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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

Die als chronisch obstruktive Bronchitis (COB) bekannte multifaktorielle Erkrankung
beeintrachtigt die Leistung eines Grofiteils der mittelalten und é&lteren Pferde. Fiir die
Diagnostik der COB stehen neben der klinischen Untersuchung die arterielle Blutgasanalyse,
die Endoskopie, die Lungenfunktionspriifung, die bronchoalveolidre Lavage (BAL) und die
Lungenbiopsie zur Verfligung. Dies sind zum Teil invasive Verfahren, mit deren Hilfe bereits
stattgefundene Schidigungen der Lunge dokumentiert werden kdnnen. Keines der genannten
Verfahren ist zur Frihdiagnostik der genannten Erkrankung geeignet. Gerade die
Fritherkennung der COB, moglichst bevor eine irreversible Schidigung des Bronchialepithels
stattgefunden hat, ist von grofiter Wichtigkeit. Bei der Suche nach einem geeigneten
Diagnostikum stofft man auf ein in der Humanmedizin bereits etabliertes Verfahren, bei
welchem die Exspirationsluft analysiert wird. Dabei wird die Atemluft in einem Kryostaten
kondensiert und anschlieBend auf verschiedene relevante Parameter, die bei entziindlichen
Prozessen der Lunge involviert sind, untersucht. Diese sogenannte Atemkondensat-Methode
ist beim Menschen in der Erforschung entziindlicher Atemwegserkrankungen, unter anderem
von Asthma, COPD und Mukoviszidose, eingesetzt worden. Die Atemkondensatgewinnung
wird in vielen Lungenlaboratorien routinemafig durchgefiihrt und ist nachweislich sensitiver
als die Lungenfunktionspriifung. Sie hat gegeniiber herkdmmlichen Untersuchungsmethoden,
bei denen Material aus den tiefen Atemwegen gewonnen wird, wie dem induzierten Sputum,
der BAL und der Lungenbiopsie deutliche Vorteile. Sie ist nicht invasiv und damit fiir den
Patienten wenig belastend und beliebig oft wiederholbar.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zum einen, in einer Literaturiibersicht die bereits
vorhandenen Kenntnisse zur Atemkondensatgewinnung und -analytik darzustellen. Zum
anderen wird gepriift, ob die Atemkondensatmethode auch beim Pferd anwendbar ist und

welche Modifikationen eventuell notwendig sind.



2 Literaturiibersicht

2. LITERATURUBERSICHT

2.1 DIAGNOSTISCHE ASPEKTE DER ATEMANALYTIK IM
GESCHICHTLICHEN UBERBLICK

Die Atemanalyse ist die Untersuchung der Atemluft auf seine qualitative und quantitative
Zusammensetzung. Grundsdtzlich wird unterschieden zwischen der Atemgas- und der
Atemkondensatgewinnung. Die Atemgasanalyse dient beispielsweise der quantitativen
Bestimmung des Sauerstoff- und Kohlendioxidgehaltes in der Exspirationsluft (ROCHE
1993). Es konnen aber auch fliichtige organische Verbindungen und nicht fliichtige
Substanzen in der Exspirationsluft nachgewiesen werden (ERIKSEN 1964; PAULING et al.
1971; CONKLE et al. 1975; BALDWIN et al. 1986; GUSTAFSSON et al. 1991;
MALAKAUSKAS et al. 1991; SCHEIDELER et al. 1993; Becher et al. 1995b, 1995c;
HILLEBRANDT et al. 1996; HUMMEL et al. 1996; NOWAK et al. 1996; TACKE et al.
1996; CARPENTER et al. 1998; HO et al. 1998; DAULETBAEYV et al. 1999; PHILLIPS et
al. 1999; KHARITONOV et al. 2000).

Seit der frithen Geschichte der Medizin hat die Atemanalyse einen diagnostischen Wert. Die
schriftlich niedergelegte Geschichte der Atemanalyse kann iiber 200 Jahre zuriickverfolgt
werden. Bereits 1784 analysierten LAVOSIER und LAPLACE den Atem eines Schweines
und untersuchten die Analogie zwischen Atmung und Verbrennung (zitiert nach CASPARY
1978). 1874 berichtete ANSTIE iiber die Elimination von Alkohol {iber den menschlichen
Atem. Anfang des 20. Jahrhunderts wurden Techniken zur Bestimmung der
Zusammensetzung des Atems und der Alveolarluft entwickelt (HALDANE und PRIESTLEY
1905). Gegen Ende des 20. Jahrhunderts etablierte sich die Atemanalyse fiir den Nachweis
von Alkohol in der Atemluft (MASON 1976). Es wurden auch Fortschritte in der Diagnostik
metabolischer Erkrankungen gemacht. Das erste Mal nutzte DODDS (1920) die
Atemgasanalyse zur Diagnostik gastrointestinaler Erkrankungen, indem er einen Pco,-Anstieg
nach Mahlzeiten in der Atemluft nachwies und herausfand, dass dieser bei Erkrankungen im
Verdauungstrakt starken Schwankungen unterworfen war (zitiert nach CASPARY 1978).
Einige Atemgeriiche wurden als charakteristisch fiir bestimmte Erkrankungen angesehen.
HAYDEN (1980) katalogisierte iiber 20 Atemgeriiche und ihre diagnostische Signifikanz.
Uber 200 fliichtige Komponenten wurden in durchschnittlichen Atemgasproben gesunder
Menschen nachgewiesen, wobei bis 1999 insgesamt 3481 verschiedene 10sliche organische

Komponenten gefunden wurden (PHILLIPS et al. 1999). Die Stoffwechselwege, bei denen
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diese Komponenten entstehen, sind noch nicht alle bekannt. Erhohte Konzentrationen einiger
Komponenten korrelieren mit bestimmten Erkrankungen: beispielsweise Aceton bei Diabetes,
Dimethylsulfid, Mercaptan und Fettsduren bei Leberzirrhose, Dimethyl- und Trimethylamin
bei Urdmie (MANOLIS 1983). Ein anderes Gebiet ist die Inhalationstoxikologie, bei der die
Exposition von Menschen mit 16slichen Substanzen (z.B. Trichlorethylen) iiber die Messung
der Konzentration eben jener Substanzen oder seiner Metaboliten in der Exspirationsluft
iiberwacht werden kann (MONSTER und BOERSMA 1974; MOLHAVE und PEDERSEN
1984). Aullerdem kann in der Anédsthesiologie die Metabolisierung von Inhalationsanésthetika
tiberpriift und erforscht werden (CORBETT et al. 1971). Auch nicht fliichtige Medikamente
bzw. Drogen konnen zu 16slichen, in der Atemluft nachweisbaren Verbindungen metabolisiert
werden, woriiber als erster CUSHNY (1910) berichtete. Die quantitative Analytik der
Atemgas- und Atemkondensatproben wurde erst Ende des 20. Jahrhunderts mit der
Entwicklung empfindlicher Nachweisverfahren moglich (MANOLIS 1983; WILSON 1986;
SCHEIDELER et al. 1993).

2.2 ATEMKONDENSAT

2.2.1 DEFINITION VON ATEMKONDENSAT

ROTHE und BECHER (2000a) verstehen unter Atemkondensat ,die bei Temperaturen
zwischen 0 und -40 °C kondensierenden und sich niederschlagenden Bestandteile der
Exspirationsluft, welche zu 99,999% aus Wasser und zu 0,001% aus anorganischen Salzen
und Oxiden, funktionalisierten Kohlenwasserstoffen und Proteinen bestehen.

Dabei vertreten die Autoren die Theorie, dass die Zusammensetzung des Atemkondensates
nach bestimmten chemischen GesetzmiBigkeiten erfolgt.

Sie teilen die im Atemkondensat befindlichen Substanzen folgendermallen ein:

1. MéBig fliichtige Substanzen, deren Dampfdruck bei 37 °C ausreichend hoch ist, um in
messbaren Grofenordnungen zu verdampfen wie beispielsweise Wasser, Alkohol und
Wasserstoffperoxid.

2. Schwerfliichtige, nicht wasserldsliche Substanzen, welche durch Addition des
Wasserdampfdruckes in die Gasphase ,,geschleppt® werden wie beispielsweise Leukotrien By
(LTB4), Prostaglandin E, (PGE;) und Prostaglandin F,, (PGF,).

3. Nichtfliichtige Substanzen im Atemkondensat, wie beispielsweise Interleukin-1p (IL-1B),
Eosiophilic Protein X (EPX) und Nitrit.
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SCHEIDELER et al. (1993), die sich ebenfalls mit dem Nachweis nichtfliichtiger Substanzen
im Atemkondensat beschéftigten, machten sich Gedanken tiber die Partikelkonzentration im
Aerosol und wiesen auf die Untersuchungen von FAIRCHILD (1987) hin, welcher die
Partikelkonzentration des ausgeatmeten Aerosols bei normaler und forcierter Exspiration und
Exspiration bei Gegendruck bestimmte. Unter diesen verschiedenen Bedingungen wurden bei
gesunden Personen Partikelkonzentrationen zwischen 0,1 und 4 Partikeln pro cm® im Aerosol
gemessen. Die meisten Partikel waren kleiner als 0,3 um. Laut SCHEIDELER et al. (1993)
hingt die Menge des gebildeten Aerosols vor allem von der Luftgeschwindigkeit und von der
Oberflichenspannung des extrazelluldren Oberflachenfluids in der Lunge ab. Turbulenzen
und Kanten oder Obstruktionen im Bronchialbereich erleichtern die Entstehung von
Aerosolen. Die Luftgeschwindigkeit ist im Larynx am hochsten, da dies die engste Passage
des Respirationssystems darstellt (SCHEIDELER et al. 1993). Die Geschwindigkeit sinkt
kontinuierlich mit dem Durchmesser der luftfiihrenden Wege, minimale Geschwindigkeiten
werden in den Alveolen gemessen. Die Aerosolentstehung konnte also vor allem in den
grofleren Bronchien und im Larynx erwartet werden.

Der Nachweis, dass das Atemkondensat frei von Speichelverunreinigungen ist, wurde von
einigen Autoren durch die Amylasebestimmung gefiihrt (BECHER et al. 1996a, 1997a;
ROTHE et al. 1997; DAULETBAEV et al. 1999; CORRADI et al. 1999). Damit sollte
sichergestellt werden, dass die im Atemkondensat befindlichen Substanzen ausschlieBlich aus

den Atemwegen stammen.

2.2.2  GRUNDSATZLICHES ZUM ATEMKONDENSAT

Die Starke der Atemkondensatanalytik liegt in ihrem nicht-invasiven Zugang und somit in
ihrer beliebig wiederholbaren Durchfiihrbarkeit. Andererseits ist die relativ invasive BAL
dem Atemkondensat bei der Bestimmung der Aktivitét entziindlicher Lungenerkrankungen an
Sensitivitit liberlegen und besitzt somit in der Erstdiagnostik hochste Prioritdt (PEETZ et al.
1997).

Eine wesentliche Schwierigkeit bei der Untersuchung des Atemkondensates besteht in den
extrem niedrigen Konzentrationen aller Inhaltsstoffe im Vergleich zu iiblichen anderen
Probenahmevervahren (BECHER 2000a).

Es wurde versucht, die Analytik der im Atemkondensat befindlichen Substanzen zu
standardisieren, bisher jedoch ohne befriedigendes Ergebnis. Die Konzentration des

gemessenen Stoffes wird meist in pg pro ml gewonnenem Atemkondensat angegeben, wie
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1993 von SCHEIDELER et al. eingefiihrt. Die Richtigkeit wird jedoch zunehmend in Frage
gestellt, da der Verdiinnungsfaktor durch die Feuchtigkeit der Exspirationsluft unbekannt ist.
Die Atemkondensatmenge hdngt stark von dem pro Zeiteinheit ventilierten Volumen ab
(REINHOLD et al. 1999b, 1999¢c; GESSNER et al. 1999; DAULETBAEV et al. 2000), so
dass als Standard die Konzentration im Atemkondensat pro ausgeatmetem Volumen in Frage
kommt. Es besteht keine Korrelation der Atemkondensatmenge zu anderen Parametern der
Lungenfunktion (GESSNER et al. 1999, 2000).

Es gab Bemiihungen in Analogie zu der BAL (SCHWEISFURTH et al. 1990), Harnstoff und
Protein als Referenzsubstanzen einzusetzen. REINHOLD et al. (2000) bewiesen jedoch im
Versuch an Kilbern, dass die Harnstoffkonzentration im Atemkondensat nur bei
Lungenparenchymschédden mit der Serumharnstoffkonzentration korrelierte. Bei klinisch
gesunden Tieren ergaben sich keine Hinweise auf Korrelationen, so dass diese Substanz nicht
zur Standardisierung geeignet ist. Die Ergebnisse decken sich mit Untersuchungen von
DAULETBAEYV et al. (2000) beim Menschen, welche bei gesunden Probanden im Gegensatz
zu Probanden mit obstruktiven Lungenerkrankungen ebenfalls keine Korrelation der
Harnstoffkonzentration im Atemkondensat zur Serumharnstoffkonzentration fanden. Die
Autoren halten Harnstoff als Referenzsubstanz auch wegen der groflen intraindividuellen
Schwankungen im Atemkondensat (bis zu 200 % bei Mehrfachmessungen) fiir ungeeignet.
Beziiglich des Gesamteiwei3gehaltes als Referenzsubstanz sind weitere Untersuchungen
erforderlich. Bisher haben lediglich REINHOLD et al. (2000) iiber eine Korrelation des
Gesamteiweilligehaltes zur Harnstoffkonzentration im Atemkondensat berichtet. Sie sind der
Meinung, dass das Gesamteiweill wahrscheinlich ebenso ungeeignet zur Standardisierung ist
wie Harnstoff, da hier auch eine Abhdngigkeit von pathologischen Verdnderungen in den
Atemwegen selber notwendig erscheint.

Eine neue Mdglichkeit der Standardisierung wurde von ROTHE (2000b) vorgetragen. Er
nutzte  eine Gerdatekombination  aus  Hochdruck-Fliissigchromatographie ~ und
Massenspektrometrie (LC-MSD) um Exspirationsluft zu untersuchen. Dabei wird unter
anderem ein UV-Spektrum der eingesetzten Probe erzielt. Der totale Gehalt an Substanzen
wird durch UV-Licht mit einer Wellenldnge von 200-320 nm gemessen. Die gemessenen
Spektren werden integriert und als ,,area under the curve® angegeben. Es entstehen typische
Spektren, wobei Raumluft deutlich anders zusammengesetzt ist als Exspirationsluft. Da die
»area under the curve® bei Gesunden deutlich grofer war als bei Personen mit Mukoviszidose,

schlussfolgert ROTHE (2000b), dass die Integrale die Grofe der ventilierten
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Lungenoberflache reprasentieren. Das Verfahren muss noch weiter getestet werden, bevor es

als Standard fiir die Atemkondensatanalyse eingesetzt werden kann.

2.2.3 DIE GEWINNUNG VON MATERIAL ZUR ATEMANALYTIK

Die Gewinnung von Atemkondensat ist grundsétzlich mit allen Methoden, die spéter unter
2.2.3.1.1 beschriecben werden, moglich. Das Prinzip des Kondensierens von
Exspirationsluftbestandteilen wurde von etlichen Autoren angewandt. Die Exspirationsluft
wird durch ein Kiihlsystem geleitet, welches bei den einfacheren Eiswasserkiihlvorrichtungen
zwischen 0 und -5 °C erreicht (BALDWIN et al. 1986; SZNAJDER et al. 1989; NOWAK et
al. 1996; DEKUIZEN et al. 1996; DOHLMAN et al. 1997; ANTZAK et al. 1997; JOBSIS et
al. 1997), aber auch Temperaturen bis zu -196 °C konnen, meist unter Verwendung von
Fliissigstickstoff-Kiihlfallen, erzielt werden (ERIKSEN 1964; CONKLE et al. 1975;
SCHEIDELER et al. 1993). Durch die Abkiihlung kondensiert die Feuchtigkeit der
Ausatemluft und setzt sich bei den einfachen, etwas hoher temperierten Vorrichtungen als
fliissiges Kondensat und bei den tief temperierten Vorrichtungen als Eiskristallniederschlag
an den Winden der Sammeleinrichtung ab. Das Kondensat kann nun in verschiedener Weise
analysiert werden. Die fliichtigen, organischen Komponenten wurden durch Gas-
Chromatographie/ Massenspektrometrie (ERIKSEN 1964; PAULING et al. 1971; CONKLE
et al. 1975), Lumineszenzspektrometrie (NOWAK et al. 1996; ANTZAK et al. 1997) und die
nicht fliichtigen Komponenten je nach Einzelsubstanz durch spezifische Immunoassays
(ELISA oder RIA) analysiert (SCHEIDELER et al. 1993; BECHER et al. 1995b, 1995c,
1996a, 1996b, 1997a, 1997b, 1998a, 1998b; Reinhold et al. 1996, 1997a, 1997b, 1998b,
1998c, 1999a, 1999b). Proteine konnten durch Gel-Elektrophorese (PAGE) nachgewiesen
werden (SCHEIDERLER et al. 1993).

2.2.3.1 Methoden zur Sammlung von Atemluft

Die Sammlung von Exspirationsluft wurde urspriinglich zum Nachweis gasformiger
Substanzen entwickelt und verwendet. Inzwischen ist es auch mdglich, nicht gasformige
Substanzen in der Exspirationsluft nachzuweisen und quantitativ zu erfassen. Dies ist
besonders von Interesse fiir die Diagnose pathologischer Lungenverinderungen. Zur
Sammlung von Atemluft bediente man sich verschiedener Konstruktionen, die nachfolgend

beschrieben werden.
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Beim einfachsten Verfahren handelte es sich um Sammelbeutel, die meist aus Kunststoffen
gefertigt waren und die in der Regel iiber ein Mundstiick und ein Nichtriickatmungsventil mit
gemischter Ausatmungsluft gefiillt wurden. Um ausschlieBlich Alveolarluft zu gewinnen,
mussten Vorrichtungen geschaffen werden, die lediglich Luft vom Ende der Exspiration
sammeln. Eine dieser Sammeleinrichtungen wurde 1905 von HALDANE und PRIESTLEY
beschrieben (Haldane-Priestley Rohre). Es handelte sich dabei um eine 120 cm lange
Gummirdhre, in welche seitlich, nahe des Mundstiicks, der Anschluss fiir eine Sammelspritze
eingelassen war. Am Ende der Exspiration wurde das Mundstiick durch die Zunge des
Probanden verschlossen und die in der Rohre befindliche, end-exspiratorische Luft in die
Spritze gezogen. Die Luft wurde vor allem zur Bestimmung von Wasserstoftkonzentrationen
bei Kohlenhydrat-Malabsorption verwendet, wobei der Variationskoeffizient zwischen
wiederholten Messungen bei derselben Person (innerhalb von 10 Minuten) bei 18 % lag
(zusammengefasst bei WILSON 1986).

Aus der Haldane-Priestley Rohre wurden zahlreiche weitere Sammeleinrichtungen entwickelt.
Beispielsweise 25 cm lange Glaspipetten, aus welchen die Atemluft fiir die Analyse (Gas-
Chromatographie) in Spritzen aufgezogen werden musste (STEWARD 1974). Sie waren fiir
Felduntersuchungen bei der Sammlung von Alveolarluft fiir das Gesundheitsmonitoring am
weitesten verbreitet, wobei von den Probanden die Luft einer Exspiration nach 30 Sekunden
Atemanhalten und 3 weiterer normaler Exspirationen gesammelt wurde. Durch das Umfiillen
der Luft in Spritzen und mangelnde Dichte der Pipetten traten Verluste auf, die bis zu 10%
der Alveolarluft ausmachten (WILSON 1986).

Ebenfalls aus der Haldane-Priestley R6hre wurde eine Aluminium-Roéhre (34 ml Volumen)
entwickelt, welche mit Klappen an jedem Ende versehen war, die von dem Probennehmer
nach Belieben verschlossen werden konnten, was meist nach 3 Exhalationen der Fall war
(IMBRIANI 1982). Der Verlust an Atemluft in der so verschlossenen Aluminium-Réhre iiber
48 Stunden betrug iiber 20 % (WILSON 1986).

