prozentsatzes falsch-positiver Zellen aufwiesen, wurde auf ihre gesonderte Darstellung
verzichtet. Durch die Stimulation mit Ionomycin und PMA gelang es, die Lymphozyten aus
der BALF zu einer deutlichen Produktion von IFN-y anzuregen. Dabei wurden nach
Stimulation und sechsstiindiger Inkubation der BALL bei zehn Patienten nach Therapie
hohere Prozentsitze an IFN-y" Zellen als zuvor nachgewiesen. Bei achtzehnstiindiger
Inkubation lag der posttherapeutische Wert ebenfalls bei zehn Tieren hoher als vor der

Behandlung (s. Abb. 20, folgende Seite).

IL-4-Nachweis bei unstimulierten BALF-Lymphozyten
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Abb. 18: Produktion von IL-4 durch die unstimulierten BALL equiner Patienten vor und
nach Therapie; durchgezogene Linien (n=8): medikamentelle Behandlung;
gestrichelte Linien (n=7): Laserakupunktur
IL-4-Nachweis bei stimulierten BALF-Lymphozyten
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Abb. 19: Produktion von IL-4 durch die stimulierten BALL equiner Patienten vor und

nach Therapie; durchgezogene Linien (n=7): medikamentelle Behandlung;
gestrichelte Linien (n=6): Laserakupunktur
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IFN-y-Nachweis bei stimulierten BALF-Lymphozyten
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Abb. 20: Produktion von IFN-y durch die stimulierten BALL equiner Patienten vor und

nach Therapie; durchgezogene Linien (n=8): medikamentelle Behandlung;

gestrichelte Linien (n=7): Laserakupunktur
Wurden die Quotienten der IFN-y produzierenden zu den IL-4" BALL gebildet, so ergaben
sich statistisch signifikante Verdnderungen vor und nach Behandlung, wobei zwischen den
beiden Therapiearten kein Unterschied bestand (s. Tab. 26). So wurde fiir die stimulierten,
achtzehn Stunden inkubierten Lymphozyten eine Erhoéhung des Quotienten des IFN-y
produzierenden zum IL-4 bildenden Zellanteil von 21,3 auf 41,0 ermittelt (p=0,026).
AulBlerdem stieg das Verhéltnis der BALL, die nach Stimulation IFN-y produzierten zum
Prozentsatz der Zellen, die unstimuliert IL-4 bildeten bei sechsstiindiger Inkubation von 2,1

statistisch signifikant auf 5,5 an (p=0,023) (s. Tab. 26).

Tab. 26: Quotienten der durchschnittlichen Anteile der IFN-y und IL-4 produzierenden

BALL vor und nach Therapie

IFN-y/IL-4 (xg x/:SF)
IFN-y 6h stim./ IFN-y 18h stim./ IFN-y 6h stim./ IFN-y, 18h stim./
IL-4 6h stim. IL-4 18h stim. IL-4 6h unstim. IL-4 6h unstim.
pria post pra post pra post pra post
4,7 9,2 21,3 41,0 2,1 5,5 3,3 6,0
x/: 4,0 x/: 3,1 x/: 2,5 x/: 2,3 x/: 4,5 x/: 3,5 x/: 4,0 x/: 3,1
n.s p=0,026 (*) p=0,023 (*) n. s.

graue Schattierung: nach der Therapie statistisch signifikant hoheres Verhéltnis
von IFN-y" zu IL-4" BALL als pritherapeutisch
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Da die Kenntnisse iiber die immunpathologischen Mechanismen bei der Chronisch
Obstruktiven Bronchitis (COB) des Pferdes bis zum heutigen Zeitpunkt sehr liickenhaft sind,
spielt sich die Therapie der Erkrankung bislang auf symptomatischer Ebene ab. Aktuelle
Studien, die anhand von Zellen aus der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit (BALF)
untersuchen, ob bestimmte Lymphozytensubpopulationen bzw. die von unterschiedlichen
T-Helferzellen produzierten Tyl- bzw. Ty2-Zytokinmuster eine pathogenetische Bedeutung
besitzen, kamen bisher nicht zu einem einheitlichen Ergebnis.

Der vorliegenden Arbeit lag die Hypothese zugrunde, dass eine Verbesserung der
phinotypischen und funktionellen Charakterisierung der Lymphozyten aus der BALF
notwendig ist, um bei klinischen COB-Patienten eine Detektion und Quantifizierung der
lymphozytidren Verdnderungen zu erlauben, die Riickschliisse auf die Pathogenese der
Erkrankung zulassen.

Die eigenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass sich bei der equinen COB die Rolle der
T-Helferzellen weniger iiber ihren prozentualen Anteil als vielmehr iiber die Produktion von
Entziindungsmediatoren definieren ldsst. Die Prozentsdtze der IFN-y bzw. IL-4 bildenden
BALL sprechen generell fiir ein a priori Ty2-gepriagtes Zytokinmuster in den Atemwegen
COB-kranker Pferde. Dagegen war mit groBen Prozentsitzen an stimulierbaren IFN-y"
Lymphozyten ein niedriger Klinikscore, eine bessere Sauerstoffversorgung des arteriellen
Blutes und ein geringerer PMN-Prozentsatz in der BALF verkniipft.

Sowohl in der Medikamentengruppe als auch bei den Pferden, die ohne Verwendung von
Pharmaka mit Laserakupunktur therapiert wurden, bewirkte die Behandlung der Erkrankung
eine klinische Verbesserung des Krankheitsbildes, die beim Hauptteil der Patienten von einer
Reduktion des IL-4 bildenden Zellanteils und einer prozentualen Zunahme der IFN-y"
Lymphozyten begleitet wurde. Da zwischen den beiden Therapiemethoden diesbeziiglich aber
kein signifikanter Unterschied vorlag, sind selektiv immunmodulatorische Effekte der
verwendeten Medikamente (z. B. Dexamethason und Clenbuterol) als Ursache fiir die
Verdnderungen im Zytokinmuster unwahrscheinlich. Die eigenen Untersuchungsergebnisse
belegen vielmehr, dass die klinische Verbesserung des Lungengesundheitszustandes nach
einer Therapie bei vielen Pferden in den tiefen Atemwegen mit einer Verschiebung des
Zytokinmusters in Richtung einer Tyl-Antwort einhergeht. Damit bestehen Hinweise, dass
die Erkrankung beim Hauptteil der in praxi vorgestellten COB-Patienten von einem

Ungleichgewicht der Tyl- und Ty2-Zytokine begleitet wird. Dieses konnte durch einen
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Mangel an IFN-y hervorgerufen und eventuell sogar ursdchlich fiir die Entstehung und

Aufrechterhaltung der equinen COB sein.

5.1  Auswahl der Probanden

Bei vielen der in den letzten Jahren publizierten Studien zur COB des Pferdes muss die
Probandenauswahl in ihrer Relevanz fiir klinische Patienten kritisch bewertet werden, da
zumeist Tiere mit experimentell provozierten, exazerbierten Krankheitsschiiben verwendet
wurden. Diese Erkrankung, die definitionsgeméfl durch Umgebungswechsel oder die Gabe
medikamenteller Bronchodilatatoren voll reversibel ist und in ihrer akuten, schweren Form
(Exazerbation) sowohl mit einer hochgradigen Atemwegsobstruktion als auch mit mindestens
25% polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) in der BALF einhergeht, hat im
Jahre 2000 den Namen Recurrent Airway Obstruction (RAQO) erhalten (ROBINSON 2001).
Viele Patientenbesitzer kennen jedoch die symptomauslosenden Eigenschaften von Stiduben
und minimieren diese Reize durch eine Optimierung der Aufstallungs- und
Managementbedingungen, so dass in der Praxis eher mildere, chronische Erkrankungsformen
vorkommen. Die Unterschiede zwischen RAO-Exazerbation und der in praxi relevanten COB
werden in der klinischen Symptomatik, aber auch bei der weiterfilhrenden Diagnostik
deutlich. So publizierten McGORUM et al. (1993a) PMN-Prozentsitze in der BALF, die nach
den Provokationstests durchschnittlich 70,6% (10,3 bis 97,7%) betrugen. Fiir klinische
Patienten berichten DIXON et al. (1995b) hingegen von 20,5% (5,5 bis 98,0), KLEIBER et
al. (1999) von 7% (+3,8%), BERENDONK (2000) von 28,8% (+x16,6%) und FEY (2005) von
10,3% (1. Quartil: 5,4/3. Quartil: 15,6). Die Probanden von BENDAHLI-AHCENE et al.
(1995) zeigten mit durchschnittlich 45,5% (+12,4%) die hochsten PMN-Anteile einer Gruppe
von klinischen Patienten. In der eigenen Studie lag der prétherapeutische Prozentsatz der
PMN in der Therapiegruppe bei 10,6 (x/:1,9), wobei lediglich ein Pferd mit 25,6% die
differentialzytologischen Bedingungen fiir die RAO-Exazerbation erfiillte. Da folglich die
Vergleichbarkeit der in Studien meist mittels Staubinhalation provozierten Erkrankungsform
mit klinischen Patienten bereits auf dieser Ebene fraglich ist, sollten die an solchen
Versuchspferden ermittelten Ergebnisse nicht kritiklos auf die in der Pferdepraxis
vorgestellten Fille iibertragen werden. Separate Studien an klinischem Tiermaterial sind
somit, insbesondere zur Erforschung der immunpathologischen Mechanismen in den
Atemwegen, unerlésslich.