KNEEPKENS et al. (1985) lieBen die Patienten, um Verluste durch Umfiillen der Luft zu
vermeiden, direkt durch den Konus in die Sammelspritze (10 ml) ausatmen. Die Spritze besall
eine kleine Offnung bei 9 ml, iiber welche der Kolben nach der Exspiration geschoben wurde,
womit die Luft in der Spritze gefangen war. Dabei war der Nachteil, dass verschieden
zusammengesetzte Atemproben gewonnen wurden je nachdem ob gleichméBig geatmet
wurde und abhingig von dem Moment an dem der Konus vorgeschoben wurde. Die Methode

hatte eine Prizision von 16-34 % (WILSON 1986).
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ROBB und DAVIDSON (1981) benutzten eine Gesichtsmaske mit Nichtriickatmungsventil,
tiber welche die Atemluft durch einen Dreiwegehahn in Spritzen aufgezogen wurde. Die
Technik wurde als gebrduchlich in der Forschung, aber nicht geeignet fiir die Routinepraxis
beschrieben (WILSON 1986).

Bei Patienten, die nicht aktiv bei der Sammlung mitarbeiten konnen, wie beispielsweise
Neugeborene, wurde zur Atemluftgewinnung ein  Nasopharyngealkatheter mit
angeschlossener Spritze verwendet. Am Ende jeder Exspiration wurde ein Volumen von 1 ml
aufgezogen, bis 15 ml Sammelvolumen erreicht waren (BROADPENT 1983).

DUBOWSKI und ESSARY (1982) beschreiben die Atemluftgewinnung iiber versiegelte
Glasampullen, die den Vorteil hatten, dass die Ampullen bis zu 15 Tage ohne Luftverluste
aufbewahrt werden konnten.

PENTON berichtet 1969 {iiber die Indium-Kapsel als weitere, allerdings technisch sehr
aufwendige, Moglichkeit der Sammlung von Atemluft, bei der in bis zu 90 Tagen
Aufbewahrungszeit keine Verluste der Inhaltsstoffe zu verzeichnen waren.

WRIGHT (1966) arbeitete mit zwei aneinander angeschlossenen Beuteln, um Alveolarluft zu
sammeln. Einer diente zum Hineinatmen, von welchem aus bei Uberdruck im selben
Atemzug der andere Sammelbeutel mit end-exspiratorischer Luft gefiillt wurde.

PRINCIPE (1974) verwendete zum Sammeln von Alveolarluft Vakuum-Behélter aus Metall
mit einem Volumen von 320 ml. Diese waren iiber einen Schlauch mit einer kleinen seitlichen
Offnung, iiber den der Proband ausatmete, verbunden. Am Behilter befand sich ein
geschlossenes Ventil. Durch Knopfdruck konnte das Ventil in der Endphase der Exspiration
geodffnet werden wodurch das Vakuum im Behélter gebrochen wurde. Dadurch bestand nur
1/3 der enthaltenen Luft aus Exspirationsluft, was Wasserkondensation in dem Metallbehilter
verhinderte. Die Methode hatte den Vorteil, dass der Behélter gut zu transportieren,
unzerbrechlich und einfach zu bedienen war. Von Nachteil war der von der
Reaktionsgeschwindigkeit des Untersuchers abhingige, variable Atemluftanteil, der mit
dieser Methode gewonnen wurde.

GARDINER (1981) benutzte zur Sammlung von Alveolarluft tiber 100 ml fassende
Nylonbeutel, die mit einem Mundstiick mit Klappe und einem Sammelanschluss, an den eine
Spritze angeschlossen war, versehen waren (Riicksto3beutel). Sie arbeiteten wie sich selbst
verschlieBende Haldane-Priestley Rohren, indem in einem Atemzug der Beutel gefiillt wurde,
wonach sich die Klappe verschloss und der Endteil der Atemluft iiber den Sammelanschluss

in eine Spritze aufgezogen werden konnte.
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Die Methode, Sammelbeutel zur Sammlung gemischt-exspiratorischer Luft einzusetzen,
wurde nicht nur von JANSSON und LARSSON (1969) genutzt, welche 19sliche organische
Komponenten nach Sammlung der Atemluft iiber eine Atemmaske in Polyester-Beuteln
nachwiesen. KROTOZYNSKI et al. (1977) nutzten einen 20 1 fassenden Teflonsammelbeutel
zur Atemluftgewinnung. Bei GAGE et al. (1977) erfolgte die Atemgewinnung iiber eine mit
Ventil versehene Atemmaske mit Luftfilter am Einlass und einem 5,5 1 Alubeutel am Auslass.
MONSTER und BOERSMA (1975) leiteten die Luft iiber eine Klappe in 20 1 fassende
Polyvinylfluorid-Beutel (Tedlar™ ). Auch JONES (1983) verwendete 4 | fassende Tedlar®-
Beutel mit Atemrohre, um die Atemluft zu sammeln. HOTZ (1987) wies niedermolekulare

Kohlenwasserstoffe nach, indem er die Atemluft in 5-10 | Rilsan-Beuteln auffing.

Im Folgenden werden die beiden grundsitzlichen Methoden beschrieben, die dazu dienen, die

Ausatmungsluft in ein analysefahiges Substrat zu tiberfiihren (MANOLIS 1983):
2.2.3.1.1 Die Ausfriermethode

Hierbei wird die Exspirationsluft durch ein Kiihlsystem geleitet, um die Kondensation der in
ihr enthaltenen Substanzen zu erreichen. Dabei wird, je nach Temperatur der
Kiihlvorrichtung, eine Fliissigkeit oder ein Eiskristallniederschlag gewonnen.

Bei dem Sammelvorgang tragen die Probanden in der Humanmedizin immer eine
Nasenklemme und atmen iiber ein Mundstiick oder eine Atemmaske in die Kiihlvorrichtung.
Je nach Konstruktion dauert der Sammelvorgang bis zu 2 Stunden. Der friiheste Versuch,
diese Methode anzuwenden, wird von FRERICHS (1883) beschrieben. Er versuchte, Aceton
im Atem von Diabetikern nachzuweisen, indem er die Patienten iiber eine Maske in drei
miteinander verbundene Flaschen, die sich im Eiswasserbad (0 °C) befanden, atmen lief3.
Nach 2 Stunden erhielt er bis zu 30 ml Kondensatfliissigkeit, in der er allerdings kein Aceton
nachweisen konnte. Dieser Nachweis gelang erstmals MULLER (1898). Er leitete den Atem
tiber Ventile zur Trennung von In- und Exspirationsluft durch 4 jeweils 0,5 1 fassende, in
einer Eis-Salz Mischung gekiihlte Flaschen. Diese waren halb mit destilliertem Wasser
gefiillt, durch das die Ausatemluft mittels einer bis zum Boden der Flaschen reichenden
Zuleitung stromen musste. Die Sammelzeit betrug 30 Minuten. In dem Kondensat gelang
MULLER (1898) der Acetonnachweis durch Titration.

ERIKSEN (1964) leitete den Atem durch Glasflaschen, welche in fliissigem Stickstoff

(-196 °C) eingetaucht waren, um Kondensat zu gewinnen.
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PAULING et al. (1971) sammelten Atemproben (10-15 Exhalationen pro Probe) in rostfreien
spiralformigen Stahlrohren, gekiihlt durch ein Isopropyl-Alkohol/Trockeneisbad. Danach
wurde das Kondensat verdampft und im Gas-Chromatographen analysiert. Sie wiesen mit
dieser Methode 250 verschiedene fliichtige organische Komponenten im menschlichen Atem
nach. Der Anteil an Wasserdampf betrug iiber 80 mg pro Atemzug und machte somit den
grofiten Anteil der urspriinglichen Proben aus. Dies war ein grundsétzliches Problem in der
Analyse der Atemproben, da Gas-Chromatographie-Sdulen, vor allem Kapillargefda3-Séulen,
leicht durch Spuren von Wasser zu beschiddigen sind. Daher wurde entweder ein
Trockenreagens verwendet oder eine Wasser abhaltende Vorrichtung eingebaut. Diese hatten
den Nachteil, dass viele im Wasserdampf geldste Verbindungen verloren gingen (MANOLIS
1983).

CONKLE et al. (1975) verwendeten ein Kéltesammelsystem mit drei Kiihlfallen in Serie um
zu untersuchen, ob sich bei den verschiedenen Kiihltemperaturen unterschiedliche Substanzen
im Atemkondensat abscheiden. Thr Ziel war es, auf diesem Weg die optimale Kiihltemperatur
fiir die Gewinnung von Atemkondensat herauszufinden. Zuerst wurde die Exspirationsluft
durch ein mit Eiswasser gekiihltes Behéltnis (0 °C) geleitet, danach erfolgte die Kiihlung
durch pulverisiertes Trockeneis (-78 °C) und zuletzt durch fliissigen Stickstoff (-175 °C). Die
Probanden mussten 60 Minuten durch die Vorrichtung ausatmen. In den Proben, die auf 0 °C
abgekiihlt wurden konnten 32 verschiedene Substanzen analysiert werden. In den tiefer
gekiihlten Proben wurden 69 weitere Substanzen gefunden.

Zum Wasserstoffperoxid-Nachweis lieBen BALDWIN et al. (1986) ihre Patienten durch eine
mit Speichelfalle ausgestattete, 90 cm lange Kunststoff-Réhre (Tygon®™) mit 15 mm
Innendurchmesser ausatmen, welche in einem Eiswasserbad (0 °C) gekiihlt wurde. Sie
erhielten innerhalb von 5 Minuten ein analysierbares Probenvolumen von 1 ml, welches in
Polystyren-Behiltern eingefroren wurde. SZNAJDER et al. (1989) benutzten fiir denselben
Nachweis eine &dhnliche Konstruktion, eine 200 cm lange Tygon-Réhre mit 16 mm
Innendurchmesser, welche in einem Salz-Eiswasserbad eingetaucht wurde, um eine
Temperatur zwischen -5 und 0 °C zu erreichen. Sie sammelten in 20 Minuten durchschnittlich
3 ml Kondensat. DOHLMAN et al. (1997) verfeinerten diese Methode, indem sie die Tygon-
Rohre mit einer eisbepackten Polyvinylchlorid-Réhre ummantelten. Sie stellten die
Konstruktion im 45° -Winkel auf, um Kondensatansammlungen an den Wénden der
Vorrichtung zu verhindern. Die Probe wurde in einem eisgekiihlten Kolben (0 °C)
aufgefangen. Ahnlich bestimmten auch NOWAK et al. (1996) und ANTZAK et al. (1997) die

Wasserstoffperoxid-Konzentration im Atemkondensat ihrer Patienten. Die Patienten atmeten
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iiber ein Mundstiick mit Speichelfalle fiir 20 Minuten in eine 230 cm lange Polypropylen-
Rohre. Diese steckte in einem Polystyren-Schaum-Behélter, der mit Eis und Salz gefiillt war.
Auch hier lag die erreichte Temperatur zwischen -6 und 0 °C. Nach 20 Minuten Sammelzeit
wurde die 2-5 ml umfassende Probe in Eppendorf-Gefifien bei -80 °C eingefroren.
DEKUIZEN et al. (1996) verwendeten ebenfalls ein eisgekiihltes Sammelsystem und fingen
die Proben in sterilen Plastikrohren auf. JOBSIS et al. (1997, 2000) benutzten zum
Wasserstoffperoxid-Nachweis eine 50 cm lange, doppelwandige Glasrohre, die durch
zirkulierendes Eiswasser im Gegenstromprinzip die Probe auf 0 °C abkiihlte. Der Patient
atmete liber ein Mundstiick durch ein 2-Wege-Nichtriickatmungsventil, welches gleichzeitig
als Speichelfalle fungierte. Das Kondensat wurde auf Eis gesammelt und bis zur Analyse bei
-20 °C eingefroren.

KIETZMANN et al. (1993) wandten bei Intensivpatienten mit Endotrachealtubus eine
besondere Methode zum Wasserstoffperoxid-Nachweis an. Sie schlossen eine Bypass-Rohre
(7 mm Innendurchmesser), die auf 40 °C vorgeheizt war, um Kondensation vorzubeugen, an
den Tubus an und verbanden ihn mit einer Pumpe, die mit einem Gas-Flowmeter ausgestattet
war und die Ausatmungsluft mit konstantem Flow von 1,5 1 /min ansaugte. Die Luft wurde
durch eine Kiihlfalle geleitet, die durch eine Mixtur von Aceton und Trockeneis auf -80 °C
vorgekiihlt war.

SCHEIDELER et al. (1993) wollten nicht-fliichtige Makromolekiile nachweisen. Ein Teflon-
Mundstiick mit Vorrichtung zur Speichelsammlung wurde mit einer Kiihlfalle (36 cm lang, 6
mm Durchmesser) verbunden, die mit fliissigem Stickstoff auf -196 °C gebracht wurde. 200-
400 Exhalationen wurden so ausgefroren, in einen Vakuumbehélter verbracht und
trockengefroren. Die Atemkondensatgewinnung und der Nachweis nicht-fliichtiger
Substanzen gelang ebenfalls mit zwei in Serie geschalteten Kiihlfallen (SCHEIDELER et al.
1993).

Entziindungsmediatoren in der Ausatmungsluft des Menschen nachzuweisen, hatte sich
BECHER (1995a) zum Ziel gesetzt, als er seine ,,Vorrichtung zur Sammlung von
ausgeatmetem Atemkondensat” zum Patent anmeldete. Dieses als Labormuster gefertigte
Gerat wurde von der Forschungsgesellschaft fiir Lungen- und Thoraxerkrankungen (FILT) in
Berlin entwickelt. In der hier vorliegenden Studie wurde es zum ersten Mal zur
Atemkondensatgewinnung beim Pferd eingesetzt.

Das Gerdt besteht aus einer doppelwandigen, von Kiihlfliissigkeit durchstromten

rOhrenformigen Ummantelung (47 cm Lénge, 12 mm Innendurchmesser), in dessen Hohlraum
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ein auswechselbares Probensammelrohr aus Teflon eingeschoben wird. Die Kiihlvorrichtung
ist iiber zwei isolierte Schlduche mit einem Durchflusskiihler, der durch Warmeentzug eine
Temperatur von -20 °C produziert, verbunden. Die Vorrichtung ist so konstruiert, dass das
Probensammelrohr frei im Mundstiick endet und Speichel im Mundstiickansatz aufgefangen
wird. Ein Nichtriickatmungsventil stellt sicher, dass nur die Exspirationsluft in das
Probensammelrohr gelangt. Nach einer Sammelzeit von 15 Minuten wird beim Menschen ein
Probenvolumen von 0,5 bis 1,5 ml erreicht. Nach der Sammelzeit wird das Probensammelrohr
beidseitig durch Stopfen verschlossen und bis zur Analyse bei -78 °C autbewahrt (BECHER
et al. 1997b). Der Nachfolger dieses Gerites wurde 1998 patentiert (Eco-Screen® der Firma
Jaeger-Toennies'). Der Unterschied zum Labormuster besteht in der verminderten GroBe und
der einfacheren Handhabung des Gerites. Die Proben werden nicht mehr in den relativ langen
Teflonrohren gesammelt, sondern in kurzen rohrenféormigen Kondensatorrohrchen aus
Kunststoff, die mit Teflon beschichtet sind. Der dazugehdrige Durchflusskiihler erreicht eine
Temperatur von -36 °C und arbeitet nach dem Gegenstromprinzip wie bei dem
Vorgéingermodell. Jedoch wird in dem Kondensatorrdhrchen selbst nur eine Temperatur von 0
°C erreicht, wodurch das Kondensat in der fliissigen Phase gesammelt wird. Dies ist der
entscheidende Unterschied zum Vorgidngermodell, bei dem das Kondensat bei -20 °C sofort
ausgefroren wird und sich als Eiskristallniederschlag an den Winden des Sammelrohres
absetzt. Es ist noch unklar, ob es fiir die Analytik eine Rolle spielt, in welcher Phase die
Proben gewonnen werden. Denkbar ist eine Auswirkung auf die Zerfalls- bzw.
Reaktionsgeschwindigkeit von labilen Substanzen.

Ein weiteres Gerit namens Cryocond” war zwischen 1997 und 2000 auf dem Markt erhaltlich.
Dieses kiihlte die Proben nach dem Prinzip des piezoelektrischen Effektes, wobei eine
Kiihlleistung bis zu -50 °C erreicht werden konnte. Die Patienten atmeten durch ein
Mundstiick aus. Die Atemluft wurde {iber eine im Durchmesser ca. 3 cm grofle Kiihlfldche,
auf der sich eine austauschbare Kondensatfolie aus Polyurethan befand, geleitet. Die
Temperatur der Kiihlfliche betrug bei den élteren Geréten ca. -20 °C, so dass das Kondensat
in Form einer Eistablette ausgefroren wurde. Die Temperatur der Kiihlfliche bei den spéter
hergestellten Gerdten betrug 0 °C. Dadurch wurde das Kondensat in der fliissigen Phase
gesammelt. Die Kondensatfolie mit dem ausgefrorenen Kondensat blieb bis zur Analyse
eingefroren. Das Gerdt war 10 kg schwer. Von Nachteil war die kleine Kiihlfliche im

Gegensatz zu den beiden vorher genannten Geréten. In dem durch dieses Gerdt gewonnenen

! Erich Jaeger GmbH, 97204 Hochberg, Deutschland
% Fa. Medium-Sensor, 12681 Berlin, Deutschland
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Kondensat konnte LTBs (WINSEL et al. 1994) und H,O, (BITTERLING et al. 2000)
nachgewiesen werden. Inzwischen wird der Cryocond nicht mehr hergestellt.

Die Konstruktion des Atemkondensators beeinflusst die abgeschiedene Exhalatmenge, die
Konzentrationen der Inhaltsstoffe (Harnstoff), sowie die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

nachweislich, was bei Messungen verschiedener Substanzen im Atemkondensat

beriicksichtigt werden sollte (WINSEL et al. 1999).

2.2.3.1.2 Die Adsorptionsmethode

Bei der Adsorptionsmethode wird die Exspirationsluft iiber einen adsorptionsfihigen
Trégerstoff geleitet und die so gebundenen Komponenten werden durch verschiedene
Verfahren (abwaschen, erhitzen) gelost, um anschlieBend durch Gas-Chromatographie/
Massenspektrometrie analysiert zu werden. Als Tragerstoffe kommen Askarit, Quarzgel,
Aktivkohle, Magnesiumperchlorat, Kalziumchlorid und Tenax®, ein 2.6-Diphenyl-p-
phenylenoxid Polymer, in Frage. 1938 gelangen HARGER et al. der Nachweis von
Kohlendioxid in der Exspirationsluft von Patienten mit Kohlendioxidvergiftung durch
Adsorption an Askarit. JANSSON und LARSSON wiesen 1969 Iosliche organische
Komponenten durch Adsorption an Aktivkohle nach. Die Alkoholanalyse wurde 1941 von
JETTER et al. durch Adsorption an Magnesiumperchlorat und 1970 von BORKENSTEIN
durch Adsorption an Kalziumchlorid durchgefiihrt. ZLATKIS et al. (1973) etablierten die
Adsorption an ,, Tenax"*. Tenax” adsorbiert kein Wasser, aber sogar Spuren organischer
Substanzen, die spdter durch Erhitzen freigesetzt werden konnen. Sie wiesen durch
Adsorption an diesen Trigerstoff Spuren gasformiger organischer Substanzen in Gasen, Urin,
Serum und Plasma nach. Spiter entdeckte man Tenax® fiir die Atemanalyse (GEARHART
und PAYNE-BOSE 1977; KROTOZYNSKI et al. 1977, 1979). Ein weiteres in der
Atemanalytik eingesetztes Adsorbens ist Quarzgel. 1969 wies JONES Alkohol durch
Adsorption an Quarzgel nach. Benzen, Aceton und Trichlorethylen in der Atemluft wurden
ebenfalls durch Quarzgel gebunden (GAGE et al. 1977). Auch HOTZ (1987) nutzte Quarzgel,
um niedermolekulare Kohlenwasserstoffe in der Atemluft nachzuweisen.

Polyethylenschaumwaffeln geringer Dichte haben einen hohen Adsorptionskoeffizient fiir
organische Molekiile. Wasser auf der Polyethylenwaffel aus einer Atemprobe kann durch
Pumpen unter reduziertem Druck entfernt werden. Das bewirkt eine Anreicherung der

organischen Komponenten um den Faktor 10*-10° (BRYANT et al. 1974).
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23 ANWENDUNG DER ATEMKONDENSATGEWINNUNG

In den folgenden Kapiteln wird beschrieben, welche Substanzen bisher beim Menschen und
beim Tier im Atemkondensat bei verschiedenen Atemwegserkrankungen nachgewiesen
wurden und welche Bedeutung diese Substanzen in der Diagnostik von

Atemwegserkrankungen haben.

2.3.1 ZIELE DER ATEMKONDENSATANALYTIK BEIM MENSCHEN

Die Diagnose von Krankheiten durch die Analyse des menschlichen Atems hat eine lange
Tradition in der Medizin (LAVOSIER und LAPLACE 1784). Die Analytik der
Atemkondensatgewinnung beschrinkte sich zuerst auf den Nachweis fliichtiger Substanzen,
da der Nachweis nicht-fliichtiger Makromolekiile auf Grund der geringen Konzentrationen
auf hochsensible Testverfahren angewiesen war (z.B. ELISA, RIA), die erst seit Ende des
letzten Jahrhunderts routineméBig durchgefiihrt werden. Die Erforschung der fliichtigen
Substanzen ist inzwischen weit fortgeschritten und es sind zur Zeit 3481 verschiedene
fliichtige organische Substanzen in der Ausatemluft des Menschen identifiziert (PHILLIPS et
al. 1999). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit soll hier lediglich auf schwer/nicht-fliichtige
Substanzen sowie auf Stickstoffmonoxid und das miBig fliichtige Wasserstoffperoxid
eingegangen werden, denen eine bedeutende Rolle bei der Erforschung des
Lungenstoffwechsels zukommt.

Bisher war die genaue Beurteilung endobronchialer Entziindungen, wie sie bei Asthma
bronchiale, Mukoviszidose (CF) und chronisch obstruktiver Bronchitis (COPD) vorkommen,
auf invasive Diagnosemdglichkeiten wie die Bronchoskopie angewiesen (BECHER et al.
1996a, 1997a). Generell war die Gewinnung nicht-fliichtiger Stoffwechselprodukte und von
Entziindungsmediatoren an die bronchoalveolire Lavage oder das induzierte Sputum
gebunden (BECHER et al. 1996a, 1997a, 1997b). Diese Methoden sind aufwendig, fiir den
Patienten belastend und nicht beliebig oft wiederholbar. Ein nicht invasives diagnostisches
Hilfsmittel zur Erkennung von Verdnderungen des Lungenstoffwechsels und des
Entziindungsstatus der Lunge ist die Gewinnung von Atemkondensat (BECHER et al. 1997a,
1997b). Auch die Erkennung eines Gesundheitsrisikos durch inhalative Noxen durch
Erfassung des Aktivititsstadiums entziindlicher Atemwegsverdnderungen erscheint moglich,
wie der Vergleich des Entziindungsmediators Leukotrien B4 bei Friseuren mit hoher irritativer

Belastung im Gegensatz zu Biirotétigen in den Atemkondensatproben zeigte (BECHER et al.
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1998a). Somit konnte die Methode auch zur Privention umwelt- und arbeitsbedingter

Schidigungen des Organismus Anwendung finden.
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2.3.2 BISHER BEIM MENSCHEN IM ATEMKONDENSAT BESTIMMTE
PARAMETER

Nachfolgend werden die bisher beim Menschen im Atemkondensat bestimmten Substanzen
vorgestellt. Eine Ubersicht iiber die nach Kenntnis der Autorin bislang nachgewiesenen

Substanzen gibt Tab. 1.

Tab. 1: Substanzen, die bisher im Atemkondensat des Menschen nachgewiesen wurden

Substanz

Arachidonsauremetaboliten: | Leukotrien B4

Leukotriene C4, Dy, E4

Prostaglandin E,

Isoprostane (z.B. 8-epi-PGF;,)

Thromboxane (z.B. TXB,)

Proteine: ECP/EPX
Interleukine IL-1f, sIL-2R, IL-2, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-8
TNF-a

Tumor Marker (z.B. SCC, TPA-M, CYFRA)

Vasoaktive Peptide, Amine: | Acetylcholin

Katecholamine

Histamin

Serotonin

Weitere: DNA

Thiobarbitursdure-reaktive Substanzen (TBARS)

Wasserstoffperoxid

Nitrat/Nitrit

Nitrotyrosin

Harnstoff

Chlorid
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2.3.2.1 Wasserstoffperoxid

Einerseits sind reaktive Sauerstoffmetabolite (u. a. HO;) unerwiinschte Nebenprodukte des
aeroben Stoffwechsels (FERLINZ 1994), andererseits benutzen die Phagozyten diese
Produkte als wichtige bakterizide Substanzen. Alle Zellen, insbesondere auch die pulmonalen
Zellen, haben gelernt, mit diesen Metaboliten zu leben, zum einen durch Minimierung ihrer
Bildung, zum anderen durch Entwicklung effizienter antioxidativer Verteidigungssysteme
(FERLINZ 1994). Ein Enzymkomplex (das NADPH-Oxidase-/Cytochrom-bsss-System) in
der Plasmamembran von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) und
Makrophagen bildet grole Mengen Superoxidanionen, aus welchen durch spontane oder
enzymatische Dismutation Wasserstoffperoxid entsteht (FERLINZ 1994). Die Enzyme
Katalase und Glutathion-Peroxidase regeln die intrazellulire H,O,-Konzentration, welche bei
oxidativem Stress in den Mitochondrien auf das 10-fache ansteigen kann. Im Vergleich mit
den intrazelluliren Radikalfinger-Mechanismen besitzen die Atemwege und der
Extrazellulirraum zusammen eine sehr viel schwichere Sauerstoff-Radikalfanger Kapazitit.
H,0, ist von allen Sauerstoff-Metaboliten am stabilsten, vermag ungehindert durch
Zellmembranen zu diffundieren und kann in der Exspirationsluft nachgewiesen werden
(SZNAJDER et al. 1989). Es sei in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen, dass ein
flieBender Ubergang zwischen den fliichtigen und den nicht-fliichtigen Substanzen besteht,
und dass es bei einigen reaktiven Substanzen im Ermessen der jeweiligen Autoren liegt, diese
der einen oder anderen Gruppe zuzuordnen. Wasserstoffperoxid ist beispielsweise zwischen
37 °C (Temperatur der Atemluft beim Austritt aus der Lunge) und 0 °C (Temperatur der Luft
in der Sammelkiihlfalle) wegen seines niedrigen Wasserdampfdruckes fliissig, was eine
Voraussetzung fiir das vollstdndige Ausfrieren in der Kiihlfalle ist. ROTHE (2000a) definiert
es als ,,maBig fliichtig®, BALDWIN et al. (1986), SZNAJDER et al. (1989) und ANTCZAK
et al. (1997) bezeichnen es als fliichtig, da es ithrer Meinung nach bei physiologischen
Temperaturen (37 °C) in die Gasphase libergehen kann.

Die Wasserstoffperoxidbestimmung im Atemkondensat ist von besonderem Interesse, weil es
bei verschiedenen entziindlichen Lungenerkrankungen in erhdhten Konzentrationen zu finden
ist. WILLIAMS (1982) wies Wasserstoffperoxid in der Atemluft nach. Er beobachtete eine
direkte Korrelation zwischen der H,O,-Konzentration und dem Auftreten einer spontanen
Chemolumineszenz (Ausstrahlung von sichtbarem oder ultraviolettem Licht ohne wesentliche
Temperaturdnderung) der Atemluft. Das akute Atemnotsyndrom der Erwachsenen (ARDS) ist
der Prototyp einer akuten pulmonalen Erkrankung. Hierbei leiten in der Regel durch ein

extrapulmonales Ereignis aktivierte PMN die oxidative Uberlastung des Lungenparenchyms
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durch die Bildung reaktiver Sauerstoffmetabolite ein. Das granulozytire H,O, vermag
Endothelzellen zu zerstéren, wodurch eine erh6hte pulmonalmikrovaskulére Permeabilitdt mit
Auftreten eines interstitiellen und intraalveoliren Odems bei ARDS zu erkldren ist. Die
gegeniiber Gesunden bis zu 5-fach erhohte Konzentration an H,O, im Kondensat der
Atemluft (s. Tab. 2) wird als Nachweis fiir die pathogenetische Bedeutung reaktiver
Sauerstoffmetabolite beim ADRS-Patienten angesehen (BALDWIN et al. 1986; SZNAJDER
et al. 1989; KIEZMANN et al. 1993). SZNAJDER et al. (1989) und KIEZMANN et al.
(1993) fanden auBerdem auch bei Patienten mit Lungeninfiltraten (Pneumonie, Lungenddem)
anndhernd so hohe Peroxidkonzentrationen wie bei den ARDS-Patienten, was durch die
hierbei involvierten aktiven Phagozyten und deren erhéhte H,O,-Produktion zu erkldren ist (s.
Tab. 2). Im Gegensatz dazu fanden BALDWIN et al. (1986) keine erhohten H,O,-
Konzentrationen bei Pneumonie-Patienten. Sie stellten aullerdem fest, dass eine
antiinflammatorische Therapie (Glukokortikoide) keinen Einfluss auf die ausgeatmete H,O,-
Konzentration hatte, was jedoch von SZNAJDER et al. (1989), die einen signifikanten Abfall
der H,0O,-Konzentration unter Kortisontherapie nachwiesen, widerlegt werden konnte. Auch
bei Bronchiektasien, einer chronisch entziindlichen Lungenerkrankung, die durch irreversible
Dilatation der Bronchien und meist persistierender Produktion von purulentem Sputum
gekennzeichnet ist, fanden sich signifikant erhdhte Wasserstoffperoxidkonzentrationen (s.
Tab. 2). Dies wird der Aktivierung inflammatorischer Zellen (v. a. PMN, aber auch
Makrophagen und eosinophile Granulozyten) und dem daraus resultierenden ,respiratory
burst™ mit Produktion reaktiver Superoxid-Anionen zugeschrieben. Die H,O,-Konzentration
war durch Glukokortikoide nicht beeinfluBbar, was der mangelnden Wirkung auf die bei

dieser Erkrankung dominierenden PMN zugeschrieben wurde (LOUKIDES et al. 1998).
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Tab. 2: Wasserstoffperoxidkonzentration im Atemkondensat bei Patienten mit ARDS,

Bronchiektasien und Lungeninfiltraten

Autor Patienten Kontrolle
BALDWIN et al. 1,68 = 0,35 pmol/l 0,34 + 0,08 pmol/l
(1986) (n=16) (n=27)
ARDS SZNAJDER et al. 2,34 + 1,15 pmol/l 0,99 + 0,72 pmol/l
(1989) (n=33) (n=22)
KIETZMANN et al. 552 nmol/l 95 nmol/l
(1993) (n=7) (n=10)
Bronchiektasien LOUKIDES et al. 0,87 + 0,01 pmol/l 0,26 + 0,04 pumol/l
(1998) (n=137) (n=25)
SZNAJDER et al. 2,45 + 1,55 pmol/l 0,99 £ 0,72 pmol/l
Lungeninfiltrate (1989) (n=40) (n=22)
(z.B. Pneumonie) KIETZMANN et al. 343 nmol/l 95 nmol/l
(1993) (n=4) (n=10)
Asthma kann als chronische, entziindliche Bronchialerkrankung mit reversibler

Atemwegsobstruktion definiert werden, welche durch Leukozyteninfiltrationen der Mukosa
charakterisiert ist (HERZOG 1997). Diese Zellen (vor allem eosinophile Granulozyten, aber
auch PMN) setzen Zytokine und Mediatoren frei, die den Entziindungsprozess vorantreiben
und die bronchiale Erregbarkeit steigern. Neben diversen anderen Mediatoren spielen auch
hier reaktive Sauerstoffradikale und nachfolgende Lipid-Peroxidation eine bedeutende Rolle
bei der Entziindung und Schadigung des Bronchialepithels. Alveolarmakrophagen von
Asthmatikern konnen grofere Mengen reaktiver Sauerstoffmetaboliten produzieren als die
von Gesunden (JOBSIS et al. 1997; ANTZAK et al. 1997). Es wurden bei Asthmatikern im
Atemkondensat bis zu 26-fach hohere Wasserstoffperoxidkonzentrationen als bei Gesunden
gefunden (DOHLMANN et al. 1993; ANTZAK et al. 1996, 1997; JOBSIS et al. 1997). Dabei
machten DOHLMANN et al. (1993) einen Unterschied zwischen akut kranken Asthmatikern
und chronisch kranken Asthmapatienten ohne akute Symptome. Sie fanden nur bei den akuten
Asthmatikern erhohte H,0,-Werte, was sie auf eine erhohte Abbaurate bei chronisch
erkrankten Asthmatikern zuriickfiihrten (s. Tab. 3). JOBSIS et al. (1997) wiesen jedoch auch
bei chronischen Asthmatikern, die symptomfrei waren, signifikant hohere H,O,-Werte nach
als bei Gesunden. Die Werte der Patienten sanken unter Glukokortikoidbehandlung (s. Tab.
3).
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Die chronisch obstruktive Bronchitis (COB, COPD) ist eine Atemwegserkrankung, die durch
minimal reversible Atemwegsobstruktion, Hyperreagibilitit der Atemwege und
Hypersekretion gekennzeichnet ist (HERZOG 1997). Auch hier kann man zwischen akuten
Schiiben, die mit erhohtem Einstrom von PMN und eosinophilen Granulozyten sowie T-
Lymphozyten einhergehen, und der sogenannten ,asymptomatischen” chronischen
Bronchitis, bei der Makrophagen und T-Lymphozyten dominieren, unterscheiden. Bei COPD-
Patienten mit akutem Schub fanden sich die hochsten H,O,-Werte (s. Tab. 3). Die
asymptomatischen Patienten hatten 1/3 der H,O,-Konzentration der akut erkrankten. Die
niedrigsten Konzentrationen wurden bei den Gesunden gefunden (DEKHUIJZEN et al. 1996).
NOWAK et al. (1999) fanden bei Patienten mit asymptomatischer COPD 10-fach hdhere
Werte als bei Gesunden (s. Tab. 3).

Reaktive Sauerstoffspezies spielen auch eine Rolle bei durch Tabakrauch induzierter COPD.
Zigarettenrauch gehort zu den Faktoren, die am hiufigsten flir die Entwicklung einer COPD
verantwortlich sind (NOWAK et al. 1999). Im Tabakrauch selbst befinden sich gro3e Mengen
freier Radikale und Oxidantien, der grofere Teil wird jedoch von aktivierten Phagozyten
(mononukledre Zellen, PMN), die mehr H,O, produzieren, als die von Nichtrauchern,
freigesetzt (DEKHUIJZEN et al. 1996). Die H,O,-Konzentrationen im Atemkondensat von
Rauchern lagen 5-fach hoher als bei Nichtrauchern (s. Tab. 3), wobei letztendlich noch nicht
genau gekldrt ist, wie der Zigarettenrauch die H,O,-Produktion steigert (NOWAK et al.
1996). Jedoch unterschied sich die H,O,-Produktion bei Patienten mit COPD, die rauchten,
nicht von der von COPD-Ex-Rauchern oder COPD Patienten die nie geraucht hatten
(NOWAK et al. 1999).
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Tab. 3: Wasserstoffperoxidkonzentration im Atemkondensat bei Patienten mit Asthma,

COPD und bei Rauchern
Autor Patienten Kontrolle
ANTZAK et al. 0,26 £ 0,29 nM 0,01 +0,03 nM
(1997) (n=21) (n=10)
JOBSIS et al. 0,6 pmol 0,15 pmol
(1997) (n=606) (n=21)
Glucocort.Therapie:
Asthma 0,45 umol
(n=41)
ohne Therapie:
0,8 umol
(n=25)
DOHLMANN et al. 0,81 + 0,7 umol/1 0,25 £0,27 pmol/l
(1993) (n=35) (n=11)
akut erkrankt:
1,5 £ 0,5 pmol/l
(n=10)
chronisch erkrankt:
0,54 + 0,56 pmol/l
(n=25)
DEKHUIJZEN et al. akuter Schub: 0,029 £ 0,012 uM
(1996) 0,6 £ 0,075 uM (n=10)
COPD (n=19)
asymptomatisch:
0,205 + 0,054 uM
(n=12)
NOWAK et al. 0,48 £ 0,67 uM 0,05+ 0,07 uM
(1999) (n=44) (n=17)
NOWAK et al. Raucher: Nichtraucher:
Raucher (1996) 0,24 £ 0,32 nM 0,05+0,11 nM
(n=33) (n=27)

Die Angabe der Einheiten in Tab. 3, 4, 6 und 7 wurde in der aufgefiihrten Form ohne
Erlduterung aus der Literatur iibernommen. Es ist anzunehmen, dass M = mol pro

Volumeneinheit (ml) bedeutet.

Die Mukoviszidose (CF) ist eine autosomal-rezessiv erbliche allgemeine Storung der
Ausscheidung von Driisenabsonderungen mit zystisch-fibrotischen Verédnderungen u.a. an den
Bronchien. Es entwickelt sich eine asthmoide Bronchitis (ROCHE 1993). Daraus folgt eine
schwere chronische Atemwegsentziindung, die mit bakteriellen Infektionen der Atemwege
unter massiver Beteiligung aktivierter neutrophiler Granulozyten und Makrophagen assoziiert

ist (JOBSIS et al. 2000). Diese Zellen wurden auch hier fiir die Bildung freier
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Sauerstoffradikale verantwortlich gemacht. JOBSIS et al. (2000) wiesen auch bei dieser
Erkrankung erhéhte H,O,-Werte im Atemkondensat nach (0,28 uM), die unter antibiotischer
Behandlung signifikant abfielen (0,16 uM). Keinen Einfluss auf die Werte hatte eine
Kortisonbehandlung, was die Autoren auf die durch Kortison nicht beeinflussbare neutrophile
Entziindung zuriickfiihrten, anders als bei der eosinophilen Entziindung bei Asthma

(LOUKIDES et al. 1998).