Problematisch bei der Verwendung klinischer Patienten sind allerdings die groBtenteils

heterogenen Ausgangsbedingungen, die u. a. die Erkrankungsdauer, das Aufstallungs-
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management und die Vorbehandlung betreffen (BERENDONK 2000). Dies erfordert in der
Regel groBe Tierzahlen, um aussagekriftige Ergebnisse zu erhalten. In der vorliegenden
Arbeit konnte die Schwierigkeit der grofen interindividuellen Unterschiede durch den
Verzicht auf eine Einteilung der Probanden in unterschiedlich schwer erkrankte Gruppen und
durch den pra-/posttherapeutischen Vergleich auf Ebene des Einzeltieres gelost werden.

Als schwierig erwies sich die Rekrutierung lungengesunder Pferde: Trotz der gezielten Suche
nach Kontrolltieren konnten lediglich zwei Probanden als unauffillig eingestuft werden.
Beispielsweise war keines der acht klinikseigenen Pferde nach den Routineuntersuchungen
als gesund zu klassifizieren. Aulerdem wurden neun Tiere einbezogen, die aufgrund einer
konservativ zu heilenden Kolik in der Klinik vorgestellt worden waren. Obwohl alle diese
Pferde vorberichtlich einen ungestoérten Lungengesundheitszustand aufwiesen, wurde bei acht
durch weiterfilhrende Untersuchungen eine COB unterschiedlichen Schweregrades
diagnostiziert. Dies entspricht den Befunden von GERBER, der bei 26 anamnestisch und
klinisch ~ asymptomatischen Pferden teilweise erhebliche tracheobronchoskopische
Verdnderungen und Anteile von PMN in der BALF zwischen 0 und 27,8% feststellte
(GERBER et al. 2003). Davor berichteten schon REITEMEYER (1983) und SASSE et al.
(1985b) von endoskopisch sichtbaren Schleimansammlungen bei vorberichtlich unauffilligen
Pferden. Zur sicheren Beurteilung der Lungengesundheit sollten somit moglichst umfassende
weiterfliihrende Untersuchungsmafinahmen durchgefiihrt werden.

Ein weiteres Problem in klinischen Therapiestudien ist, dass sich viele Pferdebesitzer nur mit
Behandlungsmethoden einverstanden erkldren, die offenkundig Erfolg versprechen. So
existieren bislang keine Berichte iiber Untersuchungen, in denen medikamentell therapierten
Tieren eine ,,unbehandelte”, ausschlieBlich optimierten Haltungsbedingungen ausgesetzte
Kontrollgruppe entgegengestellt wurde. Ob verbesserte Aufstallungsbedingungen zur
Therapie bereits ausreichen, welche Effekte auf die BALC den hidufig verabreichten,
immunmodulativen Glukokortikoiden oder Clenbuterol zuzuschreiben sind, und welche
zelluldren Verdnderungen tatséchlich mit einer Verbesserung des
Lungengesundheitszustandes in Zusammenhang stehen, ist bislang unklar. In der
vorliegenden Arbeit wurde neben den u. a. mit Kortikosteroiden behandelten Patienten eine
weitere Tiergruppe mit Laserakupunktur therapiert. Da diese Pferde keine Pharmaka
erhielten, konnen sie in gewissem Malle als Vergleichsprobanden dienen, bei denen ohne

medikamentelle Intervention lediglich die Haltungsbedingungen optimiert wurden.
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5.2 Verliasslichkeit der durchflusszytometrischen Analyse der Zellpopulationen
Wihrend equine BALL bereits mehrfach mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert
wurden (McGORUM et al. 1993a; RAILTON 1994; BENDALI-AHCENE et al. 1995;
WATSON et al. 1997; RUSH et al. 1998; KLEIBER et al. 1999; BERENDONK 2000),
blieben PMN und Makrophagen in den genannten Untersuchungen entweder unerwéhnt oder
wurden lediglich auf der Basis ihrer Morphologie mittels Vorwirtsstreulicht (Grofle) und
Seitwirtsstreulicht (Granularitit) identifiziert, ohne dass prozentuale Anteile aufgefiihrt sind
(McGORUM et al. 1993a; BERENDONK 2000). Eine Qualititskontrolle der
durchflusszytometrischen Messregionen und eine immunphidnotypische Analyse zur
Abgrenzung dieser drei Zellpopulationen anhand geeigneter Detektionsantikdrper wurden
bislang nicht durchgefiihrt. Fiir die absolute Zellzahl in der BALF ist allerdings bereits
bekannt, dass ihre Bestimmung mit lasergestiitzten hdmatologischen Zellzdhlungsgeriten
durch die im Vergleich zu Blutzellen deutlich abweichenden und stark variierenden
ZellgrofBen hdufig zu niedrige Werte ergibt (CRYSTAL et al. 1986; MOORE und COX
1996). Da bisher keine vergleichenden Studien vorliegen, ist unklar, ob und in welchem Maf3e
die einzelnen zytologischen Populationen durchflusszytometrisch in Messbereiche fremder
Zellarten eingeordnet werden und inwieweit dadurch Prozentsdtze und Verhéltnisse der
einzelnen Subpopulationen beeinflusst oder verfilscht werden. Keine der bislang publizierten
Arbeiten zur Durchflusszytometrie an equinen BAL-Zellen (BALC) enthédlt prozentuale
Anteile von Makrophagen oder PMN oder einen Vergleich der durchflusszytometrischen
Analyse mit der Lichtmikroskopie.

In der eigenen Arbeit ergab sich fiir Lymphozyten ein lichtmikroskopisch ermittelter
Durchschnitt von 59,1% (£11,5%), wéhrend die durchflusszytometrische Differenzierung
durchschnittlich 47,8% (£10,9%) erbrachte. Dabei konnte eine hoch signifikante positive
Korrelation zwischen dem lichtmikroskopisch bzw. durchflusszytometrisch analysierten
Lymphozytenanteil ermittelt werden. Die PMN lagen lichtmikroskopisch bei durchschnittlich
6,1% (x/:2,7) und durchflusszytometrisch bei 10,6% (x/:1,6). Fiir sie wurde ebenfalls ein
positiver Zusammenhang zwischen dem mikroskopisch und dem durchflusszytometrisch
analysierten Anteil errechnet. Als problematisch erwiesen sich die Makrophagen, die, wie
lichtmikroskopisch erkennbar, offenbar in ihrer Grof3e stark variieren und wohl aus diesem
Grund in der Durchflusszytometrie nicht in einer abgrenzbaren Population zusammenzufassen
waren (s. Kap. 4.1.3, Abb. 2, S. 55). Trotz einer hoch signifikanten Korrelation zwischen dem
lichtmikroskopisch und dem durchflusszytometrisch bestimmten Makrophagenanteil standen

durchschnittlich 30,3% (£11,5%) mikroskopisch ausgezdhlten Makrophagen lediglich 4,3%

95



5 Diskussion

(x/:1,6) im Durchflusszytometer gegeniiber. Somit befinden sich in diesem Messbereich zwar
Makrophagen, bei der Immunphénotypisierung wird aber deutlich, dass zusétzlich
insbesondere CD2", CD5" und CD4" Lymphozyten darin vorkommen, durch die der
Prozentsatz der in der Region liegenden Makrophagen weiter gesenkt wird. Die Zuordnung
der oben genannten Lymphozyten in die Region der Makrophagen (RM) spricht dafiir, dass es
sich dabei um relativ grole Zellen handelt, die sich u. U. in einem Zustand der Aktivierung
befinden. Wie an exemplarischen Proben iiberpriift, liegen fluoreszierende Zellen und damit
auch markierte Makrophagen in der durchflusszytometrischen Darstellung (Grofe und
Granularitdt) nicht tiberproportional auBlerhalb des Einzelzellbereiches, also z. B. als
Zellklumpen am oberen Rand oder beim Zelldebris im unteren Bereich. Somit ist
anzunechmen, dass Makrophagen iiber die Regionen der beiden anderen Populationen und
zwischen ithnen verstreut sind. Weiterhin konnten sie aufgrund eines eventuell vermehrten
Absterbens und der Aufnahme eines Totfarbstoffes (Propidiumjodid) von der weiteren
Analyse ausgeschlossen worden sein. Fiir die letzte Annahme spricht, dass Makrophagen bei
der lichtmikroskopischen Betrachtung mehr Zytoplasma als andere Zellarten enthalten,
wodurch sie unter Umstdnden eine verstirkte Anfalligkeit gegeniiber mechanischen
Einfliissen z. B. wihrend der Zentrifugationsschritte im Rahmen der Antikérpermarkierung
besitzen. Da lichtmikroskopisch erkennbar die Makrophagen jene Zellpopulation darstellen,
die die deutlichsten Unterschiede in ihrer Grofle aufweisen, liefert eine
durchflusszytometrische  Identifizierung, die sich lediglich an morphologischen
Charakteristika orientiert, eine mangelhafte Vergleichbarkeit mit der Lichtmikroskopie.
Aufgrund von Merkmalsiiberschneidungen mit den beiden anderen Zellpopulationen
ermdglicht auch die Markierung des CD9- bzw. CD13-Antigens keine sichere Erkennung der
Makrophagen, so dass fiir diese Population in der vorliegenden Arbeit anhand der
Durchflusszytometrie nur begrenzte Aussagen getroffen werden konnen. Als Konsequenz
scheint die Entwicklung eines spezifischen Markers fiir die Immunphénotypisierung
notwendig, mit dem es moglich wire, equine Makrophagen aus der BALF
durchflusszytometrisch eindeutig identifizieren zu konnen.