2.3.2.2 Thiobarbitursdure-reaktive Substanzen

H;0, und andere Oxidantien sind als extrem reaktive Substanzen in der Lage, mit
Membranlipiden, Lipid-Komponenten der Bronchialfliissigkeit und mit Lipid-Mediatoren zu
reagieren und deren Peroxidation zu bewirken, was sich in der Produktion Thiobarbitursdure-
reaktiver Substanzen (TBARS) widerspiegelt (ANTZAK et al. 1997). TBARS konnen als
Marker lipid-oxidativer Schiddigung angesehen werden und wirken selbst zytotoxisch
(ANTZAK et al. 1997). Bei Asthma waren die TBARS im Atemkondensat stark erhdht (s.
Tab. 4), und es bestand eine Korrelation von r = 0,74 zu den erhohten H,O,-Werten
(ANTZAK et al. 1997). KASIELSKI et al. (1999) wiesen TBARS bei COPD-Patienten im
Atemkondensat nach. Die Patienten hatten nach Behandlung mit N-Acetylcystein (NAC),
welches neben mukolytischen auch antioxidative Eigenschaften besitzt, keine signifikant
verdnderten TBARS-Werte (s. Tab. 4). Auch NOWAK et al. (1999) untersuchten bei COPD-
Patienten das Atemkondensat auf TBARS. Sie wiesen bei asymptomatischer COPD 12-fach
erhohte Werte gegeniiber Gesunden nach, aber fanden keine Korrelation der TBARS-Werte
zu den ebenfalls erhdhten H,O,-Werten (s. Tab. 4). Es zeigte sich innerhalb der COPD-
Patienten eine tendentielle Erhohung der TBARS bei den rauchenden gegeniiber den

nichtrauchenden und den ehemals rauchenden Patienten.
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Tab. 4: Konzentration Thiobarbitursdure-reaktiver Substanzen im Atemkondensat von

Patienten mit Asthma und COPD

Autor Patienten Kontrolle
Asthma ANTZAK et al. 0,073 £0,071 nM 0,004 + 0,009 nM
(1997) (n=21) (n=10)
vor NAC-Behandl.: | vor NAC-Behandl. :
KASIELSKI et al. 0,41 £0,46 mM 0,39 £0,73 mM
COPD (1999) nach NAC-Behandl.: | nach NAC-Behandl.:
0,35 +0,39 mM 0,41 £0,45 mM
(n=22) (n=22)
NOWAK et al. 0,48 + 0,86 uM 0,04 + 0,14 pM
(1999) (n=44) (n=17)

NAC: N-Acetylcystein

2.3.2.3 Stickstoffmonoxid (NO), Nitrit (NO;") und Nitrat (NO3")

Neben H,O, spielt auch NO eine Rolle als Marker einer Atemwegsentziindung und des
oxidativen Stresses. Entziindungszellen, aber auch Makrophagen und Epithelzellen, setzen
nach Aktivierung einer induzierbaren NO-Synthetase durch Cytokine (IFy, IL1p, TNFa) und
Endotoxine Stickstoffmonoxid (NO), ein hochreaktives Gas, frei (KHARITONOV et al.
1994). Das GefdBendothel, Neuronen und andere Zellen (Mastzellen, Thrombozyten, PMN)
besitzen eine konstitutive Ca*-Calmodulin-abhingige NO-Synthetase, die aber nicht so grofie
Mengen NO produziert, wie die induzierbare NO-Synthetase und nicht wie diese durch
Kortikosteroide beeinflussbar ist (BARNES et al. 1993; KHARITONOV et al. 1994;
DILLON et al. 1996). NO wird in der Lunge produziert und wurde in der Ausatmungsluft von
Menschen und Tieren nachgewiesen (GUSTAFSSON et al. 1991; ALVING et al. 1993;
BARNES et al. 1993; KHARITONOV et al. 1994; LUNDBERG et al. 1996; ROBBINS et al.
1996; HO et al. 1998a). In der Lunge spielt NO eine Rolle als Neurotransmitter
bronchodilatatorischer Nerven, fiihrt iiber die Aktivierung der Guanylyl-cyclase und dem
dadurch ansteigenden cGMP zur Relaxation glatter Muskelzellen und fungiert als
Vasodilatator. NO induziert in hoheren Konzentrationen Hyperdmie, Exsudation bis zum
Lungenddem und zytotoxische Effekte und kann somit zum Gewebsuntergang fiihren
(BARNES et al. 1993). Das NO der Ausatemluft stammt vor allem aus den oberen
Atemwegen (Nase, Rachen, paranasale Sinus) mit geringer Beteiligung der unteren

Atemwege (LUNDBERG et al. 1996; DILLON et al. 1996). Die nasal gemessenen NO-Werte
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in der Ausatemluft waren bei Gesunden hoher als die oral gemessenen (ALVING et al. 1993).
Bei Asthma wurden oral erhohte NO-Werte in der Atemluft gemessen (ALVING et al. 1993,
1996; KHARITONOV et al. 1994, 1997, 1999; ROBBINS et al. 1996; TEN HACKEN et al.
1996), wohingegen nasal bei Asthmatikern keine Erh6hung der NO-Konzentration gegeniiber
Gesunden (s. Tab. 5) gemessen werden konnte (ALVING et al. 1993; ROBBINS et al. 1996).
Bei Mukoviszidose und bei Rauchern waren bei oraler Messung in der Exspirationsluft keine
erhohten NO-Werte (s. Tab. 5) zu finden (ROBBINS et al. 1996; KHARITONOV et al. 1997,
HO et al. 1998a, WOOD et al. 1999; BALINT et al. 2000b). Die niedrigen Werte, auch bei
akuten Schiiben der CF, werden dadurch erkldrt, dass das exhalierte NO bei chronisch
verschleimten Atemwegen nicht die totale NO-Produktion repriasentiert (HO et al. 1998a). Im
Zigarettenrauch sind hohe Konzentrationen an NO zu finden und es wird dadurch bedingt von
einer down-Regulation der NO-Synthetase ausgegangen (KHARITONOV et al. 1997). Bei
COPD wurden von den meisten Autoren keine erhohten NO-Werte gefunden
(KHARITONOV et al. 1997, 1999; MONTUSCHI 1999a). BECK et al. (1999) fanden
erhohte NO-Werte bei COPD auch ohne akuten Schub (s. Tab. 5).
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Tab. 5: Stickstoffmonoxidkonzentration in der Ausatemluft von Asthmatikern, Patienten

mit COPD und mit CF im Vergleich zu Kontrollpersonen (ohne Angabe orale

Messung)
Autor Patienten Kontrolle
orale Messung: orale Messung:
ALVING et al. 21-31 ppb 9+ 1 ppb
(1993) (n=28) (n=12)
nasale Messung:
23 £2 ppb
Asthma (n=12)
ALVING et al. 17 £3 ppb 5+ 1 ppb
(1996) (n=14) (n=13)
KHARITONOV et al. 283 £ 16 ppb 80,2 = 4,1 ppb
(1994) (n=61) (n=067)
174,2 £27 ppb Raucher:
ROBBINS et al. (n=18) 39,6 + 4,8 ppb
(1996) (n=36)
Nichtraucher:
105,5 + 8,4 ppb
(n=23)
BECK et al. 8,7 ppb 3 ppb
(1999) (n=25) (n=19)
COPD Raucher:
MONTUSCHI et al. 9,1+ 1 ppb 3,9+ 0,5 ppb
(1999) (n=16) (n=10)
Nichtraucher:
6,5+ 0,6 ppb
(n=10)
HO et al. 4,0 ppb 4,4 ppb
CF (1998a) (n=36) (n=22)
BALINT et al. 4,17+ 0,3 ppb 5,2+ 0,4 ppb
(2000b) (n=106) (n=10)

NO ist instabil und sehr kurzlebig. Durch Oxidation von NO entstehen die stabileren
Endprodukte des NO-Metabolismus Nitrit- (NO,"), Nitrat- (NOs3) und Peroxynitrit-lonen
(ONOO). Dabei ist der Nachweis von Nitrit und Nitrat vor allem bei CF-Patienten von
Bedeutung, denn im Gegensatz zu NO sind bei ihnen beide Konzentrationen im
Atemkondensat erhoht (s. Tab. 6) und scheinen somit ein sensitiverer Marker der NO-
Produktion zu sein als der NO-Nachweis selber (HO et al. 1998b; KHARITONOV et al.
2000; WOOD et al. 2000). BALINT et al. (2000b) fanden bei CF-Patienten keine erhohten
Nitrit bzw. Nitrat/Nitrit-Werte (s. Tab. 6). Bei Asthma wurden erhohte Nitrat/Nitrit-Werte (s.
Tab. 6) gefunden (HUNT 1995; PANAGOU et al. 1999; LOUKIDES et al. 2000;
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KHARITONOV et al. 2000). AuBBerdem wurden bei Rauchern 30 Minuten nach dem Rauchen

signifikant erhohte Nitrat/Nitrit-Werte (s. Tab. 6) gefunden (BALINT 2000a).

Tab. 6: Nitrat- und Nitritkonzentration im Atemkondensat von Patienten mit CF, mit

Asthma und von Rauchern

Autor Patienten Kontrolle
HO et al. Nitrit:
(1998b) 2,15 uM 0,36 uM
(n=21) (n=12)
CF WOOD et al. Nitrit:
(1999) 4,08+ 1,97 uM 0,3+0,2 uM
(n=10) (n=11)
Nitrit:
BALINT et al. 6,5+ 3 mM 3,9+ 0,6 mM
(2000Db) Nitrat/Nitrit:
29,7 £5,8 mM 26,3 + 3,5 mM
(n=16) (n=10)
HUNT et al. Nitrit:
(1995) 2,63 + 0,54 uM 0,78 £ 0,072 uM
Asthma (n=10) (n=15)
PANAGOU et al. Nitrat/Nitrit:
(1999) 4,52 + 3,41 mM 1,1 +£0,32 mM
(n=29) (n=20)
LOUKIDES et al. Nitrat/Nitrit:
(2000) 3,96 £ 1 mM 0,64 + 0,2 mM
(n=128) (n=15)
Nitrat/Nitrit:
nach d. Rauchen: vor d. Rauchen:
Raucher BALINT et al. 299+ 7,5 mM 20,18 £ 3,9 mM
(2000a) (n=16) (n=106)

2.3.2.4 Nitrothiosole und Nitrosamine

NO kann spontan mit Thiolen wie Cystein oder Glutathion in wéssrigen Medien reagieren
und Nitrothiosole bilden, welche relaxierend auf glatte Muskulatur wirken (GASTON et al.
1994). Bei Rauchern wurden erhohte Nitrothiosolwerte (s. Tab. 7) im Atemkondensat
nachgewiesen (KHARITONOV et al. 2000; CORRADI et al. 2000). Aber auch bei Patienten
mit sowohl bestidndiger CF als auch bei akuten Schiiben der CF fanden sich bei

KHARITONOV et al. (2000) und bei CORRADI et al. (2001) erhohte Nitrothiosolwerte,
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wohingegen BALINT et al. (2000b) dies bei Patienten mit bestdndiger CF nicht bestétigen
konnten (s. Tab. 7). KHARITONOV et al. (2000) fanden bei Asthmatikern erhoéhte
Nitrothiosolwerte, die sich nach Kortikosteroidbehandlung normalisierten. Bei Patienten mit
schwerem Asthma und COPD fanden CORRADI et al. (2001) ebenfalls erhohte
Nitrothiosolwerte gegeniiber gesunden Kontrollpersonen (s. Tab. 7).

Aber auch die Bildung von Nitrosaminen z.B. Nitrotyrosin aus der Reaktion von Peroxynitrit
mit Tyrosin ist moglich; diese sind nicht so reaktiv wie die Thiole. Erh6hte Nitrotyrosinwerte
wurden bei Asthmatikern nachgewiesen (s. Tab. 7) und ihr Anstieg wurde mit der
Verschlimmerung von Asthma bei Absetzen der Kortisontherapie in Verbindung gebracht.
Nitrotyrosine scheinen eine Verschlimmerung des Krankheitsbildes bedingt durch die
Bildung Sauerstoff-Stickstoffverbindungen besser als NO
(KHARITONOV et al. 2000; HANAZAWA et al. 2000a, 2000c). Patienten mit bestdndiger

reaktiver anzuzeigen

CF zeigten ebenfalls eine Erhohung der Nitrotyrosinwerte (s. Tab. 7), was auf die Nitrierung

von Proteinen durch Myeloperoxidasen zuriickzufiihren sein konnte (KHARITONOYV et al.

2000; BALINT et al. 2000b).

Tab. 7: Nitrothiosole und Nitrotyrosin im Atemkondensat bei Rauchern, Asthmatikern und

Patienten mit CF und COPD

Nitrothiosol Autor Patienten Kontrolle
BALINT et al. 1,01 £0,78 mM 0,12+ 0,06 mM
CF (2000b) (n=06) (n=10)
CORRADI et al. 0,35+ 0,07 uM 0,11+0,02 uM
(2001)
Raucher CORRADI et al. Raucher: Nichtraucher:
(2000) 0,46 = 0,09 mM 0,11 +0,02 mM
(n=10) (n=10)
Asthma CORRADI et al. 0,81+ 0,06 uM 0,11 +0,02 uM
(2001)
COPD CORRADI et al. 0,24 £ 0,04 uM 0,11 +0,02 uM
(2001)
Nitrotyrosin Autor Patienten Kontrolle
CF BALINT et al. 31,3 £ 15,7 ng/ml 6 + 0,8 ng/ml
(2000b) (n=06) (n=10)
KHARITONOV et al. 14,3 £ 1,8 ng/ml 2,8+ 1,1 ng/ml
Asthma (2000) (n=9) (n=7)
HANAZAWA et al. 15,2 + 2,5 ng/ml 5,9 + 0,8 ng/ml
(2000c¢) (n=10) (n=10)
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2.3.2.5 Lipidmediatoren der Lunge

Bereits 1938 konnten FELDBERG und KELLAWAY zeigen, dass aus einer mit Kobragift
behandelten Lunge eine Substanz freigesetzt wird, die glatte Muskulatur zur Kontraktion
bringt. Spiter ergab sich, dass diese als slow reacting substance (SRS) bezeichnete
Verbindung zusammen mit anderen Mediatoren bei IgE -  vermittelten
Uberempfindlichkeitsreaktionen entsteht und dass es sich bei ihr um Leukotriene,
insbesondere LTA4 und die schwefelhaltigen LTC4, Ds und E4 handelt (zitiert nach
LOFFLER 1988). Lipidmediatoren werden in einer Vielzahl von biologischen Systemen
gebildet. Eine wichtige Eigenschaft dieser Substanzgruppe der Eicosanoide ist ihre
Eigenschaft als Lokalmediator (parakrine Wirkungsweise), was bedeutet, dass Entstehungs-
und Wirkungsort sehr eng beieinander liegen, so dass nur lokale und keine systemischen
Effekte erreicht werden. Die Eicosanoide beinhalten alle Metabolite, die sich von vielfach
ungesittigten geradekettigen Cyo-Fettsduren ableiten. Im Folgenden wird auf die im
Atemkondensat nachgewiesenen Leukotriene, Prostaglandine, Thromboxane und Isoprostane
ndher eingegangen, welchen eine entscheidende Rolle bei der Regulation inflammatorischer

Ablaufe in der Lunge zukommt.

2.3.2.5.1 Leukotriene

Der Begriff Leukotriene (LT) wurde von SAMUELSSON (1983) fiir nicht-zyklische Cao-
Carboxylsduren mit 1 oder 2 Sauerstoffsubstituenten und 3 konjungierten Doppelbindungen
ecingefiihrt. Sie entstehen iiber den 5-Lipoxygenaseweg aus Arachidonsdure. Uber das
instabile LTA4 werden enzymatisch die Sulfidopeptidleukotriene (LTC,, D4, E4) und LTB4
generiert. LTC4 wird in der pulmonalen Zirkulation zu LTD4 und dieses wiederum zu LTE,
metabolisiert, wohingegen LTB,4 nicht umgewandelt wird (FERLINZ 1994). Bildungsstitte
der Sulfidopeptidleukotriene sind vor allem die Mastzellen der Lunge und eosinophile
Granulozyten. LTB4 wird vor allem von neutrophilen Granulozyten freigesetzt, aber auch
Makrophagen, Endothel- und Epithelzellen der Lunge sind Bildungsstitte aller Leukotriene.
Das bedeutet, dass alle primédr inflammatorischen Zellen, ebenso wie das Lungenendothel und
-epithel, nach entsprechender Stimulation potente Arachidonsduremetaboliten freisetzen
konnen.

Die Wirkung von LTB4 beruht vor allem auf seinem groBen chemotaktischen Potential und

ist fiir die Rekrutierung von Leukozyten in das interstitielle und das intraalveoldre
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Kompartiment der Lunge verantwortlich, aber auch fiir ihre Adhdrenz, Akkumulation,
Aggregation und Degranulation in Geweben. Es bewirkt eine Erhoéhung der vaskuldren
Permeabilitit in Anwesenheit von Leukozyten und wirkt konstriktorisch auf glatte Muskulatur
(GARCIA et al. 1987; WILLIAM et al. 1987).

WINSEL et al. (1994) wiesen als erste LTB4 im Atemkondensat von Asthmatikern nach. Sie
fanden wihrend einer Hyposensibilisierungstherapie mit 172,9 £ 109,6 pg/ml die hochsten
Werte, die sich signifikant von denen der gesunden Kontrollgruppe mit 84,4 + 83,6 pg/ml
unterschieden. Allergische Asthmatiker (117,9 + 74,6 pg/ml) hatten statistisch nicht
signifikant niedrigere LTB4-Werte als hyposensibilisierte. Dieses Ergebnis gab erste Hinweise
auf die mogliche Kontrolle einer Therapie mit Hilfe der nichtinvasiven Methode der
Atemkondensatanalytik. BECHER et al. (1995b) untersuchten Patienten mit Asthma in
verschiedenen Schweregraden, Patienten mit COPD, mit trockenem Husten und mit
saisonaler allergischer Rhinitis. Die gesunde Kontrollgruppe und die Rhinitisgruppe hatten
die niedrigsten LTB4-Werte, was als Hinweis darauf interpretiert wird, dass die gemessenen
Mediatoren tatsdchlich aus den unteren Atemwegen stammen. Alle Patienten mit bronchialen
Erkrankungen hatten erhohte LTBs-Werte [Asthma (951 £ 246 pg/ml) > COPD (844 + 245
pg/ml) > Reizhusten (670 £ 198 pg/ml) > allergische Rhinitis (321 + 83 pg/ml) > Gesunde
(282 + 48 pg/ml]. Bei den Asthmatikern war zudem ein signifikanter Anstieg der Werte mit
zunehmendem Asthmagrad zu verzeichnen, so dass bei schwerem Asthma ein 9-fach erhohter
Wert gegeniiber jenem bei leichtem Asthma nachgewiesen wurde (BECHER et al. 1995b,
1997a, 1997b). Die Autoren sehen hier einen Zusammenhang des LTB4-Gehaltes der
Atemluft mit der Atemwegsentziindung. Die Leukotrienkonzentration im Atemkondensat war
nicht vergleichbar mit der Konzentration in der bronchoalveoldren Lavage und es wurde keine
Korrelation zum FEV, gefunden, was darauf hinweisen konnte, dass das FEV, keine enge
Korrelation zu Entziindungsprozessen in den Atemwegen hat (BECHER et al. 1997a). Im
Gegensatz dazu fand MONTUSCHI (2000c) bei leichten Asthmatikern dhnliche Werte (87,7
+ 13,7 pg/ml) wie bei Gesunden (72,4 = 10,6 pg/ml). BLANKENBURG et al. (2000) fanden
bei allergischen Asthmatikern hohere LTB4 Ausgangswerte (148 + 28,1 pg/ml) als bei nicht
allergischen Asthmatikern (114 + 56,3 pg/ml). Beide Patientengruppen zeigten nach
Allergenexposition ansteigende LTB4-Werte und normale FEV;-Werte. Die Werte der
Kontrollgruppe lagen bei 80,3 + 24,4 pg/ml (BLANKENBURG et al. 2000).

Es wurde gezeigt, dass die LTB4-Konzentration im Atemkondensat bei Probanden mit
bronchialer Hyperreaktivitdt und allergischem Asthma nach Provokation mit Histamin nach

4-6 Stunden anstieg (von 76,6 + 16 pg/ml auf 164,1 =+ 39,8 pg/ml) und somit geeignet
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erscheint, entziindliche oder allergische Reaktionen der Atemwege zu erfassen (BECHER et
al. 1996a). Die Autoren untersuchten weiterhin die LTBs Konzentration bei Asthmatikern
direkt und 5 Stunden nach Provokation mit Allergen und fanden eine signifikante Zunahme
der Leukotrienkonzentration direkt nach der Provokation von 114,4 + 20,1 auf 160,7 + 33,1
pg/ml und einen weiteren Anstieg auf 184,5 + 41,6 pg/ml nach 5 Stunden, wohingegen das
FEV, nach der Provokation einen leichten, aber nicht signifikanten Abfall zeigte und nach 5
Stunden wieder normale Werte aufwies. Dies wird dahingehend interpretiert, dass die
Leukotrienfreisetzung nach Provokation sensitiver das Entziindungsgeschehen reflektiert als
der Lungenfunktionstest (BECHER et al. 1996b). Die Untersuchung wurde von BECHER et
al. (1999) insoweit ergédnzt, als dass die Atemkondensatgewinnung bei Asthmatikern
zusétzlich 24 Stunden nach Allergenprovokation erfolgte, wobei der LTB4-Wert iiber 24
Stunden auf einem hohen Level blieb.

Die Tatsache, dass auch bei Gesunden LTB4 nachweisbar war, schreiben BECHER et al.
(1997b) der permanenten Aktivitit des bronchialen Verteidigungssystems, stimuliert durch
pathogene Organismen oder inhalierte Substanzen, bzw. einer physiologischen Rolle des
LTB4 im Regelkreis des Bronchialsystems zu. Um den Einsatz dieses Parameters in der
Lungendiagnostik zu etablieren, waren Untersuchungen zur intraindividuellen Variabilitét der
LTB4-Werte notwendig. BECHER et al. (1998c) wiesen bei den Leukotrienkonzentrationen
eine geringe intraindividuelle, aber eine deutliche interindividuelle Variabilitit nach, wobei
eine eindeutige Differenzierung zwischen gesunden und kranken Individuen moglich war.
BECHER (1998a, 1998b) untersuchte die Leukotrienspiegel im Atemkondensat von Friseuren
und Biirotdtigen und fand bei Friseuren im Mittel um die Hélfte hohere LTB4-Werte (153 +
123 pg/ml) als bei Biirotitigen (99 + 90 pg/ml). Dies ist einer unspezifischen Stimulation von
Entziindungszellen in den Atemwegen auch bei lungengesunden Friseuren durch die irritative
Belastung der Atemwege zuzuschreiben, die sich auch in einer Verschlechterung der
Lungenfunktionsparameter (FEV,, VC, R) widerspiegelte.

Bei Patienten mit CF stiegen die LTBs-Konzentrationen von 22,63 + 6,53 pg/ml im
Atemkondensat nach antibiotischer Behandlung auf 46,06 + 32,77 pg/ml an (TACKE 1996).
Die niedrigeren Werte vor der Behandlung werden durch die down-Regulation der
Leukozytenfunktion durch Pseudomonas aeruginosa erkldart, welche durch die
Antibiotikatherapie aufgehoben wird (BECHER et al. 2000c¢).

Die Untersuchung der LTB4 Konzentration im Atemkondensat bei verschiedenen

Lungenerkrankungen ergab eine Zunahme des Leukotriengehaltes in der Reihenfolge Gesund
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(99,1 £ 9.4 pg/ml) < Exposition mit Irritantien (153,3 + 13,9 pg/ml) < Asthma (175,9 + 16,2
pg/ml) < CF (209,2 + 24 pg/ml) (BECHER 2000b).

MONTUSCHI (2000c) fand bei Patienten mit Bronchiektasien signifikant hohere LTB4-
Werte (127,3 £ 21,2 pg/ml) als bei Gesunden (72,4 + 10,6 pg/ml).

Alles in allem scheint die Bestimmung von LTB4 im Atemkondensat sinnvoll bei Verdacht

auf entzilindliche Verdnderungen in den Atemwegen.

Auch die Sulfidopeptidleukotriene (LTCy4, LTDy4, LTE4, LTF4) bewirken einen Anstieg der
vaskuldren Permeabilitit und filhren somit zur erhohten Odembereitschaft des
Bronchialepithels. Sie gehdren zu den stiarksten bekannten Bronchokonstriktoren (DRAZEN
und AUSTEN 1987). LTC, ist 100-1000 mal wirksamer als Histamin und spielt bei der
Entstehung von Asthmaanfillen eine entscheidende Rolle (BUSSE 1998). AuBBerdem fiihren
die Sulfidopeptidleukotriene zu einer Stimulation der Mukussekretion (BUSSE 1998;
DRAZEN und AUSTEN 1987). Fiir LTD4/E4 wurde in humanen Atemwegen ein Rezeptor
identifiziert. Eine LTC4-Bindungsstelle wurde beschrieben, wobei unklar ist, ob es sich um
einen spezifischen Rezeptor handelt oder um eine Bindung an die Glutathion-S-Transferase
(FERLINZ 1994).

Die Sulfidopeptidleukotriene wurden ebenfalls erstmals von BECHER et al. (1995¢) im
Atemkondensat nachgewiesen. Die Autoren wiesen LTCy4, D4, E4und F4 bei Asthmatikern vor
und nach Histaminprovokation nach. Es zeigte sich ein Anstieg der Werte um 125% nach
Provokation (von 345 pg/ml auf 777 pg/ml). Der Anstieg der Sulfidopeptid-Leukotrienwerte
korrelierte mit dem Anstieg der Resistance und dem Abfall der Atemstromstirke. BECHER et
al. (1997b) stellten fest, dass die Basalkonzentrationen von LTCy4, D4, E4 und F4 (115 £ 131
pg/ml) etwa ein Drittel so hoch wie die von LTB4 (394 + 65 pg/ml) lagen. Bei Patienten mit
bronchialer Hyperreaktivitit nach einem Histaminprovokationstest war ein Anstieg der
Sulfidopeptidleukotrienwerte um 100% zu verzeichnen. In einer weiteren Untersuchung
wurde im Atemkondensat von Asthmatikern nach Allergenprovokation direkt nach der
Provokation ebenfalls ein kurzer Anstieg von LTC4, D4 und E4 gemessen, 6 und 24 Stunden
nach der Provokation lagen die Werte aber wieder im Ausgangsbereich (BECHER et al.
1999). Auch HANAZAWA et al. (2000b) fanden erhdhte LTCy4, D4 und E4-Werte (17,8 £ 2,7
pg/ml gegeniiber 10,5 = 2,2 pg/ml) bei Asthmatikern nach Allergenprovokation, wobei keine
Korrelation der Werte zum FEV, gefunden wurde. Asthmatiker am Ubergang von mildem zu
schwerem Erkrankungsgrad zeigten beim Absetzen der Steroidbehandlung einen signifikanten

Anstieg der Leukotriene C4, D4 und E4 (von 1,4 £ 0,5 pg/ml auf 13,3 + 5,2 pg/ml) und eine
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starke Verschlimmerung der Symptome (HANAZAWA et al. 2000a). LTE, ist nur bei
Asthma, nicht bei COPD erhoht (KHARITONOV et al. 2000). Die Bestimmung der
Sulfidopeptidleukotriene im Atemkondensat erscheint sinnvoll zur Diagnostik bei Verdacht

auf Hyperreagibilitit der Atemwege.

2.3.2.5.2 Prostaglandine und Thromboxane

Als Prostaglandine (PG) werden alle Eicosanoide zusammengefasst, die iiber den
Cyclooxygenaseweg entstanden sind (FERLINZ 1994). Aus der Arachidonsidure werden auf
diesem enzymatischen Weg iiber die instabilen Produkte PGG; und PGH,; die klassischen
Prostaglandine (z.B. PGD,, PGE,, PGF,,), sowie Thromboxane (TXA,, TXB,) und PGI,
gebildet, wobei letzteres auch als Prostazyklin bezeichnet wird (FERLINZ 1994). Fiir die
PGE;- und Thromboxanbildung in der Lunge kommen in erster Linie Alveolarmakrophagen,
aber auch Bronchialepithelzellen in Betracht. Alveolarepithelzellen kénnen ebenfalls grofle
Mengen aller Prostaglandine generieren (FERLINZ 1994). Die Prostaglandine werden von
membranstindigen Rezeptoren gebunden und beeinflussen eine Vielzahl zelluldrer
Leistungen. Im Atemkondensat wurden bisher PGF,,, PGE, und TXB, nachgewiesen.

PGF, ist der Antagonist von PGE, und wirkt bronchokonstriktorisch (FERLINZ 1994).
PGE; wirkt vaso- und bronchodilatatorisch und durch Hemmung der Lymphokin-Produktion
immunmodulatorisch. AuBlerdem steigert es die Mukussekretion (MONTUSCHI 2000b). Die
Untersuchungen des Atemkondensates von COPD- und Asthmapatienten ergab einen
signifikanten Anstieg von PGE, und PGF,, bei COPD-Patienten aber keine signifikante
Erhohung bei Asthma, verglichen mit Gesunden (KHARITONOV et al. 2000).
MONTUSCHI (2000a) fand doppelt so hohe PGE,-Werte bei COPD-Patienten, die Ex-
Raucher waren, als bei gesunden Nichtrauchern. CARPENTER et al. (1998) fanden bei
Patienten mit ARDS und akuten Lungenschidden keine erhohten PGE;-Level (13,9 + 0,7
pg/ml) im Vergleich zu Gesunden (11,5 + 1 pg/ml). Zu den gemessenen Ergebnis-
Spannbreiten siehe auch Tab. 9, S. 39.

TXA, fiihrt in der Lunge zur Vaso- und Bronchokonstriktion und stimuliert die Aggregation
von Blutplittchen (FERLINZ 1994). Durch Hydrolyse entsteht daraus TXB,, welches im
Atemkondensat nachgewiesen werden konnte (JAEGER 2000, s. Tab. 9, S. 38).
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2.3.2.5.3 Isoprostane

Isoprostane sind Prostaglandin-dhnliche, chemisch stabile Komponenten, die in vivo primér
nichtenzymatisch durch die durch freie Radikale katalysierte Peroxidation der Arachidonsdure
entstehen (KANG et al. 1993; CARPENTER et al. 1998; MONTUSCHI 1999b). Als
hervorragende Marker des oxidativen Stresses in vivo werden die als 8-Isoprostane
bezeichneten und am besten untersuchten Isoprostane 8-iso-Prostaglandin F, (8-is0-PGFy)
und 8-epi-Prostaglandin Fy, (8-epi-PGF,,) angesehen (MORROW et al. 1994; CARPENTER
et al. 1998; MONTUSCHI 1998, 1999a, 1999b). Die Messung von Isoprostan hat folgende
Vorteile gegeniiber anderen quantitativen Indizes von oxidativem Stref3: Thre Konzentration in
den Korperfliissigkeiten ist nicht von der Nahrungsaufnahme (Fett) abhiangig (MONTUSCHI
et al. 2000a). Isoprostane haben potente biologische Aktivitdt, die fiir die Pathophysiologie
von Lungenerkrankungen von Bedeutung ist. Sie sind chemisch stabil, werden in vivo
gebildet und die Messungen im Atemkondensat sind geeignet, oxidativen Stress in der Lunge
zu reflektieren, da Isoprostane spezifisch die Lipidperoxidation anzeigen (MONTUSCHI
2000a). Die wichtigsten Effekte der 8-Isoprostane sind eine starke Bronchokonstriktion mit
Atemwegsobstruktion (KANG et al. 1993; OKAZAWA et al. 1997, CARPENTER et al.
1998; MONTUSCHI 1999b), eine potente renale und pulmonale Vasokonstriktion (KANG et
al. 1993; MORROW et al. 1994; CARPENTER et al. 1998; MONTUSCHI 1999b) und eine
Plasmaexsudation in die Atemwege (OKAZAWA et al. 1997). Die Wirkung der 8-
Isoprostane beruht héchstwahrscheinlich auf einer Bindung an Thromboxan-Rezeptoren, da
die Atemwegs- und hidmodynamischen Effekte durch Thromboxanrezeptorenblocker
verhindert werden konnen (KANG et al. 1993; CARPENTER et al. 1998; MONTUSCHI
1999b).

Die Ersten, die Isoprostane im Atemkondensat nachwiesen, waren CARPENTER et al.
(1998). Sie fanden heraus, dass Patienten mit ARDS und akuten Lungenschiden hohere 8-iso-
PGF,,-Werte (87 £+ 28 pg/ml) als gesunde Personen (7 + 4 pg/ml) hatten, was sie auf Grund
der hohen Belastung dieser Patienten mit reaktiven Sauerstoffmetaboliten erwartet hatten. Sie
fanden keine aussagekriftige Korrelation der 8-iso-PGF,,-Werte im Atemkondensat mit dem
Exspirationsvolumen (r = 0,44; p = 0,07). MONTUSCHI et al. (1999b) fanden bei Patienten
mit ARDS 8-fach hohere 8-Isoprostan-Werte als bei Gesunden. Aullerdem wiesen sie einen 2-
fachen Anstieg von 8-Isoprostan bei mildem und méfBigem Asthma und einen tiber 3-fachen
Anstieg bei schwerem Asthma gegeniiber Gesunden nach. Die Isoprostanwerte bei schwerem
Asthma schienen unabhiéngig von der Steroidbehandlung zu sein, was auf die mangelnde

Effektivitdt der Kortikosteroide beim Unterbinden des oxidativen Stresses zurilickgefiihrt
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wird. MONTUSCHI et al. (1999b) fanden bei gesunden Rauchern als Zeichen des erhohten
oxidativen Stresses einen 2-fachen Anstieg von 8-Isoprostan gegeniiber gesunden
Nichtrauchern. Bei Patienten mit COPD und mit stabiler CF fanden sich {iber 3-fach erhohte
Werte. Es wurden in keiner Gruppe Korrelationen zwischen dem forcierten exspiratorischen

Volumen in einer Sekunde (FEV) und den Isoprostanwerten gefunden.

2.3.2.6 Interleukine

Lymphokine steigern das Wachstum und die Reifung von T- und B-Lymphozyten. Eine Reihe
von Lymphokinen werden als Interleukine bezeichnet. Es handelt sich um Botenstoffe, die fiir
Induktion und Verlauf der T-Zell-vermittelten zytotoxischen Immunreaktion, sowie fiir die B-
Zellaktivierung verantwortlich sind (ROCHE 1987). Sie wirken iiber eine hochaffine Bindung
an Zellrezeptoren auf der Zelloberfliche, welche die Lymphokinsignale an den Zellkern
tibermittelt (ROITT 1995).

Als IL-1 (Interleukin-1) werden zwei Proteine (IL-la und IL-1B) bezeichnet, welche vor
allem von Makrophagen und Endothelzellen nach Stimulation durch Erreger, Toxine,
Immunkomplexe, Lymphokine oder anderen Noxen gebildet werden. IL-1, auch als
endogenes Pyrogen bezeichnet, hat eine Vielzahl von Wirkungen. Unter anderem aktiviert es
Lymphozyten, Fibroblasten und PMN, wirkt chemotaktisch, proliferativ, degranulierend,
stimuliert die Lymphokinbildung und ist fieberauslésend (STUNZI und WEISS 1990). IL-1pB
wurde zuerst von SCHEIDERLER et al. (1993) im Atemkondensat nachgewiesen, welche
einen hohen Wert (368 pg/ml) im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen (21-135 pg/ml)
bei einem Patienten mit diffuser Pneumonie und chronischem Emphysem fanden. PEETZ et
al. (1997) konnten ebenfalls IL-1f im Atemkondensat von Patienten mit interstitiellen
Lungenerkrankungen nachweisen (9,38 £+ 4,6 pg/ml). GAREY et al. (2000) fanden keinen
Anstieg der IL-1-Konzentration bei Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern.

IL-2 stellt das erste entdeckte Lymphokin mit der Eigenschaft eines T-Zell-Wachstumsfaktors
dar. Es wird von T-Zellen und NK-Zellen gebildet und wirkt auf Lymphozyten und
Monozyten proliferativ und aktivierend (ROITT 1995). Der Nachweis von IL-2 gelang weder
im Atemkondensat noch in der bronchoalveoldren Lavage von Patienten mit interstitiellen
Lungenerkrankungen (PEETZ et al. 1997). SCHEIDELER et al. (1993) wiesen ein losliches
IL-2-Leichtketten-Rezeptorprotein (sIL-2R) nach, was besonders im Atemkondensat eines
Pneumoniepatienten in hoher Konzentration (2,159 U/ml gegeniiber 0-235 U/ml in der

Kontrollgruppe) vorhanden war.
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IL-4 aktiviert B-Zellen und Makrophagen und stimuliert das Zellwachstum.

IL-5 wird zur Differenzierung und Aktivierung von B-Lymphozyten und Eosinophilen
Granulozyten von T-Zellen gebildet und ist fiir die parasitir bedingte Eosinophilie
verantwortlich (ROITT 1995). IL-4 und IL-5 wurden zwar im Atemkondensat nachgewiesen
(JAEGER 2000), es sind aber bisher nach Wissen der Autorin dariiber keine Studien
verdffentlicht worden.

IL-6 ist ein Phosphoglykoprotein und wird besonders von Makrophagen, aber auch von
Fibroblasten, Endothelzellen und Lymphozyten produziert. Es regt die Differenzierung und
die Proteinsynthese von Lymphozyten, Thrombozyten und Hepatozyten an (ROITT 1995).
SCHEIDELER et al. (1993) gelang es nicht, IL-6 im Atemkondensat nachzuweisen, der
Nachweis gelang jedoch PEETZ et al. (1997) im Atemkondensat von Patienten mit
interstitiellen Lungenerkrankungen (2,02 + 1,06 pg/ml). Auch BECHER et al. (1997a) wiesen
IL-6 im Atemkondensat nach.

IL-8 gehort zu den Lymphokinen mit niedrigem Molekulargewicht und wird von
Makrophagen und Endothelzellen produziert. Es ist an Entziindung und Zellmigration
beteiligt und ist ein wirksamer Inducer der Neutrophilen- und T-Zell Chemotaxis (ROITT
1995). Der Nachweis von IL-8 gelang BECHER et al. (1997a) in Pilotuntersuchungen (s. Tab.
9). Bei stabilen CF-Patienten wurden im Vergleich mit Gesunden erhdhte IL-8-Werte im
Atemkondensat gefunden, welche bei akuten Schiilben weiter anstiegen und unter

Antibiotikatherapie abfielen (KHARITONOV et al. 2000).

2.3.2.7 Tumornekrosefaktor o

TNFa ist ein fiir Tumorzellen cytotoxisches Polypeptid, welches besonders von aktivierten
Makrophagen freigesetzt wird und in vielem gleichartige Wirkung wie IL-1 besitzt. Es
schidigt die GefdBe von Tumoren und koordiniert die Funktion der Zytokine bei
Entziindungs- und Immunprozessen. Es wird auch als Kachektin bezeichnet, da es die
Aufnahme und Speicherung von Triglyceriden durch das Fettgewebe verhindert (STUNZI
und WEISS 1990). Erhohte TNFo-Konzentrationen (117 pg/ml gegeniiber 4-22 pg/ml)
wurden von SCHEIDELER et al. (1993) bei einem Patient mit Bronchialkarzinom gefunden.
GAREY et al. (2000) fanden im Atemkondensat von Rauchern keine unterschiedliche TNFa-

Konzentration, verglichen mit Nichtrauchern.
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2.3.2.8 Eosinophilenproteine

Die Granula der eosinophilen Granulozyten enthalten ein basisches Hauptprotein ECP
(Eosinophil Cationic Protein) und ein weiteres Protein EPX (Eosinophilic Protein X), welche
auch in geringen Konzentrationen zytotoxisch wirken und Erreger abtdten und zerstoren
konnen. Die Untersuchung von ECP und EPX im Atemkondensat bei Patienten mit CF und
chronischer Pseudomonasinfektion zeigte nach Antibiotikatherapie einen signifikanten Abfall
(s. Tab. 8) der ECP und EPX-Werte (im Gegensatz zu LTB4, welches anstieg), womit die
Moglichkeit zum Einsatz der Atemkondensatgewinnung bei der Therapickontrolle besteht
(TACKE et al. 1996). Bei Probanden mit bronchialer Hyperreaktivitidt sowie allergischem
Asthma stiegen die Konzentrationen beider Proteine sofort nach Provokation mit
Histamin/Allergen signifikant an (s. Tab. 8), um im Gegensatz zu LTB4 nach 4-6 Stunden
wieder im Bereich des Ausgangswertes zu sein (BECHER et al. 1997c; ROTHE et al. 1997).
Zusétzlich fand sich in einer weiteren Studie (BECHER 1999) ein Maximalwert des EPX
nach 24 Stunden (verspitete Antwort). Dagegen ergab sich bei asthmakranken Kindern mit
verschiedenen Stadien der Erkrankung gegeniiber gesunden Kindern, keine Erhéhung der
Werte (s. Tab. 8) und keine Korrelation der EPC-Konzentrationen zum Schweregrad der

Erkrankung (SEVERIEN et al. 1999).
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Tab. 8: ECP und EPX-Konzentrationen im Atemkondensat bei Patienten mit

Mukoviszidose (CF) und Asthma

Autor EPC EPX
vor Antibiotika Therap.: | vor Antibiotika Therap.:
CF TACKE et al. 11,65 £24,56 pg/ml 15,57 + 26,81 pg/ml
(1996) nach Antibiotika Therap.: | nach Antibiotika Therap.:
0,81 £ 1,02 pg/ml 3,13 £3,54 pg/ml
(n=8) (n=28)
Asthma, vor Provokation: vor Provokation:
bronchiale BECHER et al. 0,24 + 0,24 ng/ml 1,67 + 0,49 ng/ml
Hyperreaktivitit (1997¢) nach Provokation: nach Provokation:
1,16 = 0,24 ng/ml 3,49 = 1,75 ng/ml
(n=9) =9
Kontrolle:
(n=28)
Asthma SEVERIEN et al. 0,7+ 0,11 mg/l
(1999) schwache Symptome:
(n=49)
0,65 + 0,26 mg/1
starke Symptome:
(n=31)
0,7 + 0,18 mg/l

2.3.2.9 Biogene Amine und Milchsdure

Histamin, freigesetzt von Mastzellen und basophilen Granulozyten, ist ein lang bekannter
Bronchokonstriktor (FERLINZ 1994). Die Histaminwirkung auf bronchiale glatte
Muskelzellen erfolgt iiber Aktivierung von Hj-Rezeptoren. Neben einer Bronchokonstriktion
tragen ein histamininduziertes Schleimhautddem und eine histamininduzierte Sekretzunahme
wesentlich zur Atemwegsverengung bei (FERLINZ 1994).