Bei der Detektion des CD9 Molekiils, das auf verschiedenen Zellarten, u. a. Monozyten,
Granulozyten, Thrombozyten und aktivierten T-Zellen zu finden ist (BOUCHEIX et al. 1991,
BRODERSEN et al. 1998), waren durchschnittlich 44,6% (£10,9%) der Zellen aus der
Region der Lymphozyten (RL) positiv fiir das Antigen. Dieser Wert lag etwas hoher als die
20-30%, die BRODERSEN ef al. (1998) mit Hilfe desselben kreuzreagierenden humanen
Antikorpers (MCA 469S) auf peripheren Blutlymphozyten des Pferdes markieren konnten. Im
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Gegenzug blieb der Prozentsatz der CD9" Zellen in der Messregion der Granulozyten (RG)
mit 74,5% (£11,2%) in der Hohe etwas hinter den 90-100% fiir das periphere Blut zuriick. Ein
Grund hierfiir konnte die Existenz von CD9” Lymphozyten in diesem Messbereich sein. Der
Prozentsatz CD9" Zellen aus der Region der Makrophagen (RM) von 59.4% (£13,7%)
bewegte sich im Rahmen von 40-60%, den die obigen Autoren fiir Blutmonozyten angeben.
Fir CD13, das beim Menschen auf allen Granulozyten und Blut-Monozyten vorhanden ist,
war die unterschiedlich starke Anférbbarkeit der PMN aus peripherem Blut und BALF
auffillig. CD13" Blutzellen waren durch ein relativ schwach abgesetztes Fluoreszenzsignal
gekennzeichnet. BALC zeigten hingegen eine intensivere Farbung. Moglicherweise ist dies
durch den im Vergleich zur BALF hoheren Prozentsatz der Granulozyten im peripheren Blut
zu erkldren, woraus in der Inmunphénotypisierung ein niedrigeres Verhiltnis der Antigene zu
den Detektionsantikérpern als bei dem geringeren PMN Anteil in der BALF resultiert. Um
insgesamt eine Verbesserung der Signalstirke bei der Markierung des CD13-Antigens zu
erreichen, sollte eventuell in Zukunft anstelle des Fluoreszein-Isothiozyanat- (FITC-)
gekoppelten Sekunddrantikorpers fiir die Farbung ein Farbstoff mit héherem Signal-zu-
Hintergrund-Verhiltnis, z. B. R-Phycoerythrin (R-PE), verwendet werden. Zur Optimierung
des Signals kommen daneben Verstirkersysteme in Frage, die nach der Markierung mit dem
Primérantikdrper zusdtzliche Markierungsschritte beispielsweise mit Biotin und Farbstoft-
gekoppeltem Streptavidin vorsehen.

Bei Betrachtung des Farbeverhaltens in der Doppelmarkierung trugen die Zellen aus der
durchflusszytometrischen Region der Lymphozyten (RL) durch das Fehlen von CD13 auf
ihrer Oberfliche entweder keines der beiden Antigene (CD137/9") oder lediglich das CD9
Molekiil (CD137/9"). In den Regionen der Granulozyten (RG) und Makrophagen (RM) war
dagegen ein Teil der Zellen doppelt positiv (RG: 44,9% +18,3%; RM: 10,8% x/:1,9), wihrend
der Anteil CD137/9" Zellen in beiden Messregionen unterhalb des Schwellenwertes lag. Die
Zellen in RM waren folglich entweder CD137/9" oder zu einem groBeren Teil CD137/9" (47,9
+16,9%). Der Prozentsatz der CD137/9 Ereignisse in RG fiel mit 31,9 +13,0% hingegen
kleiner aus und ist zumindest teilweise auf die Existenz von Lymphozyten im Messbereich
zuriickzufiihren, die dort beispielsweise als CD2'/9°, CD57/9" oder CD4'/9" Zellen
vorhanden waren. Hinweise auf die mangelhafte Zugehorigkeit der CD137/9" Zellen zur
Population der PMN  bestechen zudem durch die signifikanten negativen
Korrelationskoeffizienten dieser Messereignisse mit dem lichtmikroskopisch bzw.
durchflusszytometrisch ermittelten PMN-Prozentsatz. Dagegen waren CD137/9", CD27/9",
CD57/9%, CD4/9" und CD8/9" Zellen aus RG positiv mit dem durchflusszytometrisch
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analysierten Anteil der PMN korreliert. Auch die Korrelation zwischen CD13" und CD137/9"
PMN (r=0,96) mit einer Steigung der zugehdrigen Regressionsgeraden von 1 weist darauf hin,
dass Granulozyten generell sowohl das CD13 als auch das CD9-Antigen tragen. Folglich
bietet sich der simultane immunphénotypische Nachweis des CD9- und CD13-Antigens zur
Identifizierung der PMN in der BALF an. Uber die gleichzeitige Nutzung von
Lymphozytenmarkern wiirde es auBlerdem moglich werden, Lymphozyten in den
Messregionen angrenzender Zellpopulationen kenntlich zu machen. Somit sollte in
zukiinftigen Studien der simultane Nachweis des CD9- und CD13-Antigens mit einem
Lymphozytenmarker kombiniert werden, um eine exaktere Abgrenzung der Zellpopulationen

zu erreichen.

53 PMN aus der equinen BALF

Studien an klinischem Probandenmaterial belegen Zusammenhédnge zwischen dem Grad der
chronischen Atemwegserkrankung und dem PMN-Prozentsatz in der BALF (GERBER 1997;
FEY 2005). In der eigenen Arbeit lagen ebenfalls negative Zusammenhdnge des
lichtmikroskopisch ermittelten PMN-Anteils bzw. des durchflusszytometrisch bestimmten
Anteils der CD9", CD13" und CD13"/9" Zellen aus RG mit dem Grad der Oxygenierung des
arteriellen Blutes vor. Die Optimierung der klinischen Parameter im Therapievergleich (z. B.
Abfall der Atemfrequenz und Erhdhung des Sauerstoff-Partialdrucks im arteriellen Blut) war,
unabhidngig von der Behandlungsmethode, erstens von einer Reduktion der
lichtmikroskopisch und durchflusszytometrisch analysierten PMN-Anteile in der BALF und
zweitens in RG von einem statistisch signifikanten Abfall der CD9" Zellen von 78,1%
(£10,1%) auf 71,2% (£17,3%) (p=0,045) und der CD13" Messereignisse von 56,7% (£16,5%)
auf 38,4% (£19,4%) (p=0,0005) begleitet. Somit verhielten sich die durchflusszytometrisch
ermittelten Parameter analog zur Lichtmikroskopie. Jedoch miisste, wenn alle PMN sowohl
das CDI13- als auch das CD9-Antigen tragen, davon ausgegangen werden, dass beide
Subpopulationen in RG gleichmifig abfallen. Das weniger starke prozentuale Absinken der
CD9" PMN ist auf die Existenz (CD137)/9" Lymphozyten in der Messregion zuriickzufiihren
(s. Kap. 5.2, S. 95 ff.). Durch die prozentuale Abnahme der PMN scheint insbesondere diese

Lymphozytensubpopulation posttherapeutisch in RG in ihrem Anteil anzusteigen.
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5.4  Lymphozyten aus der equinen BALF

Im Folgenden werden Zellen aus den drei Messregionen RL, RG und RM behandelt, die mit
mindestens einem der spezifischen Lymphozytenmarker anzufirben waren, die in der
vorliegenden Arbeit verwendet wurden (Antikorper gegen CD2, CD5, CD4 und CDS) und bei

denen es sich somit definitionsgemill um Lymphozyten handelt.

5.4.1 Lymphozytensubpopulationen

Sowohl das CD2- als auch das CD5-Antigen gelten als Marker fiir T-Zellen. Allerdings
ergaben sich in der eigenen Arbeit, trotz positiver Korrelation zwischen den Anteilen der
CD2" und CD5" BALL, voneinander abweichende Prozentsdtze. Wiahrend durchschnittlich
91,1% (£7,3%) der Ereignisse in RL CD2" waren, wiesen lediglich 68,8% (+11,7%) das CD5-
Antigen auf. Das Firbesignal der CD5" Zellen war in seiner Intensitit im Vergleich zu CD2
relativ schwach ausgepriagt und variierte iiber einen Bereich von mehr als einer Logarithmus-
Stufe. Mit dem positiven Zusammenhang zwischen der durchflusszytometrisch bestimmten
Anzahl der Messereignisse in RL pro ul BALF und dem Prozentsatz der CD5" Zellen
(r=0,55) lagen keine Hinweise auf eine zu niedrige Konzentration des Antikdrpers bei hohen
Anteilen an Zellen in RL vor. Eine Erkldrung fiir die prozentuale Divergenz konnte eine
nicht-konstitutive Expression des CD5-Antigens auf den (CD2") BALL sein, so dass neben
den erwarteten CD2"/5" auch CD2"/5" Zellen existieren. Obwohl CD2'/5" Lymphozyten beim
Pferd bislang nicht beschrieben wurden, ist eine entsprechende Subpopulation von anderen
Tierarten bekannt: So konnten durchflusszytometrische Untersuchungen an bovinen
Milchzellen beweisen, dass in bestimmten Laktationsstadien ca. 40% der CD8'/2"
Lymphozyten negativ fiir CDS5 sind (YANG et al. 1997). In der eigenen Arbeit war der Anteil
der CD9" Zellen unter den CD2" T-Lymphozyten geringer als unter den CD5' T-
Lymphozyten. Da CD9 als Aktivierungsmarker auf T-Zellen gilt, wird das CD5 Molekiil
wahrscheinlich ebenfalls abhdngig vom Aktivierungszustand der Zellen exprimiert. Zur
genauen Bestimmung der prozentualen Anteile von CD2/5" und CD2'/5 Zellen ist in
Zukunft die simultane Markierung beider Antigene notig.