Serotonin, vornehmlich von Thrombozyten, aber auch von Mastzellen freigesetzt, wirkt
bronchokonstriktorisch. Dariiber hinaus beglinstigt es vermutlich die cholinerge
Neurotransmission (FERLINZ 1994). Bereits 1991 wurde in Russland von MALAKAUSKAS
et al. die Atemluft von Gesunden und chronischen Bronchitikern auf Histamin und Serotonin
untersucht. Sie waren die Ersten, die diese biogenen Amine in der Atemluft des Menschen
nachwiesen. Sie entdeckten, dass die Konzentration der beiden biogenen Amine in der
Atemluft abhingig von der Form der chronischen Bronchitis, der Aktivitdt der bronchialen
Entziindung und dem Grad bronchialer Obstruktion und respiratorischer Insuffizienz war.

Auch FEDOSEEV et al. (1992) wiesen in Russland Histamin und Serotonin im
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Atemkondensat von Asthmatikern und anderen Patienten nach und verglichen die
Konzentrationen mit denen in der BAL und im Tracheobronchialsekret. Sie fanden
vergleichbare Werte bei allen drei Methoden und bezeichneten die Atemkondensatanalyse als
addquate Methode mit hohem informativem Wert bei der Erforschung der biochemischen
Zusammensetzung des Inhaltes der Atemwege. GONCHAROVA et al. (1996) fanden bei
Patienten mit akuter Bronchitis hohe Serotonin- und Milchsdurekonzentrationen im
Kondensat der Ausatemluft. JELENINA et al. (1996) untersuchten unter anderem die
Konzentrationen an Histamin, Serotonin, Adrenalin, Noradrenalin und Milchsdure im
Atemkondensat von CF-Patienten im Vergleich zu Gesunden. Sie fanden bei den CF-
Patienten erhohte Werte aller biogenen Amine, wobei die Patienten mit einer chronischen
Pseudomonas aeroginosa-Infektion die hochsten Serotonin-, Histamin- und Milchséurelevel
neben einem 3-fachen Anstieg der Noradrenalin-Konzentration gegeniiber Gesunden

aufwiesen.

2.3.2.10 DNA

HILLEBRANDT et al. (1996) isolierten als erste DNA pathogener Mikroorganismen im
Atemkondensat von 5 Freiwilligen mittels PCR. Sie wiesen 10-40 ng DNA/ml
Atemkondensat nach. Der Nachweis war an nachfolgenden Probennahmen innerhalb von 14
Tagen reproduzierbar. Die iiblichen Methoden, DNA aus den unteren Atemwegen zu
gewinnen (mittels BAL oder induziertem Sputum) wiesen ein hdheres Risiko der
Probenkontamination auf (HILLEBRANDT et al. 1996). GESSNER (1998) gelang bei
Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom die Isolation von DNA und er versuchte
darin eine Mutation des K-ras-Gens nachzuweisen. Das K-ras-Proto-Onkogen wird durch
Mutation aktiviert und fiihrt zu einer autonomen Stimulation von Wachstum und
Differenzierung. In den aufgearbeiteten Atemkondensatproben liel sich bei einem von neun
Patienten eine Mutation im Codon 12 des K-ras-Gens nachweisen. Dies offeriert eine neue
Moglichkeit fiir ein nicht-invasives Screening bei Risikopatienten zur frithzeitigen Erkennung
von Lungenkarzinomen (GESSNER 1998).

HUELS et al. (2000) gelang es nicht, bakterielle DNA im Atemkondensat von Patienten mit
Mukoviszidose in mittel- bis hochgradiger bronchialer Manifestation nachzuweisen. Auch
VOGELBERG und LEUPOLD (2000) versuchten in 36 Atemkondensatproben von CF-
Patienten vergeblich DNA von Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia und

Burkholderia cepacia nachzuweisen.
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2.3.2.11 D-Dimer

Bei Entziindungsprozessen der Lunge wird Fibrin im Alveolarraum und im Interstitium
gefunden. D-Dimer ist ein Fibrinabbauprodukt und die Konzentration in der BAL ist bei
verschiedenen interstitiellen Lungenerkrankungen erhéht (HUMMEL et al. 1996). Diese
Autoren wiesen D-Dimer auch im Atemkondensat von Patienten mit interstitiellen
Lungenerkrankungen nach. Sie fanden in einem Fall bei einem Patienten mit interstitieller
Fibrose einen erhohten D-Dimer-Spiegel. PEETZ et al. (1997) versuchten ebenfalls bei
Patienten mit interstitiellen Lungenerkrankungen D-Dimer im Atemkondensat nachzuweisen,

was ihnen jedoch nur in der BAL gelang.

2.3.2.12 Heat-shock-protein, Tumormarker und al-saures-Glycoprotein

Im Atemkondensat ist der Nachweis von ,,heat-shock-proteins* (HSP) und von verschiedenen
kleinmolekularen Tumor-Markern (TPA-M, CEA, CYFRA, SCC) moglich (BECHER et al.
1996¢; JAEGER 1999, 2000). HSP wurden von BECHER in eigenen Pilotuntersuchungen
nachgewiesen (BECHER et al. 1997a). NEVZOROVA et al. (2000) wiesen das
Akutphaseprotein al-saures-Glykoprotein (al-AGP), dessen Bildung unter dem Einfluss von
IL-1 und IL-6 steht, im Atemkondensat von Asthmatikern in verschiedenen Stadien
(asymptomatisches, schwaches, ausbrechendes Asthma) nach. Es bestand eine Abhédngigkeit
der IL-1 und IL-6-Werte im Blutserum zum al-AGP-Gehalt im Atemkondensat (r = 0,65, p <
0,05), was die Rolle der Interleukine bei dessen Bildung wihrend Entziindungsprozessen

untermauert.

2.3.2.13 Harnstoff

Die Harnstoffkonzentration wurde von verschiedenen Autoren auf Grund ihrer moglichen
Anwendung als Referenzsubstanz zur Standardisierung der Konzentration bisher
nachgewiesener Substanzen im Atemkondensat bestimmt (DAULETBAEYV et al. 1999, 2000;
Reinhold et al. 2000). Bei Untersuchungen von Lungengesunden und Patienten mit
obstruktiven Lungenerkrankungen wurde festgestellt, dass bei den Lungengesunden kein
Zusammenhang zwischen der Harnstoffkonzentration in Blut und Atemkondensat bestand,
wohingegen bei Lungenkranken ein signifikanter Zusammenhang der beiden Parameter
zueinander nachgewiesen wurde, was eventuell mit der verdnderten Atemwegspermeabilitit

bei Lungenerkrankungen zu erkliren ist (DAULETBAEYV et al. 2000). AuBBerdem fanden sich
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erhebliche intraindividuelle Schwankungen der Harnstoffkonzentrationen im Atemkondensat,

was diese Substanz ungeeignet

als

Bezugsgroe zur  Standardisierung  der

Atemkondensatmessungen macht (DAULETBAEV et al. 2000).

Tab. 9: Bislang (Stand: Nov. 99) im FILT nachgewiesene Substanzen im Atemkondensat

des Menschen mit Ergebnis-Spannbreite (mit freundlicher Genehmigung der FILT)

s. auch JAEGER (2000)

Substanz

Ergebnisse

Leukotrien B4

<15-7520 pg/ml

Leukotrien Cy4, D4, E4

<1 -284 pg/ml

Prostaglandin E, <5-<1000 pg/ml
H,0, < 0,05 - 1,25 pmol/l
EPX <1- 80,5 ng/ml

Thromboxan B,

<0,7 - 12,2 pg/ml

Interleukin 8

<16 -931 pg/ml

ECP <1-70,8 pg/ml
Nitrit <0,1 - 26,5 umol/l
Chlorid 0,2 - 14 pg/l
Harnstoff <10 pg/l
Amylase < 0,1 % Speichel
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2.3.3 ANWENDUNG DER ATEMKONDENSATGEWINNUNG BEIM TIER

Zur Analyse immunologischer Parameter oder Entziindungsmediatoren der Atemwege musste
das entsprechende Untersuchungsmaterial bisher durch invasive Methoden wie BAL, TBS,
oder Lungenbiopsien gewonnen werden. Die Atemkondensatgewinnung konnte auch beim
Tier eine nicht-invasive Alternative fiir die Diagnostik und Verlaufskontrolle entziindlicher
Verianderungen der Lunge darstellen. Die Anwendung am Tier wurde bisher ausschlieBlich
von einer Arbeitsgruppe um REINHOLD vorgenommen. Die ersten Untersuchungen zur
Atemkondensatgewinnung wurden 1996 veréffentlicht. Inzwischen wurde Atemkondensat bei
Kélbern (REINHOLD et al. 1996, 1997a, 1997b, 1998a, 1998b, 1998c, 1999a, 1999b, 2000)
und bei Schweinen gewonnen (REINHOLD et al. 2000). Die Atemkondensatgewinnung
konzentrierte sich zunichst vor allem auf das Kalb, da es ein dhnliches Atemzugvolumen wie
der Mensch (V = 0,25 — 1,3 1) besitzt. Somit konnte das fiir den Menschen konstruierte
Atemkondensatgerdt ohne groBere technische Verdnderungen verwendet werden. Zur
Gewinnung von Atemkondensat atmeten die Kélber {iber eine speziell angepasste, luftdicht
abgeschlossene Atemmaske mit einem Zweiwegeventil, welches die Trennung von In- und
Exspirationsluft gewéhrleistete (REINHOLD et al. 1999¢). Die Ausatemluft wurde selektiv
20-30 Minuten in ein von Kiihlfliissigkeit (-15 °C bis -20 °C) umspiiltes Sammelrohr geleitet
und ausgefroren wie von BECHER et al. (1997a, 1997b) beschrieben. In neuerer Zeit
verwendeten REINHOLD et al. (2000) das Gerit Eco-Screen der Firma Jaeger Toennies’
unter Verwendung tierartspezifischer Atemmasken. Sie sammelten sowohl Atemkondensat
beim Kalb als auch beim Schwein. Nach Abschluss einer jeden Atemkondensatgewinnung
wurde das Sammelrohr sofort beidseitig verschlossen und bis zu Analyse der Probe bei -80 °C
aufbewahrt (REINHOLD et al. 1999b, 1999¢).

Eine wichtige Frage bei der Probennahme beim Kalb war, durch welche Parameter die
Probenmenge beeinflusst wird. Dazu untersuchten REINHOLD et al. (1999a, 1999b, 1999c¢)
die Einfliisse des Atemmusters (Atemfrequenz, Atemzugvolumen, Atemminutenvolumen),
der Korpertemperatur und des Korpergewichtes auf die Atemkondensatmenge unter
konstanten Umgebungsbedingungen. Aus den Studien ging hervor, dass die zu gewinnende
Menge hauptsichlich von dem pro Zeiteinheit ventilierten Volumen (Atemminutenvolumen)
abhing. Die Atemkondensatmenge war auBlerdem stark vom Atemzugvolumen und von der
Korpermasse abhéngig. Eine Korrelation zur Koérpertemperatur (r = -0,35; p < 0,01) fand sich
in einer Studie mit 62 Tieren (REINHOLD et al. 1999a). Die Korrelation wurde jedoch in

? Erich Jaeger GmbH, 97204 Hochberg, Deutschland
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weiteren Studien mit 43 bzw. 49 Tieren nicht bestéitigt (REINHOLD et al. 1999b, 1999¢). Die
Abhéngigkeit der Atemkondensatmenge von der Atemfrequenz (r = 0,41; p < 0,01) konnte in
einer Untersuchung mit 43 Tieren zwar festgestellt werden (REINHOLD et al. 1999b), aber
bei nachfolgenden Untersuchungen mit mehr Tieren (n = 62; n = 49) konnte sich die
Korrelation zur Atemfrequenz jedoch nicht bestitigen (REINHOLD et al. 1999a, 1999¢). Die
Atemfrequenz ist ein sehr variabler Parameter, welcher nicht nur bei respiratorischen
Erkrankungen, sondern auch bei Beunruhigung der Tiere ansteigt. Auffillig war, dass bei

dlteren Tieren mehr Atemkondensat als bei jlingeren gewonnen werden konnte (REINHOLD

1999c).

2.3.4 BISHER BEIM TIER IM ATEMKONDENSAT BESTIMMTE PARAMETER

Die im Atemkondensat von Kilbern bestimmten Parameter beschrankten sich bisher auf die
Analyse von LTB4 (REINHOLD et al. 1996, 1997a, 1997b, 1998b, 1998c, 1999a, 1999b) und
Harnstoff (REINHOLD et al. 2000). Beim Schwein wurden bisher nur die Harnstoff- und
Gesamteiweillkonzentration im Atemkondensat untersucht (REINHOLD et al. 2000).

2.3.4.1 Leukotrien B4

Bei klinisch gesunden Kaélbern wurde Atemkondensat gewonnen und die bronchiale
Reaktivitdt mittels eines Provokationstestes (aerosolisierte Karbachol-Losung in mehreren
Konzentrationsstufen) iiber den Anstieg der Resistance bestimmt (REINHOLD et al. 1999b).
Es ergaben sich bei klinisch gesunden Kélbern (n = 35) LTB4-Konzentrationen von 116 + 55
pg/ml (REINHOLD et al. 1999a, 1999b). Diese Befunde stimmen mit publizierten Daten aus
der Humanmedizin iiberein, wonach in Atemkondensaten gesunder Menschen ebenfalls
LTB4-Konzentrationen unter 230 pg/ml Atemkondensat gemessen wurden (BECHER et al.
1995b, 1997b, 1998a, 1998b). Die Tiere wurden anschliefend mit Bovinem Respiratory
Syncytial Virus (BRSV) experimentell infiziert. Diese Virusinfektion tritt vorwiegend bei
Kaélbern unter 6 Monaten auf und fiihrt zu Fieber, Rhinitis und Bronchopneumonie (ROLLE
und MAYR 1984). Bei der Hilfte der Tiere war ein Anstieg der LTB4-Konzentration auf
400% des Ausgangswertes festzustellen. Die LTB4-Konzentration blieb iiber 6 Wochen
(Atemkondensatgewinnung einmal wochentlich) gleichbleibend hoch (REINHOLD et al.
1996, 1997a, 1997b, 1998c, 1999b). Die bronchiale Hyperreaktivitdit wurde nach der

Atemkondensatgewinnung mittels Karbacholprovokation getestet, und es ergab sich schon 24
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Stunden nach der Infektion eine signifikante Erhohung der Hyperreaktivitit (REINHOLD et
al. 1994), welche mit der ansteigenden LTB4-Konzentration korrelierte (REINHOLD et al.
1996, 1997a, 1997b, 1998b, 1998c, 1999b). Es wurden auch Infektionsversuche mit
Pasteurella multocida durchgefiihrt, einem bakteriellen Erreger, der eine wichtige Rolle bei
der enzootischen Bronchopneumonie der Rinder spielt (ROLLE und MAYR 1984). 3 Tage
nach der Infektion stieg der LTB4-Gehalt im Atemkondensat auf 180% des Ausgangswertes.
Die Lungenfunktionsanalyse mittels Impuls-Oszilloresistometrie (IOS) ergab post
infectionem zwar einen Anstieg der Resistance und der Atemfrequenz sowie einen Abfall der
Atemzugvolumina, es bestand aber lediglich eine Korrelation der LTBs-Werte zur Reactance
(REINHOLD et al. 1997, 1998b, 1998c, 1999b, 1999c). Die Reactance stellt eine errechnete
Kenngrofe des I0S-Gerdtes dar und représentiert die induktiven (Trdgheit innerhalb des
respiratorischen Systems) und die kapazitiven (Compliance) Widerstinde (REINHOLD
1997c¢).

Weiter {berpriifte REINHOLD (1999b, 1999c¢) die intraindividuelle Variabilitit der
Leukotrienwerte durch Gewinnung von Atemkondensat und Messung der LTBs-
Konzentration an zwei aufeinanderfolgenden Tagen bei 13 Kélbern. Es ergab sich eine

Schwankung von im Mittel 12% zwischen den Werten.

2.3.4.2 Harnstoff und Gesamteiweill

AuBer LTB4 wurden bisher noch Harnstoff- und Gesamteiweiflgehalt im Atemkondensat von
Kélbern und Schweinen bestimmt, um ihre Eignung als Referenzsubstanzen zur
Standardisierung der Konzentration bisher nachgewiesener Substanzen im Atemkondensat zu
testen und um nach Speziesabhédngigkeiten der Harnstoffkonzentration in der BAL und im
Atemkondensat zu forschen (REINHOLD et al. 2000). Die Harnstoffkonzentrationen im
Atemkondensat und der BAL lagen unter physiologischen Bedingungen speziesunabhingig
bei < 10 pg/ml. Es ergaben sich bei gesunden Schweinen innerhalb der Atemkondensatproben
signifikante Zusammenhinge zwischen der Harnstoff- und der Proteinkonzentration
(REINHOLD et al. 2000).

Beim Vergleich der Harnstoffwerte zwischen Atemkondensat, BAL und Serum bei gesunden
Kélbern ergaben sich keine Korrelationen der Konzentrationen zwischen den einzelnen
Untersuchungsmedien. Eine Endotoxininfusion beeinflusste die Harnstoffwerte im
Atemkondensat der Kilber nicht. Eine bakterielle Infektion (Mannheimia haemolytica) jedoch

fiihrte zur Erhohung der Harnstoffwerte in Blut und Atemkondensat verbunden mit einer
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Korrelation der Werte in beiden Medien (r = 0,45; p < 0,05). Aufgrund dieser Ergebnisse
kann Harnstoff nicht als geeignete BezugsgroBe flir andere Inhaltsstoffe im Atemkondensat
angesehen werden. Beziiglich des Gesamteiweilgehaltes als Referenzsubstanz sind noch

weitere Untersuchungen notwendig.
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3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 MATERIAL UND METHODEN

3.1.1 UNTERSUCHUNGSPLAN

In der Humanmedizin sind etliche Methoden zur Sammlung von Exspirationsluft beschrieben
(s. 2.2.3.1, S. 6). Diese Methoden sind bis auf die Methode der Atemkondensatgewinnung
ungeeignet zur Anwendung beim Pferd. Um zu iiberpriifen, ob die auf S. 9 (2.2.3.1.1) be-
schriebene Methode der Atemkondensatgewinnung auch beim Pferd anwendbar ist, ob eine
ausreichende Menge Atemkondensat gewonnen werden kann und welche Modifikationen im
Vergleich mit der Humanmedizin notwendig sind, wurden 70 Pferde des Patientengutes und 2
Klinikspferde der Medizinischen und Gerichtlichen Veterinérklinik, Professur fiir Innere
Krankheiten der Pferde, der Justus-Liebig-Universitit Gie3en untersucht.