LUNN et al. (1991) bewiesen anhand durchflusszytometrischer Studien, dass im peripheren
Blut des Pferdes keine ausgereiften CD4'/8" T-Lymphozyten vorkommen. Durch die
negativen Korrelationen, die in der eigenen Arbeit zwischen CD4" und CD8" BALL
bestanden (r= -0,55), kann diese Aussage indirekt auch auf equine BALL ausgedehnt werden.
Allerdings befanden sich in RM und RG CD4" bzw. CD8" Zellen, deren Anteile positiv

miteinander korreliert waren. Dieser Zusammenhang konnte fiir die Existenz von CD4 /8"
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koexprimierenden Zellen unter den groBeren Lymphozyten in der BALF sprechen, die bei den
Tierarten Schwein, Huhn und Affe sowohl im peripheren Blut als auch in bestimmten
Lymphgeweben bereits nachgewiesen wurden (ZUCKERMANN 1999). Als Erkldrung fiir die
positive Korrelation erscheint jedoch wahrscheinlicher, dass unter den T-Zellen aus der
BALF, die auBerhalb ihres eigentlichen Messbereichs angetroffen werden, sowohl CD4" und
CDS8" Lymphozyten sind, und dass bei groBen Anteilen der einen Subpopulation auch hohe
Prozentsitze der anderen vorliegen. Zur sicheren Kldrung dieser Frage sollte in zukiinftigen
Studien auch fiir die beiden Antigene CD4 und CDS8 eine simultane Markierung
vorgenommen werden.

Durch die Anfarbung des CD9-Antigens, das als Aktivierungsmarker auf Lymphozyten nicht
konstitutiv exprimiert wird (BOUCHEIX et al. 1991), konnten in der eigenen Arbeit
zusitzliche Informationen iiber die CD4" und CD8" Subpopulationen gewonnen werden: Im
Vergleich mit den CD4" Zellen trug ein groBerer Anteil der CD8™ Lymphozyten das CD9-
Antigen, so dass unter den CD8" Zellen ein groBerer Prozentsatz aktivierter Zellen zu finden
ist. AuBerdem wurde nach Therapie der Tiere fiir bestimmte CD9" Lymphozyten in RL und
RM (CD137/9", CD27/9"; CD47/9") ein prozentualer Anstieg beobachtet. Bei COB kranken
Pferden scheinen CD9" BALL somit mit einer klinischen Verbesserung der
Krankheitssymptome zusammenzuhidngen. Dies wird durch die positiven Korrelationen
untermauert, die CD4'/9", CD5'/9" und CD8"/9" Lymphozyten in RG mit dem Quotienten
der IFN-y'/IL-4" BALL aufwiesen. Bei hohen Prozentsitzen dieser Subpopulationen wird
folglich die Tendenz zu einem Tyl-Zytokinprofil erkennbar. In Analogie zum Menschen, fiir
den bekannt ist, dass auch CD8" Lymphozyten zur Bildung von Zytokinmustern in der Lage
sind, die dem Tyl- oder Ty2-Muster entsprechen (CARTER und DUTTON 1996; LI et al.
1997), scheinen neben den CD4" Zellen auch CDS" Zellen aus der BALF des Pferdes IFN-y
zu produzieren. Da sowohl die CD4" als auch die CD8" Lymphozyten zusitzlich das CD9-
Antigen tragen, befinden sich diese IFN-y bildenden Zellen zudem eventuell in einem Zustand
der Aktivierung.

of3-T-Zellen stellen sowohl beim Menschen als auch bei den meisten Tierarten den
Hauptanteil der T-Lymphozyten in peripherem Blut und in den Geweben. Daneben existiert
ein kleinerer Anteil so genannter yo-T-Zellen. Die Unterscheidung erfolgt anhand des
T-Zellrezeptors, der bei den beiden Gruppen aus unterschiedlichen Proteinketten
zusammengesetzt ist. Zudem exprimieren die in der Lunge von Mausen vorkommenden yd-T-
Zellen weder das CD4- noch das CD8-Oberflachenantigen (AUGUSTIN et al. 1989; HAYES
et al. 1996). Die physiologische Rolle der y3-T-Lymphozyten besteht in der ersten Abwehr
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bestimmter Bakterien, Viren und Parasiten. Da ihr T-Zellrezeptor von demjenigen der of3-T-
Zellen abweicht, wird allerdings davon ausgegangen, dass sich die Untergruppen beziiglich
der Erkennung von Antigenen unterscheiden (HAAS 1993; JANEWAY und TRAVERS
2002). In der BALF von Menschen mit atopischem Asthma ist sowohl der prozentuale Anteil
als auch die absolute Zahl von y38-T-Zellen im Vergleich zu gesunden Personen erhdht.
Bekannt ist auBerdem, dass yo-T-Zellen aus der BALF von humanen Asthmatikern I1L-4
produzieren kénnen (SPINOZZI et al. 1995b). BERENDONK (2000) vermutet, allerdings
ohne Nachweis, dass sich CD47/8 Lymphozyten in der BALF von COB-kranken Pferden
sowohl aus vy0-T-Zellen als auch aus NK-Zellen zusammensetzen. Die eigenen
Untersuchungen lieferten durch die bei Addition von CD4" (35,4 £8,8%) und CD8" Zellen
(40,8% +7,8%) entstehende Differenz zu den CD2" Zellen (91,1% =7,3%) und durch
unterschiedliche Korrelationen indirekte Indizien flir die Existenz einer dritten Untergruppe
neben den direkt identifizierten Lymphozytensubpopulationen: Beispielsweise lag ein
positiver Zusammenhang zwischen CD2" und CD4" Lymphozyten (r=0,47) mit einer
Steigung der zugehorigen Regressionsgeraden von 0,78 vor. Eine Korrelation zwischen CD2"
und CD8" Lymphozyten war jedoch aus den vorliegenden Daten nicht zu entnehmen. In
Kombination mit einer vergleichsweise flachen Steigung der negativen Korrelation zwischen
CD4" und CD8" Lymphozyten kann daraus auf eine CD2'/4/8  Subpopulation geschlossen
werden, bei der es sich um NK-Zellen oder y3-T-Zellen handelt. Wiirde es sich um yd-T-
Zellen handeln, wiirde das CD2-Antigen beim Pferd, im Gegensatz zum Rind (CLEVERS et
al. 1990), nicht nur auf ofj- sondern auch auf y5-T-Zellen exprimiert werden. Die
Zusammenhinge aus der Zweifachmarkierung (CD27/9" und CD47/9" Zellen bzw. CD2"/9"
und CD8'/9") weisen zusitzlich darauf hin, dass diese dritte T-Zell-Population CD9" ist.
Inwieweit equine y5-T-Zellen aus der Lunge an der Produktion von Entziindungsmediatoren
beteiligt sind, und ob sie eine pathogenetische Rolle bei der COB des Pferdes spielen, muss
noch geklart werden. Zur genauen Erforschung ihrer Bedeutung sind Studien mit direkter
Markierung dieser Subpopulation erforderlich.

Hinsichtlich der Beteiligung von B-Lymphozyten aus den tiefen Atemwegen an den
Entziindungsvorgingen bei der klinischen COB des Pferdes kommt die vorliegende Arbeit zu
dhnlichen Erkenntnissen wie BERENDONK (2000), nach deren Ansicht die intraluminale
Antikorperproduktion keine pathogenetische Rolle spielt. Mit Prozentsidtzen zwischen 0,1 und
2,7% konnten im Gegensatz zu McGORUM et al. (1993a) und BENDALI-AHCENE et al.
(1995) auch bei hochgradig COB-kranken Patienten keine erhdhten Anteile an B-Zellen in der
BALF ermittelt werden. Obwohl zwei Einzeltiere hohe Werte an B-Lymphozyten aufwiesen
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(65,0% CD5/B" Zellen in RG und 57,1% in RM bzw. 12,2% B" Zellen in RM), wurde bei
keinem der Probanden eine CD5"/B" Subpopulation und damit B1-Zellen identifiziert. Dieser
Befund steht in Analogie zu KYDD et al. (1994) und LUNN et al. (1998), die der Spezies
Pferd generell die Existenz von B1-Lymphozyten absprechen (s. Kap. 2.1.8.3.3, S. 18).

5.4.2 Einfluss der medikamentellen Therapie auf die Lymphozyten aus der BALF

Um den Einfluss einer Therapie auf die BALC zu iiberpriifen, filhrten RUSH et al. (1998)
u. a. eine Immunphénotypisierung von Lymphozyten durch. Dabei war bei den beiden
Gruppen, die mit Kortikosteroiden behandelt wurden, nach der Behandlung ein geringerer
Prozentsatz an CD4" Lymphozyten nachzuweisen als bei den mit einem Placebo therapierten
Pferden.

In den eigenen Untersuchungen an klinischen Patienten konnten im pra-/posttherapeutischen
Vergleich abhédngig von der Art der Therapie ebenfalls Unterschiede hinsichtlich der
Lymphozytensubpopulationen beobachtet werden. Spezielle Effekte der
Medikamentenkombination, die aus dem Kortikosteroid Dexamethason, dem [3,-
Sympathomimetikum Clenbuterol und dem Mukolytikum Dembrexin bestand, lagen im
Gegensatz zur alternativmedizinischen Behandlung in der prozentualen Reduktion bestimmter
Lymphozytensubpopulationen, von der besonders RG und RM betroffen waren. Aufgrund
threr Grofe kann fiir die BALL in RM davon ausgegangen werden, dass sie sich in einem
Zustand der Aktivierung befinden. Die Medikamentenapplikation bewirkte, dass aktivierte
Lymphozyten, insbesondere CD2", CD4" und CD5'/9" Zellen, in ihrem Anteil reduziert
wurden. Gleichwohl konnte nach der medikamentellen Therapie bei Stimulation der Zellen
die statistisch nicht signifikante Tendenz zu erhohten Anteilen IFN-y" Lymphozyten
nachgewiesen werden. CD2" und CD5" Lymphozyten in RM korrelieren positiv mit diesen
IFN-y" Zellen. Daher scheint trotz der erniedrigten Lymphozytensubpopulationen nach
klinisch erfolgreicher medikamenteller Therapie eine erhohte IFN-y Produktion der
stimulierten Zellen stattzufinden. In der Laserakupunkturgruppe, in der ebenfalls eine
Verbesserung der klinischen Symptomatik beobachtet werden konnte, wurden beziiglich der
Zytokinproduktion dhnliche, insgesamt homogenere Resultate erzielt, die jedoch nicht mit
Abnahmen der einzelnen Subpopulationen verkniipft waren. Der Einfluss einer erfolgreichen
Therapie auf die BALL scheint somit nicht in erster Linie in einer prozentualen Reduktion
bestimmter Subpopulationen, sondern vielmehr in deren funktioneller Beeinflussung und

einer verdnderten Sekretion von Entziindungsmediatoren zu liegen.
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5.5  Durchflusszytometrische Analyse von IFN-y und IL-4

Da posttranskriptionelle Modifikationen der Zytokinexpression Divergenzen zwischen dem
Vorhandensein einer bestimmten mRNA und der tatsichlichen Existenz des Molekiils
hervorrufen konnen, fordert KLEIBER anstatt der vielfach verwendeten Quantifizierung
zytokinspezifischer mRNA eine direkte Analyse von Zytokinproteinen in der equinen BALF
(KLEIBER et al. 2005). Wie von PEDERSEN et al. (2002) fiir Blutzellen beschrieben, wurde
in der vorliegenden Arbeit der direkte Zytokinnachweis erstmals liber die Markierung der
IFN-y und IL-4 produzierenden Einzelzellen mit kreuzreagierenden bovinen
Detektionsantikdrpern durchgefiihrt. Die Ergebnisse belegen, dass equine Lymphozyten aus
der BALF keine nennenswerte Spontanproduktion von IFN-y aufwiesen. Im Gegensatz dazu
waren 16,5% aber zur spontanen Bildung von IL-4 in der Lage. Durch Stimulation der Zellen
mit Phorbol-myristat-acetat (PMA) und Ionomycin konnte der Prozentsatz der IFN-y" Zellen
auf tiber 50% angehoben werden, so dass keine strikte, unumkehrbare Polarisierung der
BALL auf ein Ty2-geprégtes Zytokinmuster vorzuliegen scheint.

Wihrend signifikante Zusammenhidnge zwischen dem lichtmikroskopisch bestimmten
Lymphozytenprozentsatz und den IL-4 produzierenden BALL nicht bestanden, lagen
zwischen dem Prozentsatz der IFN-vy" Zellen (stimuliert, sechsstiindige Inkubation r=0,64;
stimuliert, achtzehnstiindige Inkubation r=0,59) und dem Lymphozytenanteil aus der
Lichtmikroskopie jeweils positive Korrelationen vor. Zudem wies der Anteil IFN-y" Zellen
mit dem Prozentsatz der durchflusszytometrisch analysierten Ereignisse in RL eine positive
Korrelation auf (r=0,62) Damit ist, wie zu erwarten, davon auszugehen, dass Lymphozyten in
der BALF die IFN-y produzierende Zellpopulation darstellen. Zudem war bei hohen
Prozentsitzen der (groBen) CD5" Zellen in RM mit hohen prozentualen Anteilen an IFN-y"
Zellen zu rechnen (r=0,67). Somit sind hohere Anteile an IFN-y bildenden Zellen mit vielen
groflen, evtl. aktivierten T-Zellen in der Region der Makrophagen verkniipft. Die Quotienten
der IFN-y"/IL-4" BALL waren signifikant und positiv sowohl mit CD2" als auch mit CD5"
Lymphozyten in RM korreliert. Dies galt auch fiir CD4/9", CD5/9" und CD8"/9" Zellen aus
RG, so dass bei hohen Prozentsétzen an IFN-y bildenden Zellen wiederum grofle prozentuale
Anteile der genannten Lymphozytensubpopulationen vorlagen. Zur direkten Beurteilung der
Zytokinproduktion in den Messregionen auerhalb von RL sollte in zukiinftigen Studien der
Nachweis von IFN-y und IL-4 folglich auch in RG und RM durchgefiihrt werden. Negative

Korrelationen zwischen den jeweiligen zytokinproduzierenden Lymphozytenanteilen
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bestanden nicht, so dass hohere Prozentsitze an IFN-y" BALL nicht automatisch mit
geringeren Anteilen an IL-4" Zellen verkniipft waren.

Hinsichtlich des posttherapeutisch nach Stimulation angestiegenen Verhltnisses der IFN-y*
zu den IL-4" Lymphozyten sowie der niedrigen IL-4 Bildung der stimulierten Zellen sollte als
moglicherweise methodisch bedingter Einfluss bedacht werden, dass bei einer starken
intrazelluldren Produktion von IFN-y das zugesetzte Brefeldin A eventuell nicht vollstindig in
der Lage ist, die Sekretion des Zytokins zu verhindern. Das freigesetzte IFN-y konnte in
diesen Ansitzen zu einer parakrinen Hemmung der IL-4 Produktion und damit zu niedrigen
Anteilen IL-4" BALL fiihren. Unter diesem Gesichtspunkt muss in den stimulierten Ansitzen
mit ihren hohen Anteilen an IFN-y bildenden Zellen der niedrige Prozentsatz der
IL-4 produzierenden Lymphozyten kritisch betrachtet werden. Um die Bildung von IL-4
objektiv beurteilen zu konnen, ist es auch fiir zukiinftige Studien empfehlenswert,
unstimulierte und stimulierte Zellen im direkten Vergleich zu untersuchen. Die abschlieende
Beurteilung der IL-4 Produktion sollte dann insbesondere bei niedriger IFN-y Synthese

erfolgen.

5.6 Rolle der Helferzellen und der Ty1- bzw. Ty2-Antwort bei der equinen COB

In der BALF von Menschen mit atopischem Asthma spielen CD4" T-Zellen eine wichtige
Rolle. Sie besitzen die Féhigkeit, eine Reihe von Lymphokinen wie IL-4, IL-5 und den
Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF) zu produzieren, und {iber
diese Mediatoren beispielsweise die Einwanderung eosinophiler Granulozyten und die
Bildung von IgE zu stimulieren (HOLT ef al. 1991; CORRIGAN und KAY 1992a; b; KAY
1992; ROBINSON et al. 1992). Die Arbeiten von McGORUM et al. (1993a), RAILTON
(1994), BENDALI-AHCENE et al. (1995), WATSON et al. (1997), RUSH et al. (1998),
KLEIBER et al. (1999) und BERENDONK (2000) untersuchten die Rolle einzelner
Lymphozytensubpopulationen aus der BALF von Pferden mit COB. Fiir T-Zellen
beobachteten McCGORUM et al. (1993a) nach Provokation der Krankheit bei Versuchspferden
einen Anstieg der CD5"/CDS8" Zellen, die als CD4" gewertet wurden. RAILTON et al. (1997)
aus derselben Arbeitsgruppe bekriftigten diese Befunde mittels direkter Markierung, so dass
bei exazerbierten Krankheitsformen den Helferzellen aus der BALF eine pathogenetische
Bedeutung zuzukommen scheint. Im Gegensatz dazu konnte BERENDONK (2000) bei
klinischen Patienten fiir den Anteil der CD4" (und der CD8") Lymphozyten zwischen der
Kontrollgruppe, der Gruppe der gering- bis mittelgradig und der Gruppe der hochgradig