Die Pferde des Patientengutes wurden zur eingehenden Untersuchung des Respirationstraktes
mit der Verdachtsdiagnose chronisch obstruktive Bronchitis (COB) auf Grund von Anamne-
se, erster klinischer Untersuchung und Kontrollblutbild stationdr aufgenommen. Am Tag nach
der stationdren Aufnahme erfolgte vormittags die spezielle klinische Untersuchung der Pati-
enten mit Durchfithrung einer arteriellen Blutgasanalyse, einer Lungenfunktionspriifung, der
diagnostischen Gewinnung von Atemkondensat mit gleichzeitiger Bestimmung des Durch-
flussexspirationsvolumens und einer Tracheobronchoskopie nach Belastung. Diese Reihen-
folge wurde zur Kontrolle eventuell verursachter Schiden bei der Atemkondensatgewinnung

gewdhlt. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Atemkondensatmenge.

3.1.2 PATIENTENGUT

Die Untersuchungen der insgesamt 72 Pferde (52 Warmbliiter, 15 Ponys, 3 Vollbliiter, 2 Kalt-
bliiter) fanden im Zeitraum von November 1998 bis Mai 2000 statt. Es handelte sich um 25
Stuten, 7 Hengste und 40 Wallache. Das Alter betrug im Mittel 12 Jahre, die Spannbreite lag
zwischen 2 und 29 Jahren. Das Korpergewicht lag im Mittel bei 528 kg, bei einer Spannbreite
von 233 bis 730 kg.

Weitere Angaben zu den einzelnen Patienten befinden sich im tabellarischen Anhang (S.-5-,

Tab. I).
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3.1.3 PATIENTENEVALUATION

In den ndchsten Punkten erfolgt die Beschreibung der einzelnen Untersuchungsverfahren,
welche zur Evaluation des Patientengutes, inklusive der Ermittlung des Schweregrades der

Erkrankung, herangezogen wurden.

3.1.3.1 Klinische Untersuchung

Bei der speziellen klinischen Untersuchung wurden Schwerpunkte bei der Untersuchung des
Herz-Kreislaufsystems und des Atmungsapparates gesetzt. Von besonderer Bedeutung war
hierbei die Feststellung des Atemtyps und der Atemfrequenz, das Vorliegen einer inspiratori-
schen und/oder exspiratorischen Dyspnoe, spontaner oder auslosbarer Husten, Nasenausfluss,
der Perkussionsbefund der Lunge und der Auskultationsbefund von Lunge und Trachea so-
wohl in Ruhe als auch nach 10-miniitiger Belastung (5 min. Trab, 5 min. Galopp) des Patien-
ten an der Longe. Bei Pferden mit starker Ruhedyspnoe wurde wegen der Gefahr einer Hypo-
xieverstirkung und/oder irreversibler Komplikationen von der Belastung abgesehen. Stark
widersetzliche Pferde wurden ebenfalls nicht belastet.

Nicht in die vorliegende Arbeit einbezogen wurden Pferde mit erhohter Korpertemperatur

oder anderen Anzeichen einer akuten Erkrankung eines Organsystems (Kontrollblutbild).

3.1.3.2 Arterielle Blutgasanalyse

Die Entnahme von arteriellem Blut erfolgte am unbelasteten Pferd aus der rechten A. carotis
communis handbreit {iber dem Buggelenk am Hals-Brust-Ubergang in der Drosselrinne, wie
mehrfach beschrieben (MEISTER et al. 1976; ROSE und ROSSDALE 1981; KLEIN und
DEEGEN 1986). Das Blut wurde in heparinisierten Glaskapillaren aufgefangen und innerhalb
von 10 Minuten, nach Eingabe der aktuellen Rektaltemperatur des Patienten, in einem AVL
995-Hb Blutgasanalysator' gemessen. Das Gerit gibt den Sauerstoff- und Kohlendioxidparti-
aldruck bei der eingegebenen Korpertemperatur an, sowie den aktuellen atmosphérischen
Druck, den Himoglobingehalt, den pH-Wert und den Baseniiberschuf}. Die alveolo-arterielle
Sauerstoffdifferenz (A-aDO,) wurde nach folgender Formel berechnet (TISI 1985):

'AVL Biomedical Instruments, Graz, Osterreich
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A-aDO, = (Pg - 47 mmHg) x 0,2095 - P,CO, - P,0,

Py = aktueller Barometerdruck

47 mm Hg = Wasserdampfpartialdruck bei 37°C

0,2095 = prozentualer Anteil des Sauerstoffs in der Luft
P.CO, = gemessener arterieller Kohlendioxidpartialdruck
PO, = gemessener arterieller Sauerstoffpartialdruck

Es wurden pro Patient 3 Kapillaren gemessen und die Ergebnisse arithmetisch gemittelt.

3.1.3.3 Tracheobronchoskopie

Die Tracheobronchoskopie wurde bei 65 Pferden direkt nach der Belastung und bei 7 Pferden
ohne Belastung im Zwangsstand durchgefiihrt. Alle Pferde wurden mit Detomidin® (10 pg/kg
Korpergewicht iv) sediert, falls die Sedation nicht schon bei stark widersetzlichen Pferden
(n = 8) fiir die vorangehende Atemkondensatgewinnung (s. Punkt 3.1.4) notwendig geworden
war. Diese Untersuchung wurde nach der Atemkondensatgewinnung durchgefiihrt, um eine
Kontrolle iiber eventuell verursachte Schleimhautldsionen zu haben. Zur Bronchoskopie wur-
de ein 2,50 m langes, flexibles Fiberskop® mit einem Durchmesser von 13 mm verwendet. Es
erfolgte die Beurteilung der Nasengénge, des Pharynx und des Larynx auf das Vorliegen von
Schleimhautrétungen oder -schwellungen und Sekretansammlungen. Die Trachea sowie die
Hauptbronchien und die Bifurkation wurden ebenfalls auf Schleimhautschwellung oder Ro-
tung und das Vorhandensein von Sekret untersucht. Die Sekretmenge und -konsistenz wurden
jeweils nach einer Skala, wie sie DICKMANN (1987) vorgeschlagen hat, von 0-5 bewertet
und die vergebenen Punkte addiert (s. Tab. 10).

2 Domosedan®, Pfizer GmbH, 76139 Karlsruhe, Deutschland
* Firma Wolf, 75438 Knittlingen, Deutschland



48  Material und Methoden

Tab. 10: Endoskopie-Score nach DICKMANN (1987)

Sekretmenge

Sekretviskositit

0 = keine Sekretansammlungen
keine Sekretflocken

0 = Schleimhaut feucht, nur geringe Mengen
wissrigen Sekretes aspirierbar

1 = keine Sekretansammlungen

1 = Schleimhaut feucht, einzelne feine

einzelne Sekretflocken Sekretflocken in wiassrigem Sekret, leicht

aspirierbar

2 = flache ventrale Sekretansammlung
einzelne groBere Sekretflocken

2 = Schleimhaut feucht, seromucdses Sekret
ventral gelegen, homogen, leicht
aspirierbar

3 = deutliche ventrale Sekretansammlung
reichlich Sekretflocken

3 = Schleimhaut feucht, seromucoses Sekret
mit einzelnen konsistenteren Sekret-
flocken, ventral gelegen, leicht aspirierbar

4 = durchgehende ventrale Sekretstralle
Sekretseebildung

4 = Schleimhaut feucht/pappig, mucdses bis
mucopurulentes Sekret, einige dorsale
Schleimflocken, deutlich erschwerte
Aspiration

5 = mehr als ein Viertel des Tracheallumens
fiillende(r) SekretstralBe(-see)

5 = Schleimhaut pappig/trocken, mucdses bis
purulentes Sekret, reichlich dorsale
Schleimflocken, teilweise spinnenweben-
artige Schleimformationen, erschwerte
Aspiration (kaum noch moglich)

3.1.3.4 Lungenfunktionspriifung

Zur Durchfiihrung der Lungenfunktionsanalyse und der Atemkondensatgewinnung wurden
die Pferde in den klinikeigenen Zwangsstand verbracht und von zwei Hilfspersonen fixiert.

Alle Messungen fanden vormittags zwischen 8 und 11 Uhr statt. Fiir die Lungenfunktionsprii-
fung wurden die Pferde nicht sediert. Eine Osophagusballonsonde, wie von KREIME (1981)
beschrieben, diente zur Ermittlung des Interpleuraldruckes. Sie wurde nach vorheriger Ab-
messung iiber den ventralen Nasengang in den Mediastinalteil der Speiserdhre eingefiihrt und
anschlieend mit Klebeband am Halfter befestigt. Stark wehrhaften Pferden wurde fiir diesen
Vorgang eine Oberlippenbremse angelegt. Anschliefend wurde ein Dichtring liber die Nase
des Pferdes gezogen und die Atemmaske® aufgesetzt, welche mit einem Genickriemen am
Pferd fixiert wurde. Nach einer Adaptationsphase von 5 Minuten wurde die Osophagussonde

iiber einen Druckumformer mit der Registriereinheit’ verbunden und iiber einen Dreiwege-

* Firma Kegel, 49838 Lengerich, Deutschland
> PPG Hellige Servomed , EK 512 P Firma Hellige, 79100 Freiburg, Deutschland
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hahn mit 3 ml Luft aufgeblasen. An der Registriereinheit wurde der Interpleuraldruck-
Messbereich gewéhlt. Es konnten die Messbereiche 10, 20, 40 und 100 mm Hg ausgewdhlt
werden. Aulerdem wurden der Nullabgleich und die im Gerét integrierte Kalibrierung vorge-
nommen. Danach erfolgte das Aufsetzen des auf Korpertemperatur vorgeheizten Staudruck-
rohres® nach FLEISCH (1925) Nr. 5 mit einem Durchmesser von 6 cm auf die Atemmaske. In
der Registriereinheit wird aus den im Pneumotachographen entstehenden Luftdruckdifferen-
zen die Atemstromstirke bestimmt und durch Integration das Atemzugvolumen errechnet.
Synchron wurden Barogramm, Spirogramm und Pneumotachogramm mit einem Vorschub
von 25 mm/s auf Millimeterpapier’ aufgezeichnet. Es wurde solange gemessen, bis mindes-
tens 5 gleichméBige aufeinanderfolgende Atemziige aufgezeichnet waren. Aus den synchron
aufgezeichneten Kurven wurden anhand einer graphischen Auswertung die Werte fiir die Re-
sistance, die Compliance, das Atemzugvolumen, das Atemminutenvolumen, die Atemfre-
quenz, die Atemstromstirke und den maximalen interpleuralen Druckunterschied ermittelt
(SASSE 1973). Die jeweiligen Werte von 5 Atemziigen wurden gemittelt. Von besonderem
Interesse flir die im Rahmen dieser Arbeit erfolgte Auswertung waren die Werte fiir das

Atemzugvolumen, die Atemstromstirke und das Atemminutenvolumen.

3.1.3.5 Patientenklassifizierung

Wie in Tab. 11 angegeben, wurden die Befunde der oben genannten Untersuchungen nach
dem Score-System nach OHNESORGE et al. (1998) zusammengefasst. Dabei wurde der Sco-
re geringfiigig modifiziert, da in den eigenen Untersuchungen keine zytologische Untersu-
chung des Tracheobronchialsekretes erfolgte. Demzufolge war die hochste Punktzahl, die ein
hochgradig erkranktes Pferd erreichen konnte, 13 Punkte und nicht wie bei OHNESORGE et
al. (1998) beschrieben, 14 Punkte.

Zudem wurde folgendes Schema auf die grobsinnliche Bewertung des Tracheobronchial-
sekretes (letzter Punkt in Tab. 11) angewendet: Wie bereits in Tab. 10 angegeben, wurden
Sekretmenge und -viskositidt nach DICKMANN (1987) gewichtet. Eine Gesamtpunktzahl von
5-6 Punkten entsprach 1 Punkt im Score nach OHNESORGE et al. (1998). Eine Gesamt-
punktzahl im Endoskopie-Score von > 6 Punkten wurde im Gesamtscore nach OHNESORGE

et al. mit 2 Punkten gewichtet. Die in gewissem Mal} subjektive Bewertung der Ruhedyspnoe,

% Metabo, 1066 Espalinges, Schweiz
” Marquette Hellige Medical Systems Hellige No. 22614501, Schweiz
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der Auskultation, der Perkussion und der Endoskopie erfolgte in allen Fillen durch die Auto-

rin. Anhand des so modifizierten Scores nach OHNESORGE et al. (1998) erfolgte eine Zu-

ordnung der Patienten, wie in Tab. 12 angegeben, zu den 4 Gruppen: Ohne besonderen Be-

fund, geringgradige, mittelgradige und hochgradige COB.

Tab. 11: Score-System nach OHNESORGE et al. 1998 (leicht modifiziert)

Untersuchungsparameter Ergebnis Score
Husten vorberichtlich, 1
spontan oder auslosbar
Ruhedyspnoe verstarkt abdominal 1
Niisternbldhen und/oder 3
Dampfrinne
Auskultation Rasseln und Giemen 2
Perkussion des > eine handbreit erweitert 1
Lungenfeldes > zwei handbreit erweitert 2
A-aDO, 7 bis 14 mmHg 1
> 14 mmHg 2
Bifurcatio tracheae deutlich verdickt 1
Tracheobronchialsekret a) deutlich vermehrt 1
a) Menge b) miBig viskos
b) Viskositét a) hochgradig vermehrt 2
b) ziahviskos

Tab. 12: Einteilung des Grades der Erkrankung nach dem Score-System von OHNESORGE
et al. 1998 (leicht modifiziert)

Gruppe Score Grad der Erkrankung
1 0-1 ohne besonderen Befund
2 2-3 geringgradige COB
3 4-6 mittelgradige COB
4 7-13 hochgradige COB
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3.1.4 ATEMKONDENSATGEWINNUNG

Die Gewinnung des Atemkondensates erfolgte nach der Lungenfunktionspriifung, ebenfalls
im Zwangsstand. Die Umgebungsbedingungen wurden wéhrend der Messungen von Februar
1999 bis Mai 2000 mittels eines Haarhygrometers mit integriertem Thermometer registriert.

Die Raumtemperatur lag zwischen 14 und 21 °C, die Luftfeuchtigkeit zwischen 30 und 68 %.

3.1.4.1 Geritebeschreibung

In der vorgestellten Studie wurde ein in der Forschungsgesellschaft fiir Lungen- und Thorax-
erkrankungen mbH (FILT, Berlin) fiir die Humanmedizin entwickeltes und als Labormuster
gefertigtes Atemkondensatgerdt verwendet (s. Abb. 1). Das Verfahren und die Vorrichtung
zum Sammeln von ausgeatmetem Atemkondensat wurde 1995 zum Patent angemeldet (Pa-
tentanmeldung Nr. 19505504.7). Das Gerdt wurde der Autorin zur Anwendung beim Pferd
vom Erfinder zur Verfiigung gestellt. Es handelt es sich um eine Vorrichtung zur Sammlung
nicht-gasformiger Bestandteile der Ausatemluft. Sie besteht aus einer doppelwandigen, von
Kiihlflissigkeit durchstromten Rohre von 47 cm Lange und etwas iiber 12 mm Innendurch-
messer, mit einer zusétzlichen, auflen angebrachten Wirmeisolationsschicht. In den zylindri-
schen Hohlraum der Kiihlvorrichtung wird ein auswechselbares Probensammelrohr aus Tef-
lon mit einer Linge von 57 cm, einem AuBendurchmesser von 12 mm und einem Innen-
durchmesser von 10 mm eingeschoben (s. Abb. 3). Im Patent vorgesehen ist der Anschluf3 des
Teflonrohres tiber ein Mundstiick. Das Teflonrohr endet frei im Mundstiick, so dass Speichel
nicht in das Sammelrohr gelangen kann.

Fiir die Anwendung am Pferd wurde wegen des im Vergleich zum Menschen gro3en Exspira-
tionsvolumens und der darauf ausgelegten Geriteleistung iiber eine Trachealsonde ein Teil
des Exspirationsvolumens abgezweigt und durch das Probensammelrohr geleitet. Ein Nicht-
riickatmungsventil auf dem vom Pferd entfernten Ende des aus dem Kiihlaggregat herausra-
genden Sammelrohres bewirkte, dass nur die Exspirationsluft durch das Sammelrohr gelang-
te. Die Kiihlvorrichtung war iiber zwei isolierte Schlduche mit einem 46 cm x 38,5 cm x 22
cm groBen Kiihlgerit der Firma Haake® verbunden. Durch diesen Kiihlkreislauf wurde die
Ausatemluft auf -20 °C abgekiihlt, wobei Aerosole, Wasserdampf und andere nicht-

gasformige Bestandteile als Atemkondensat an der inneren Wandung des Sammelrohres

8 Gebr. Haake GmbH, 76227 Karlsruhe, Deutschland



52  Material und Methoden

abgeschieden wurden. Um die Kiihltemperatur zu erreichen, mufite das Gerit ca. 1,5 Stunden

vor Gebrauch eingeschaltet werden.

3.1.4.2 Gewinnung am Pferd

Bei sehr unruhigen oder widersetzlichen Pferden wurde eine Sedation mit Detedomidin® (10
ng/kg Korpergewicht iv) durchgefiihrt. Die Pferde wurden von zwei Helfern fixiert und wenn
notwendig wurde eine Oberlippenbremse angelegt. Eine nasenschlundsondenédhnliche Kunst-
stoffsonde (s. Abb. 3), deren Lange 170 cm, AuBendurchmesser 15 mm und Innendurchmes-
ser 11 mm betrug, wurde nach vorheriger Abmessung am Pferd iiber den ventralen Nasen-
gang und den Rachen in die Trachea bis kurz vor die Bifurcation eingefiihrt und anschlieSend
mit Klebeband am Halfter befestigt (schematische Darstellung in Abb. 4). Die Sonde lag si-
cher in der Trachea, wenn beim Schieben kein Widerstand zu verspiiren war und bei Aspirati-
on durch die einfiihrende Person kein Unterdruck erzeugt werden konnte, so dass ein Mitat-
men tiiber die Sonde mdglich war. Das rostrale Ende der Trachealsonde wurde mittels eines
Adapters auf das auswechselbare Probensammelrohr aus Teflon locker aufgesteckt, um die
Verbindung beispielsweise bei plotzlichem Kopfschiitteln oder Hustenstoen schnell 16sen zu
konnen (s. Abb. 2). Die Sammelperiode betrug 10 Minuten. Das Probensammelrohr wurde
nach dem Ausfrierungsvorgang sofort mittels Stopfen beidseitig verschlossen, gekennzeichnet

und im Tiefkiihlschrank bei -80 °C aufbewahrt.

? Domosedan®, Pfizer GmbH, 76139 Karlsruhe, Deutschland
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Abb. 1: Als Labormuster gefertigtes Atemkondensatgerit der FILT in Berlin

Abb. 2: Anwendung der Atemkondensatgewinnung am Pferd
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Abb. 3: Probensammelrohre aus Teflon, beidseitig verschlieBbar und Kunststoffsonde
zur Gewinnung von Atemkondensat beim Pferd

Abb. 4: Lage der Kunststoffsonde wihrend der Atemkondensatgewinnung
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3.1.4.3 Bestimmung der Atemkondensatmenge

Bei 37 Pferden wurden die Proben bei Raumtemperatur aufgetaut und anschlieend in steri-
len, vorher abgewogenen Serumrdhrchen aufgefangen. Durch nochmaliges Wiegen der Se-
rumréhrchen mit der darin befindlichen Probenfliissigkeit und anschlieBender Subtraktion der
Leerwerte wurde das Probengewicht ermittelt. Die Wéagungen erfolgten mittels einer Waage
(AE 160) der Firma Mettler'® mit einem Wigebereich von bis zu 10 g. Die Anzeige erfolgte
iiber ein 5-stelliges digitales Display, die Waagschale befand sich in einem verschlieBbaren
Glasgehduse zum Schutz vor Luftzug wihrend der Wagungen. Das Probenvolumen wurde
nach der Formel
m [g]
V [ml] =
p [g/em’]
berechnet.
m = Probengewicht
p = 0,998 g/cm’ (Dichte von Wasser bei 20° C)
Anschliefend wurden die Proben sofort wieder bei -80 °C eingefroren.
Weitere 31 Proben wurden auf Trockeneis (-80 °C) zu weiterfiihrenden Untersuchungen in
die FILT versendet. Dort erfolgte ebenfalls das Auftauen der Proben bei Raumtemperatur und
die Bestimmung der Probenmenge durch Wiegen auf einer Laborwaage der Firma Sartorius''
mit einem Wigebereich von bis zu 10 * g. Das Probenvolumen wurde wie oben ausgefiihrt
errechnet.