kranken Tiere keine Unterschiede aufdecken. In einer klinischen Studie aus der Schweiz
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hatten hochgradig kranke Pferde im Vergleich mit den Kontrolltieren zwar eine erhohte
absolute Anzahl an CD4" BALL, ihr Prozentsatz war zwischen den beiden Gruppen allerdings
dhnlich. Patienten mit gering- bzw. mittelgradiger COB besalen, verglichen mit
Lungengesunden, sogar erniedrigte Anteile dieser Subpopulation in der Studie von KLEIBER
et al. (1999). In der eigenen, klinisch orientierten Arbeit lagen die Anteile der CD4" Zellen
mit 354% (£8,8%) und der CDS" Zellen mit 40,8% (+7,8%) niedriger als in der
experimentellen Studie von McGORUM et al. (1993a) und ndher bei den Ergebnissen von
BERENDONK (2000). Sowohl bei separater Betrachtung der préitherapeutischen Werte der
klinisch schwerer kranken, therapierten Tiere als auch hinsichtlich ihrer posttherapeutischen
Daten waren keine Verdnderungen im Vergleich zum Ausgangswert zu ermitteln. Die eigenen
Daten belegen bei hoheren post- als priatherapeutischen Anteilen bestimmter Subpopulationen
von T-Lymphozyten (CD5", CD2/9", CD4", und CD4'/9" aus RG) eine Verbesserung der
Oxygenierung des arteriellen Blutes der Probanden. Zudem waren positive Korrelationen
zwischen CD2" bzw. CD5" T-Lymphozyten in RM und dem Tyl-Zytokin IFN-y
nachzuweisen, so dass diese Subpopulationen in RG bzw. RM eventuell einen giinstigen
Einfluss auf die Lungengesundheit haben. Ahnliches gilt fiir den bereits oben erwihnten,
posttherapeutischen Anstieg der CD137/9" Lymphozyten in allen drei Messregionen. Daneben
bestehen auch bei klinischen Patienten Indizien dafiir, dass gewisse Subpopulationen einen
negativen Einfluss besitzen konnen: Ohne Beriicksichtigung der Behandlungsart kam es,
verbunden mit einer Verbesserung der klinischen Krankheitssymptome, posttherapeutisch zu
einem signifikanten Abfall der CD2"/9” T-Lymphozyten und der (groBen) CD4" Lymphozyten
in RM, so dass insbesondere diese Zellen moglicherweise an der Aufrechterhaltung der
equinen COB beteiligt sind.

In den letzten Jahren wurden mehrere Studien zur pathogenetischen Rolle des Tyl- und Ty2-
Zytokinprofils und damit zur Funktionalitdt der Helferzellen im Zusammenhang mit der
equinen COB publiziert (BERENDONK 2000; LAVOIE et al. 2001; GIGUERE et al. 2002;
AINSWORTH et al. 2003; CORDEAU et al. 2004; HOROHOV et al. 2005; KLEIBER et al.
2005). Ein einheitliches Ergebnis konnte bislang allerdings nicht ermittelt werden. Wéhrend
die kanadische Gruppe um LAVOIE und CORDEAU ihre Daten als Hinweis auf ein Ty2-
gepragtes Zytokinmuster in der exazerbierten Phase der Erkrankung interpretierte (LAVOIE
et al. 2001; CORDEAU et al. 2004), fanden AINSWORTH et al. (2003) in der BALF von
Versuchspferden keine Mediatoren, die auf ein Ty2-Zytokinprofil hinwiesen. GIGUERE et al.
(2002) beobachteten allerdings, dass bei einer Verbesserung der klinischen Symptomatik
durch die inhalative Applikation eines Kortikosteroids die Bildung von Zytokinen des Tyl-
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Profils gefordert wurde. Entsprechende Hinweise erhielten auch VAN DEN HOVEN et al.
(2004), die nach Applikation des B,-Sympathomimetikums Clenbuterol bei drei von acht
Versuchspferden einen Anstieg der mRNA Expression fiir I[FN-y feststellten. Als einzige
Untersucherin verwendete BERENDONK (2000) klinische Patienten. Dabei wurde ohne
Zusammenhang zum Erkrankungsgrad mRNA sowohl fiir IL-4 als auch fiir I[FN-y in der
BALF nachgewiesen, so dass die Autorin ein gemischtes Zytokinprofil fiir die COB des
Pferdes propagiert.

Im Gegensatz dazu lag in der eigenen Arbeit fiir die BALL bei der Erstuntersuchung der
Probanden grundsitzlich eine spontane IL-4 Produktion vor. Dabei waren die Zellen ohne
Stimulation nicht in der Lage IFN-y zu bilden. Somit herrscht ein a priori Ty2-geprégtes
Zytokinmuster in den tiefen Atemwegen von Pferden mit COB vor, das weder positive noch
negative Korrelationen zu den Parametern aus der routinemifBigen COB-Diagnostik zeigte.
Allerdings konnte anhand von positiven Zusammenhingen zwischen den IFN-y" BALL und
der p,O, bzw. der negativen Korrelation zwischen dem Quotienten von IFN-y und IL-4
produzierendem Lymphozytenanteil und der p(a.,)O, sowie dem Klinikscore geschlussfolgert
werden, dass pulmonale Lymphozyten von schwerer betroffenen Pferden selbst nach
adiiquater Stimulation in geringerem Mafe IFN-y" produzieren als weniger schwer erkrankte
Patienten. Eine entsprechende Tendenz lie auch die negative Korrelation zwischen dem
Quotienten der IFN-y'/IL-4" BALL und dem durchflusszytometrisch bestimmten Prozentsatz
der Granulozyten in der BALF erkennen. Bei der lichtmikroskopischen Analyse wurde fiir
den Anteil der PMN in der BALF bereits vielfach ein Zusammenhang mit der Schwere der
COB nachgewiesen (DERKSEN et al. 1985; McGORUM und DIXON 1994; DIXON ef al.
1995b; ROBINSON et al. 1996; FRANCHINI et al. 1998; BRAZIL 1999). IFN-y scheint
folglich mit einer Linderung der klinischen Krankheitssymptome der COB
zusammenzuhdngen, so dass ein Mangel dieses Zytokins als fehlendes Gegengewicht zu einer
dominierenden Ty2-Antwort bei COB kranken Pferden einen pathogenetischen Beitrag liefern
konnte. Die eigenen Ergebnisse, insbesondere die signifikante posttherapeutische Erhdhung
der Quotienten IFN-y"/IL-4" BALL belegen dariiber hinaus bei einer klinisch erfolgreichen
Behandlung der COB eine Verdanderung des Zytokinmusters in der BALF. Da sich zwischen
den Therapiearten beziiglich des Anstiegs der IFN-y" Zellen keine Unterschiede ergaben und
auch die Patienten aus der Laserakupunkturgruppe eine Verbesserung der klinischen
Parameter aufwiesen, scheinen mogliche immunmodulative Effekte der in der

Medikamentengruppe eingesetzten Pharmaka nicht ursidchlich fiir die Verdnderung zu sein.
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Somit ist die Zunahme der IFN-y* Zellen als Indiz fiir die Induktion eines Tyl-
Zytokinmusters durch die Therapie zu werten.

Drei Tiere in der medikamentell therapierten Gruppe zeigten eine mit den anderen Patienten
klinisch und lichtmikroskopisch vergleichbare Verbesserung der Krankheitssymptome, die
posttherapeutisch (ohne Stimulation der Zytokinproduktion) von einem Anstieg des IL-4"
Zellanteils ohne gesteigerte IFN-y Synthese in der BALF begleitet war. Daneben fiel ein
einzelner COB-kranker Proband auf, dessen BALF in unstimuliertem Zustand bereits 55,4%
IFN-y" Zellen enthielt. Bei zwei Pferden mit hochgradiger COB wurden sowohl vor als auch
nach der Therapie nur marginale Prozentsitze an IL-4" BALL nachgewiesen. Bei diesen drei
Einzelfillen scheint trotz teilweise hochgradiger klinischer COB-Symptomatik bereits vor
einer entsprechenden Behandlung ein Tyl-geprigtes Zytokinmuster vorzuliegen. Eine
Erklarung hierfiir konnte sein, dass die COB des Pferdes auf der Basis der beteiligten
Immunzellen und der regulatorischen Zytokine keine einheitliche Pathogenese besitzt. Dies
konnte u. a. zur Uneinigkeit beitragen, die in der Literatur beziiglich der Beteiligung einer
Tyl- bzw. Ty2-Immunantwort fiir die Erkrankung derzeit herrscht. Die Markierung von
zytokinproduzierenden BALC wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig angewandt. Um die
Bedeutung der ,,Ausreifler genauer beurteilen zu konnen, ist somit in zukiinftigen Studien zu
iiberpriifen, ob auch in einem grofleren Tierkollektiv regelmidfig Pferde auftreten, die sich
deutlich vom Durchschnitt der Tiergruppe abheben. Zudem sollten sowohl das Zytokinprofil
in der BALF lungengesunder Pferde als auch die Verénderung des Zytokinmusters bei einer

mit Placebo therapierten Kontrollgruppe tiberpriift werden.

5.7  Schlussfolgerungen und Ausblicke auf neue Therapieformen

Aufgrund des mangelhaften Verstindnisses der immunpathologischen Mechanismen basiert
die medikamentelle Therapie der COB des Pferdes zurzeit auf der Bekdmpfung von
Symptomen. Dazu steht nur eine vergleichsweise kleine Auswahl an nachgewiesenermallen
wirksamen Pharmaka zur Verfiigung. Es werden beispielsweise die bronchodilatatorische
Substanz Clenbuterol (SASSE und HAJER 1977; DENAC und PFISTER 1981; SASSE 1984;
TRAUB-DARGATZ et al. 1992; SANDER et al. 2002) und sekretolytische Wirkstoffe wie
Dembrexin (SASSE und DEEGEN 1984; MATTHEWS et al. 1988) verwendet. Zudem
kommen Kortikosteroide zum Einsatz, wobei Dexamethason einen besonders giinstigen
Einfluss auf die Verbesserung der klinischen und lungenfunktionsanalytischen Symptomatik
besitzt (RUSH et al. 1998a; RUSH et al. 1998b; LAVOIE et al. 2002; ROBINSON et al.
2002; ROBINSON et al. 2003; PICANDET et al. 2003). Fiir Patienten, bei denen ein
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Ubergewicht von Ty2-Zytokinen in den tiefen Atemwegen ursdchlich fiir die
Entziindungsvorginge ist, konnen Kortikosteroide beispielsweise iiber die Hemmung der IL-5
abhingigen Reifung eosinophiler Granulozyten und die Reduktion der Mastzellen (BELVISI
2004) auch ein kausales Therapeutikum darstellen. GIGUERE et al. (2002) wiesen bei COB-
kranken Pferden nach einer Therapie mit Glukokortikoiden in der BALF signifikant weniger
mRNA fiir IL-4 und einen Anstieg des IFN-y /IL-4 Verhiltnisses nach. Eine Ty2-Antwort in
der Lunge wurde somit reduziert und ein Tyl-geprigtes Zytokinmuster gefordert. Allerdings
ist der (Langzeit-) Einsatz von Kortikosteroiden beim Pferd mit Risiken behaftet, zu denen
z. B. die Induktion von Hufrehe und eine vermehrte Infektanfilligkeit gehéren (EUSTACE
und REDDEN 1990; HARKINS et al. 1993), so dass zur Behandlung der equinen COB
Alternativen bendtigt werden.

In der Humanmedizin werden bei immunpathologischen Krankheiten wie dem atopischen
Asthma schon seit ldngerer Zeit kausal wirkende Medikamente z. B. in Form -einer
antiallergischen Immuntherapie gepriift. Thr Ziel ist es, eine Tyl-Antwort zu fordern
(HANSEN 2003). Neben der Applikation von IFN-y kommt die Vakzinierung mit dem
allergicauslosenden Antigen und unmethylierten Cytosin/Guanosin Motiven (CpG) aus
Bakterien-DNA zum Einsatz, die sowohl die bronchiale Hyperreagibilitit als auch die
pulmonale Entziindung langanhaltend unterdriicken. Die Integration von Genen fiir Zytokine
der Tyl-Immunitét ist in der Lage, den Effekt dieser DNA-Vakzine noch zu verstirken.
Zudem wird der Einsatz von allergengepulsten Dendritischen Zellen (DC) tiberpriift, die mit
Adjuvantien zur Produktion von IL-12 angeregt werden. Eine Alternative hierzu ist die
Induktion von regulatorischen T-Zellen (HANSEN 2003). Daneben wurden als Ersatz fiir die
Therapie mit Kortikosteroiden sowohl der Antagonisierung von IL-4 durch einen 16slichen
IL-4 Rezeptor (Altrakincept) als auch monoklonalen Antikérpern gegen IL-5 (Mepolizumab)
eine gewisse Wirksamkeit bei der Therapie des humanen Asthmas bescheinigt (BELVISI
2004; HENDELES et al. 2004).

Diese Ansitze fiir eine kausale antiallergische Immuntherapie bei der COB des Pferdes liegen
einerseits aufgrund der bisherigen liickenhaften Erkenntnisse zur Pathogenese aber auch
wegen des zuriickhaltenden Interesses der Pharmafirmen bzw. der hohen Kosten fiir die
Entwicklung entsprechender Pharmaka noch in der Zukunft. Alternativ dazu wiirde sich
beispielsweise der Einsatz von Paramunititsinducern anbieten, die zurzeit noch vor allem bei
der Pro- und Metaphylaxe von Infektionskrankheiten genutzt werden. Fiir gewisse Priparate
wie beispielsweise flir das attenuierte Vaccinia Virus MVA (modifiziertes Vaccinia Virus

Ankara) wurde bereits bewiesen, dass sie zur Induktion von Ty1-Zytokinen in der Lage sind
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(VILSMEIER 1999). Ob eine parenterale Gabe auch im pulmonalen Gewebe die erwiinschte
Wirkung entfaltet, oder ob beispielsweise eine Applikation per inhalationem besser geeignet
wire, ist in zukiinftigen Therapiestudien zudem zu iiberpriifen. Obwohl die Methodik des
direkten Zytokinnachweises mittels AntikOrpermarkierung fiir die Routinediagnostik
momentan noch zu aufwendig erscheint, sollte sie, zusétzlich zur Verwendung in
Pathogenesestudien zur equinen COB, bei Entwicklung, Optimierung und Vergleich neuer

Therapieverfahren als objektivierbares Diagnostikum zum Einsatz kommen.
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Die Erkenntnisse zur Pathogenese der Chronisch Obstruktiven Bronchitis (COB) des Pferdes
sind liickenhaft, so dass bis zum heutigen Zeitpunkt lediglich eine symptomatische Therapie
zur Verfligung steht. Obwohl von mehreren Autoren vermutet wird, dass die Erkrankung wie
das Asthma des Menschen auf einer liberschieenden Ty2-Reaktion beruht, gelangten die
Untersucher, die ihren Studien hauptséchlich exazerbierte COB-Formen zugrunde legten,
bislang nicht zu einem einheitlichen Ergebnis.

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass eine verbesserte phédnotypische und
funktionelle Charakterisierung der Lymphozyten aus der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit
(BALF) bei klinischen COB-Patienten eine Detektion und Quantifizierung lymphozytérer
Verianderungen erlaubt, die Riickschliisse auf die Pathogenese der Erkrankung zulassen.

In einem ersten Untersuchungsblock wurden 48 equine Patienten zunéchst klinisch und
labordiagnostisch untersucht, tracheobronchoskopiert und einer bronchoalveoldren Lavage
unterzogen. Die gewonnenen Zellen aus der BALF wurden lichtmikroskopisch differenziert.
Daneben erfolgte eine durchflusszytometrische Charakterisierung von Granulozyten,
Makrophagen  und  insbesondere Lymphozytensubpopulationen ~ anhand  von
Zweifachmarkierungen und  der  Detektion von  Aktivierungsantigenen.  Die
durchflusszytometrische  Zelldifferenzierung wurde mit den lichtmikroskopischen
Differentialzellbildern  verglichen. Zudem  wurden iiber die Markierung mit
Detektionsantikorpern die beiden Zytokine IFN-y und IL-4 auf Niveau der Einzelzelle direkt
quantifiziert. Die durchflusszytometrischen Daten wurden auf Zusammenhinge mit den
Parametern aus der routinemifigen COB-Diagnostik iiberpriift. Aus der Tiergruppe wurden
15 Pferde medikamentell mit Dexamethason, dem B,-Sympathomimetikum Clenbuterol und
dem Mukolytikum Dembrexin behandelt. Weitere sieben Patienten wurden mit
Laserakupunktur therapiert. Diese Tiere erhielten keine Pharmaka und konnen als
Vergleichsprobanden dienen. Sieben Tage nach Beginn der jeweiligen Therapie wurden die
Patienten einem zweiten Untersuchungsblock unterzogen, so dass ein pra-/posttherapeutischer
Vergleich auf Ebene des Einzeltieres ermdglicht wurde.

Bei der an Blutzellen orientierten durchflusszytometrischen Identifikation der einzelnen
Abwehrzellpopulationen in der BALF wurde deutlich, dass sich in den eingestellten
Messregionen nicht ausschlieBlich die gewiinschten Leukozyten befanden. Die
immunphénotypische Untersuchung ermoglichte die eindeutige Identifikation der

Lymphozyten, deren Nachweis auch in den Bereichen der Granulozyten und Makrophagen
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gelang. In der Messregion der Lymphozyten trug im Vergleich mit CD4" Zellen ein groBerer
Prozentsatz der CD8" Lymphozyten das CD9-Antigen, das auf aktivierten T-Zellen zu finden
ist. Zudem weisen insbesondere die Korrelationen mit der lichtmikroskopischen
Differenzierung darauf hin, dass Granulozyten aus der BALF sowohl das CD13- als auch das
CD9-Antigen tragen.

Im Zuge der posttherapeutischen Verbesserung der klinischen Krankheitssymptomatik
konnten in den Regionen von Lymphozyten und Makrophagen prozentuale Anstiege von
CD9" Lymphozyten verzeichnet werden, die nicht mit den iibrigen Lymphozytenmarkern
anzufirben waren, so dass diese aktivierten Zellen mit einem gilinstigen Einfluss auf die
Lungengesundheit der Patienten verkniipft sind.

Zur Beurteilung der Lymphozytenfunktion wurde erstmals eine direkte Quantifizierung der
IFN-y bzw. IL-4 produzierenden Zellen aus der BALF mit kreuzreagierenden bovinen
Detektionsantikorpern durchgefiihrt. Die pritherapeutischen Prozentsétze der IFN-y bzw. I1L-4
bildenden Lymphozyten sprechen fiir ein Ty2-geprigtes Zytokinmuster in den Atemwegen
der untersuchten COB-Patienten. Posttherapeutisch war bei den meisten Pferden ein Anstieg
des Anteils IFN-y" Lymphozyten aus der bronchoalveoliren Lavagefliissigkeit (BALL) zu
verzeichnen. Der Quotient der Prozentsitze IFN-y" zu IL-4" BALL stieg statistisch signifikant
an. Unterschiede zwischen den beiden Therapiemethoden konnten nicht ermittelt werden.
Sowohl in der Medikamenten- als auch in der Laserakupunkturgruppe wurde bei einem
GroBteil der Probanden mit einer klinischen Verbesserung das Zytokinmuster in den tiefen
Atemwegen in Richtung eines Ty1-Profils veréndert.

Neben einer erweiterten und detaillierteren Untersuchung der Lymphozytensubpopulationen
ist somit insbesondere die funktionelle Charakterisierung der Lymphozyten aus der BALF
iber die direkte Quantifizierung von IFN-y und IL-4 zur Aufdeckung lymphozytirer
Veranderungen bei klinischen COB-Patienten geeignet. Obwohl die Methodik des direkten
Zytokinnachweises fiir die Routinediagnostik bislang noch zu aufwendig erscheint, kdnnte sie
in zukiinftigen Pathogenesestudien zur equinen COB bzw. fiir Entwicklung, Optimierung und

Vergleich neuer Therapieverfahren als wertvolles und objektivierbares Diagnostikum dienen.
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Since knowledge of the pathogenesis of recurrent airway obstruction (RAO) in the horse is
incomplete, merely a symptomatic therapy is available. Many authors suspect, that the
disorder is comparable to human asthma and is based on an excessive Ty2 reaction. However,
researchers, who mainly have investigated exacerbated forms of RAO, have not yet reached a
uniform conclusion.

The hypothesis of this dissertation was that an improved phenotypic and functional
characterization of lymphocytes in the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) allows the
detection and quantification of lymphocytic changes in clinical RAO patients, allowing
conclusions to the pathogenesis of the disorder.

In the first examination block, 48 equine patients with RAO underwent clinical and laboratory
examinations, tracheobronchoscopy and bronchoalveolar lavage. BALF cells were
differentiated by light microscopy. In addition, a flow cytometric characterization of
granulocytes, macrophages and particularly lymphocyte subpopulations was performed by
immunofluorescent double staining and the detection of activation antigens. Results of flow
cytometric analysis were compared with cell differentiation by light microscopy.
Furthermore, via direct detection by antibodies, IFN-y and IL-4 were quantified on single-cell
level. All flow cytometric data were checked for correlations with the parameters of the
routine RAO diagnostics. From the total group of 48 animals, 15 horses were subsequently
medicated with Dexamethasone, the [,-sympathomimetic Clenbuterol and the mucolytic
Dembrexine. Additionally seven patients were treated with laser acupuncture. These animals
did not receive any pharmaceuticals and therefore serve to some degree as control subjects.
After seven days of therapy, the patients underwent a second examination block to enable a
pre/post-therapeutic comparison on a single-animal basis.

The blood cell oriented flow cytometric identification of BALF cell populations revealed, that
within the preset measuring gates, there were not exclusively expected leucocytes present.
The immunophenotypic analysis allowed a definite identification of lymphocytes, which were
to some degree detected in the granulocyte and macrophage gates. In the lymphocyte gate,
compared to the CD4" cells, a higher percentage of CD8" lymphocytes carried the CD9
antigen, which can be found on activated T-cells. Furthermore correlation coefficients
between flow cytometric and light microscopic cell differentiation indicate that granulocytes

in the equine BALF carry CD13 and CD9 antigens concurrently.
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With post-therapeutic improvement of the clinical signs, increases of CD9" lymphocyte-
percentages, which could not be stained by the other lymphocyte markers, were recorded in
the lymphocyte and macrophage gates. This leads to the conclusion that these activated cells
have a positive effect on the patients' lung health.

For the first time, as known to the author, lymphocyte function was assessed by direct
quantification of IFN-y and/or IL-4 producing BALF cells using cross-reacting bovine
detection antibodies. Percentages of IFN-y and/or IL-4 forming lymphocytes in BALF of
RAO patients were consistent with a Ty2 cytokine pattern. After therapy, in most horses an
increase of the IFN-y" bronchoalveolar lavage lymphocytes (BALL) was seen. Statistically,
the ratio IFN-y'/IL-4" BALL percentages rose significantly. Differences between the two
therapy methods could not be detected. Medication and laser acupuncture caused in a majority
of subjects a significant clinical improvement and a change of the cytokine pattern in the deep
airways towards a Ty1-profile.

In addition to an extended and more detailed examination of BALF lymphocyte
subpopulations, the direct quantification of IFN-y and IL-4 is especially helpful for the
assessment of functional changes in clinical RAO-patients. Direct cytokine detection so far is
too elaborate for routine diagnostic. However, in research towards pathogenesis and

improvement of therapy of equine RAO, it will serve as a valuable method.
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9 Anhang

9.1 Reagenzien

Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.

Brefeldin Sigma-Aldrich Chemie B-6542
GmbH

BSA (bovines Serumalbumin) Carl Roth GmbH&Co. 8076

Fraktion V

FITC-konjugierte Ziege-anti- Caltag™ Laboratories M32201

Maus-Antikorper

(Anti-IgG2a(gamma))

FITC-konjugierte Ziege anti- Caltag™ Laboratories M32001

Maus-Antikorper

(Anti-IgG1(gamma))

FITC-konjugierte Ziege anti- Dianova GmbH 115-095-062

Maus-Antikorper

(Anti-IgG(H+L))

FITC-konjugierte Ziege anti- Dianova GmbH 112-095-062

Ratte-AntikSrper

(Anti-IgG(H+L))

Fotales Kilberserum (FCS) Biowest S1810

Ionomycin Sigma-Aldrich Chemie 1-0634
GmbH

141



9 Anhang

Isotypenkontrolle
IgG1-Antikorper (Maus)
(1E8) gerichtet gegen
Phospholipase C von
Clostridium perfringens

Hybridomiiberstand

Isotypenkontrolle
IgG2a-Antikorper (Maus)
(1F9) gerichtet gegen
Phospholipase C von
Clostridium perfringens

Hybridomiiberstand

Gentamycin (-sulfat)

Maus-anti-bovines Interferon-y-
Antikorper
(mAK, Klon CC302)

Maus-anti-bovines Interleukin-4-
Antikorper
(mAK, Klon CC303)

Maus-anti-canine B-Zellen-Antikorper

RPE-konjugiert
(mAK, Klon CA2.1D6)

Maus-anti-equines CD4-Antikorper

(mAK, Klon CVS 4)

Maus-anti-equines CD5-Antikorper

(mAK, Klon CVS 5)

Institut fiir Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere,
JLU Gieflen

Eigenproduktion

Institut fiir Hygiene und

Infektionskrankheiten der Tiere,

JLU GieBen

Eigenproduktion

Biochrom AG A 271-25
Serotec MCA 1783
Serotec MCA 1820
Serotec MCA 1781PE
Serotec MCA 1078
Serotec MCA 1079
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Maus-anti-equines CD8-Antikorper
(mAK, Klon CVS 21)

Maus-anti-equines CD13-Antikorper

(mAK, Klon CVS 19)

Maus-anti-humanes CD9-Antikorper
(mAK, Klon MM2/57)

Merkaptoethanol

Penizillin-Streptomyzin-Losung

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Propidiumjodid

Ratte-anti-equines CD2-Antikorper
(mAK, Klon Mac 288)

R-Phycoerythrin-konjugierte Ziege-anti-
Maus-Antikorper
(Anti-IgG2b(gamma))

RPMI 1640-Medium mit stabilisiertem

Glutamin

Serotec

Serotec

Serotec

Fluka

PAA Laboratories GmbH

Orpegen Pharma

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Serotec

Caltag™ Laboratories

PAN Biotech GmbH
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MCA 1080
(zurzeit nicht

erhiltlich)

MCA 1084

MCA 469

63689

P11-010

10-0200
(Phagoburst®; Test-
kit fiir Oxidative

Burst)

P-4170

MCA 1278

M32404

P04-18500
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9.2 Puffer, Medien und Losungen

Allgemeine Puffer und Losungen

PBS (pH 7.,4)
PBS-Stammlosung
Aqua bidest.

PBS-Stammlosung (10-fach, pH 7,4)
NaCl

KCl

KH,PO4

Na2HPO4 x 2 H20

A. bidest.

Puffer, Medien und Losungen fiir die Zellkulturtechniken

Trypanblau-Losung
Trypanblau
NaCl-Losung

Zellkulturmedium

RPMI 1640 mit stabilisiertem Glutamin (PAN Biotech)

FCS
Merkaptoethanol (1mM)

Pen /Strep-Losung (10.000 IE/ml)/Streptomyzin (10.000 pg/ml-Lésung)

Gentamycin (2,5 pg/ml)

144

100,0 ml
ad 1000 ml

100,00 g
2,50 g
2,50 g

18,00 g

ad 1000 g

0,20 g
1000 ml

900 ml
100 ml
3,0 ml
10 ml
125 ul
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