Bei 4 Pferden war es nicht moglich Atemkondensat zu gewinnen. Die Ursache dafiir wird auf

S. 65 (3.2.2.2) erlautert.
3.1.4.4 Bestimmung des Durchflussexspirationsvolumens
Die Bestimmung des Teils der Ausatmungsluft, der das Sammelrohr passiert (Durchfluss-

exspirationsvolumen), wurde bei 30 der insgesamt 72 untersuchten Pferde durchgefiihrt. Hier-

zu wurde vor das Nichtriickatmungsventil ein kleines Staudruckrohr'” nach FLEISCH (1925)

10 Mettler, 72458 Albstadt, Deutschland
"' Sartorius, 37079 Gottingen, Deutschland
'2 Gould Godart, Holland
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(1925) Nr.1 mit einem Durchmesser von 1,8 cm eingebaut. Der Atemstrom wurde zu einem
Pneumotachographen der Firma Gould" gefiihrt, welcher im Regelbetrieb das Atemzugvolu-
men (V) und die Summe der Inspirationsvolumina (Vy 1) misst. Durch Auswechseln der An-
schliisse wurde der Stromungsverlauf umgekehrt und somit die Summe der Exspirationsvo-
lumina

(Vs g) gemessen und kontinuierlich mittels eines Zweikanalschreibers (ebenfalls Gould) mit
einer Geschwindigkeit von 25 mm/min aufgezeichnet. Vor jeder Messung wurde das Gerét
nach Herstellerangabe neu kalibriert. Die Aufzeichnung erfolgte wihrend der gesamten
Probensammelzeit (10 min).

Es ergab sich ein Kurvenverlauf wie beispielhaft in Abbildung 5 zu erkennen. Die obere Gra-
phik zeigt ein Spirogramm, die untere Graphik zeigt die Aufzeichnung der Summe der Exspi-
rationsvolumina. Es sind mehrere parallele Kurven zu sehen, da der Schreiber nach Erreichen
des oberen Randes des Millimeterpapiers automatisch auf die Ausgangsposition zuriick-
sprang. Daher war eine graphische Auswertung durch Ausmessen von Vg und Addition der
Werte iiber den Probensammelzeitraum (2 Vg) notwendig. Bei den gewéhlten Einstellungen
entsprach 1 Liter = 3,2 mm +/- 0,2 mm. Das gesamte innerhalb des Messzeitraumes von 10
Minuten durch das Geridt ausgeatmete Volumen konnte somit nach folgender Formel berech-

net werden:

2 VE
Vse[ll=
32

13 Gould Medical BV, Bilthoven, Holland
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Abb. 5: Ausschnitt aus der graphischen Aufzeichnung des durch das Atemkondensatgerit

geleiteten Teils des Exspirationsvolumens

3.1.4.5 Untersuchungen zur Wiederholbarkeit der Atemkondensatgewinnung

Es wurden 4 Messungen mit einem Abstand von je 3 Tagen an zwei klinikeigenen Pferden
durchgefiihrt. Es handelt sich um einen zum Zeitpunkt der Untersuchung 7 Jahre alten Kalt-
blut-Kryptorchiden und einen 17 Jahre alten Warmblutwallach. Die erste Probennahme fand
jeweils auch Eingang in die Studie der Atemkondensatgewinnung.

Vor der ersten und nach der letzten Atemkondensatgewinnung erfolgte jeweils eine endosko-
pische Kontrolle der Trachea mit Videoaufzeichnung. Zur Tracheoskopie wurde ein 2,50 m
langes flexibles Fiberskop'* mit einem Durchmesser von 13 mm verwendet. Dabei wurde vor
allem bei der Abschlussendoskopie auf das Vorliegen von Schwellungen, Lédsionen und Ro6-
tungen der Trachealschleimhaut, bedingt durch die wiederholte Anwendung der Tracheal-
sonde, geachtet.

Die Atemkondensatgewinnung erfolgte im Zwangsstand nach der Methodik, wie sie unter

Punkt 3.1.4.2., S. 52 beschrieben ist.

' Firma Wolf, 75438 Knittlingen, Deutschland
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Die Pferde wurden vor jeder Messung mit Detomidin'® (10 pg/kg Korpergewicht iv) sediert.
Die Messungen wurden stets vormittags bei einer Umgebungstemperatur zwischen 14 und
16°C und einer Luftfeuchtigkeit zwischen 36 und 48 %, gemessen mittels eines Haarhygro-

meters mit integriertem Thermometer, durchgefiihrt.

15 Domosedan®, Pfizer GmbH, 76139 Karlsruhe, Deutschland
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3.1.5 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die Datenhaltung und die Datenauswertung, sowie die Erstellung der graphischen
Abbildungen im Rahmen der Ergebnisprisentation, erfolgte auf den Rechnern im lokalen
Rechnernetzwerk (LAN) der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des
Fachbereichs Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitit Gieen. Die statistischen
Auswertungen wurden unter Verwendung des Statistikprogrammpaketes BMDP/Dynamic,
Release 7,0 (DIXON 1993) durchgefiihrt. Die graphischen Darstellungen und Tabellen
wurden mit Hilfe der Programme Excel® (Version 7,0) und Word® (Version 9,0) der Firma
Microsoft (USA) erstellt. Zur Beschreibung der Daten wurden arithmetische Mittelwerte (x,),
Standardabweichungen (s) und Stichprobenumfinge (n) berechnet und tabellarisch
wiedergegeben. Bei rechtsschiefer Verteilung positiver quantitativer Merkmale wurde eine
logarithmische Transformation der Daten durchgefiihrt und die Datenbeschreibung mit Hilfe
von geometrischen Mittelwerten (x,) und Streufaktoren (SF) vorgenommen. Zur statistischen
Priifung des Gruppeneinflusses auf Signifikanz wurde bei den angendhert normalverteilten
Merkmalen eine einfaktorielle Varianzanalyse mit dem Programm BMDP7D durchgefiihrt.
Die Untersuchung der Zusammenhinge erfolgte bei den quantitativen Merkmalen mit Hilfe
von Korrelationsanalysen mit dem Programm BMDP6D unter Angabe des
Korrelationskoeffizienten (r) und dem Rangkorrelationskoeftfizienten nach Spearman (rs).

Bei der Benennung von Signifikanzen wurden folgende Bezeichnungen verwendet:

p <0,001 hoch signifikant (***)
p<0,01 signifikant (**)

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



60  Ergebnisse

3.2 ERGEBNISSE

3.2.1 ERGEBNISSE DER KLINISCHEN UNTERSUCHUNGEN EINSCHLIESSLICH
PATIENTENKLASSIFIZIERUNG

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Patientenklassifizierung nach dem leicht
modifizierten Score-System nach OHNESORGE et al. (1998) aufgefiihrt.

Insgesamt wurden 72 Pferde untersucht. Es handelte sich um 8 Pferde ohne besonderen
Befund (0-1 Punkt), 24 geringradig (2-3 Punkte), 23 mittelgradig (4-6 Punkte) und 17
hochgradig (7-13 Punkte) an COB erkrankte Pferde. Bei einem Pferd konnte auf Grund
starker Abwehr kein arterielles Blut fiir die Blutgasanalyse gewonnen werden. Bei diesem
erfolgte die Gruppenzuteilung allein nach dem Endoskopiebefund und der klinischen
Untersuchung, zumal die Ergebnisse der Blutgasanalyse in diesem Fall nichts an der
Gruppenzugehorigkeit (Gruppe der mittelgradig erkrankten Pferde) gedndert hétten. Dieses
Pferd ist nicht in Tab. 13 aufgenommen worden.

Die endgiiltige Einteilung in Erkrankungsgruppen erfolgte durch Addition der Teilpunkte, die
fir die Befunde der klinischen Untersuchung, der Blutgasanalyse und der
Tracheobronchoskopie  gegeben wurden. Der folgenden Tabelle konnen die

Gruppenmittelwerte mit Standardabweichungen entnommen werden.

Tab. 13: Einteilung in Erkrankungsgruppen nach dem Gesamtscoresystem

(arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen)

Erkrankungsgrad Gesamtscore
0.b.B. (n=218) 0,6 £0,5
ggr. (n=24) 2,6 £0,5
mgr. (n=22) 48+0,8
hgr. (n=17) 8,8+1,9

Die Durchfiihrung einer Lungenfunktionsanalyse war bei 67 Pferden moglich. 5 Pferde
widersetzten sich der diagnostischen MafBinahme. Auf eine Sedation wurde auf Grund der
dadurch beeinflussbaren MefBwerte verzichtet (DEWES et al. 1974). Die Ergebnisse aller

Untersuchungen befinden sich im Einzelnen im tabellarischen Anhang (8.3.) S. -5- bis -17-.
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3.2.1.1 Ergebnisse der klinischen Untersuchung

Die Ergebnisse der klinischen Untersuchung gingen wie auf S. 50, Tab. 11 beschrieben in das
Score-System nach OHNESORGE et al. (1998) ein.

In Tab. 14 wird die Verteilung der klinischen Symptome in den einzelnen
Erkrankungsgruppen aufgefiihrt. Dabei ist, wie zu erwarten, mit zunehmendem

Erkrankungsgrad eine Haufung der Befunde zu finden.

Tab. 14: Auspriagung und Verteilung der klinischen Symptome je nach Erkrankungsgrad

(Anzahl der Patienten)
Erkrankungsgrad Husten Ruhedyspnoe Auskultation Perkussion
Punktzahl 1 1 3 2 1 2
ob.B. (n=238) 2 1 0 0 0 0
ggr. (n=24) 17 12 0 1 0 0
mgr. (n=23) 23 15 0 2 2 0
hgr. (n=17) 17 11 5 14 3 2

3.2.1.2 Ergebnisse der arteriellen Blutgasanalyse

Wie in Tab. 15 aufgefiihrt, unterscheiden sich die Mittelwerte des arteriellen
Sauerstoffpartialdruckes (P,0;) in den vier Gruppen deutlich voneinander. Wahrend die
Werte bei den Tieren ohne besonderen Befund und den geringgradig erkrankten Tieren im
Referenzbereich von 100 £ 5 mm Hg (SASSE 1971; DEEGEN 1983) liegen, ergibt sich fiir
die mittelgradig erkrankten Tiere mit 89,6 mm Hg ein Abfall unter die Norm und bei den
hochgradig erkrankten Tieren ein deutlicher Abfall auf 80,6 mm Hg. Dies war zu erwarten, da
die Befunde des P,O; indirekt iiber die A-aDO, in die Bewertung nach dem Score-System
(OHNESORGE et al. 1998) einflieBen. Zur vollstandigen Beurteilung des Erkrankungsgrades
sind neben der A-aDO; auch der P,O;, und der P,CO, von Bedeutung, weswegen diese hier
zusédtzlich aufgefiihrt werden.

Die Mittelwerte des Kohlendioxidpartialdruckes (P,CO,) liegen bei allen Gruppen im
Referenzbereich von 40 £ 5 mm Hg (SASSE 1971). Die Mittelwerte der alveolo-arteriellen
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Sauerstoffdifferenz (A-aDO;) liegen bei den Pferden ohne besonderen Befund und den
geringgradig erkrankten Pferden im Referenzbereich von 5,4 + 5,1 mm Hg (KLEIN und
DEEGEN, 1986) und sind bei den mittel- und hochgradig erkrankten Pferden mit 13,9 bzw.
22,9 mm Hg deutlich erhoht. Wie die Werte der Alveolo-arteriellen Sauerstoffdifferenz in die

Gesamtbeurteilung eingehen ist auf S. 50, Tab. 11 beschrieben.

Tab. 15: Arterielle Blutgaspartialdriicke je nach Erkrankungsgrad aufgeteilt

(arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen)

Erkrankungsgrad P,O; (mm Hg) P,CO; (mm Hg) A-aDO; (mm Hg)
0.b.B. (n=28) 99,9+3,3 45,1+ 1,7 39+42
ggr. (n=24) 96,3 + 6,8 46,2 £3,2 5,8+ 6,1
mgr. (n=22) 89,6 £ 10,6 449+ 2,7 13,9+104
hgr. (n=17) 80,9 + 10,6 45,6 + 3,8 22,9499

3.2.1.3 Ergebnisse der Tracheobronchoskopie

Die Bewertung der Endoskopiebefunde erfolgte nach dem Endoskopie-Score nach
DICKMANN (1987), wie auf S. 48, Tab. 10 beschrieben. Die arithmetischen Mittelwerte der
erhaltenen Gesamtpunktzahlen werden im Folgenden tabellarisch nach Erkrankungsgrad

geordnet aufgefiihrt.

Tab. 16: Endoskopiebefunde je nach Erkrankungsgrad aufgeteilt

(arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen)

Erkrankungsgrad Endoskopiescore (Gesamtpunktzahlen)
0.b.B. (n=28) 2,3+1,7
ggr. (n=24) 4,6+1,9
mgr. (n=23) 69+ 14
hgr. (n=17) 7,1+1,7
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Die Ergebnisse der Endoskopiebefunde gingen wie auf S. 49 (3.1.3.5) beschrieben auch in die
Gesamtwertung (Score-System nach OHNESORGE et al. 1998) ein. In diesem Gesamtscore
werden zusitzlich die Pferde mit hochgradiger Schleimhautschwellung (ggr. COB: n = 1,
mgr. COB: n = 2, hgr. COB: n = 9), mit einem Punkt beriicksichtigt. Da die
Endoskopiebefunde zur Einteilung in die Erkrankungsgruppen herangezogen wurden, sind die

Befunde so zu erwarten gewesen.

3.2.1.4 Ergebnisse der fiir die Studie relevanten Lungenfunktions-Parameter

Auf die Probenmenge konnten, neben dem Durchflussexspirationsvolumen, dessen
Ergebnisse unter Punkt 3.2.2.6 (S. 69) besprochen werden, folgende Parameter einen Einfluss
besitzen: das Atemzugvolumen und das Atemminutenvolumen, aber auch die
Atemstromstirke und die Atemfrequenz sind bei der Atemkondensatgewinnung mittels Sonde
auf einen Zusammenhang zur Probenmenge zu priifen. In Tab. 17 werden die Werte der
genannten Parameter in den einzelnen Erkrankungsgruppen aufgefiihrt. Dargestellt sind die
Ergebnisse von den 63 Pferden, bei denen die Atemkondensatgewinnung und die
Lungenfunktionsanalyse mdoglich war. Die Lungenfunktionsparameter waren nicht fiir die

Einteilung in Erkrankungsgruppen verantwortlich.

Tab. 17: Ausgewihlte Lungenfunktionsparameter in den einzelnen Erkrankungsgruppen

(arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen)

Erkrankungsgrad \AQ) AMY (1) Ast.(I/min) fr (/min)
o0b.B. (n=7) 7,5+2,1 136 + 33,0 450 +220 19,5+8,2
ggr. (n=23) 7,127 106 + 31,4 312 £ 104 17,1+£7.2
mgr. (n=19) 6,6 +1,7 122 + 30,0 447 + 139 19,2 +4,7
hgr. (n=14) 57+1,7 125+26,4 477 £ 187 23,8+12,0

V = Atemzugvolumen (1), AMV = Atemminutenvolumen (1), Ast. = Atemstromstérke (1/min)

fr = Atemfrequenz (/min), 0.b.B. = ohne besonderen Befund
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Auffallend ist ein leichter Abfall der Atemzugvolumina mit zunehmendem Erkrankungsgrad
und eine Erhdhung der Atemfrequenz in der Gruppe der hochgradig erkrankten Pferde bis auf
etwa 24 Atemziige/min. Die Ergebnisse der Atemstromstirke und des Atemminutenvolumens
zeigen keine deutlichen Unterschiede zwischen den Gruppen. Der hochste Mittelwert ist zwar
bei der Atemstromstirke mit 477 1/min bei den hochgradig erkrankten Pferden zu finden,
jedoch liegt er nur knapp iiber dem Wert der gesunden Pferde mit 450 1/min, bei denen
zusdtzlich die grofite Standardabweichung von 220 1/min zu finden ist. Der hdochste
Mittelwert beim Atemminutenvolumen ist mit 136 1 in der Gruppe der gesunden Pferde zu
finden. Innerhalb der erkrankten Pferde zeigt sich eine leichte Tendenz zur Erhéhung der

Werte mit zunehmendem Erkrankungsgrad.

3.2.2 ERGEBNISSE ZUR ATEMKONDENSATGEWINNUNG

Nachfolgend werden die Ergebnisse aller Parameter, die im Zusammenhang mit der
Atemkondensatgewinnung stehen, aufgefiihrt. Dabei wird zundchst auf die Erfahrungen im
Umgang mit dem zur Verfiigung stehenden Atemkondensatgerit eingegangen sowie auf die
Akzeptanz bei den Patienten und letztendlich auf die direkt mit der Probennahme

einhergehenden Daten.

3.2.2.1 Handling des Atemkondensatgerétes

Das von der FILT zur Verfiigung gestellte und als Labormuster gefertigte
Atemkondensatgerit war im Gegensatz zu den neueren Geriten (Eco-Screen”, Firma Jaeger-
Toennies') recht groB und schwer, so dass es nur mit Hilfe eines Rollwagens ohne groBe
Miihe transportiert werden konnte. Von Nachteil war auch die Abkiihldauer von ca. 1,5
Stunden bis das Gerit die volle Kiihlleistung von -20 °C erreicht hatte. Spontane Messungen
waren somit nicht moglich.

Der vom Kiihlgerét verursachte Gerduschpegel war nicht sehr hoch. Es war nur ein leises
Summen zu horen, an welches sich die Pferde schnell gewdhnt hatten, was von Vorteil fiir die
10- miniitige Messperiode war.

Wihrend der Messung war darauf zu achten, dass das Nichtriickatmungsventil einwandfrei
arbeitete und dass bei Hustenstolen die Verbindung zum Sammelrohr durch Abziehen der

Sonde kurz unterbrochen wurde, damit kein Sekret in das Probensammelrohr gelangen

! Erich Jaeger GmbH, 97204 Hochberg, Deutschland
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konnte. AuBlerdem musste ebenfalls zur Vermeidung von Sekretkontaminationen das
Sammelrohr leicht angehoben werden, so dass der pferdeferne Pol hoher lag.

Der personelle Aufwand war nicht groer als zur Durchfiihrung einer
Lungenfunktionsuntersuchung. Eine Person musste das Pferd fixieren, bei widersetzlichen
Pferden war noch eine zweite Person erforderlich, und eine weitere Person musste das
Kiihlrohr halten und die Probennahme iiberwachen.

In der iiberwiegenden Zahl der Probennahmen (94 %) konnte Atemkondensat gewonnen
werden. Ein Teflonrohr war nicht ausreichend verschlossen worden, so dass beim Auftauen
die Kondensatfliissigkeit austrat. Das Handling der recht langen (57 ¢cm) Probenrdhren war
etwas umstdndlich. Beim Versand der entsprechend groflen Behéltnisse, die mit Trockeneis

gekiihlt werden mussten, ergaben sich hohe Versandkosten.

3.2.2.2 Akzeptanz der Untersuchung

Von insgesamt 72 untersuchten Pferden konnte bei 68 Pferden (94 %) Atemkondensat
gewonnen werden. Bei 3 Ponys gelang es auch unter endoskopischer Kontrolle nicht, die
Sonde in die Trachea einzufiihren, da der Rachenraum zu kurz fiir die vorgebogene Sonde
war. Bei einem GroBpferd wurden die Versuche, die Sonde einzufiihren, auf Grund von
Nasenbluten abgebrochen. Die Ergebnisse der Lungenfunktionsuntersuchung, der arteriellen
Blutgasanalyse, der Korpertemperatur und des Korpergewichtes der Ponys, bei denen keine
Atemkondensatgewinnung moglich war, sind im Anhang S.-15-, Tab. V gesondert aufgefiihrt.
Hier ergaben sich auBler dem niedrigeren Korpergewicht (x, = 353 kg) keine Auffilligkeiten
im Vergleich zu den restlichen Pferden (x, = 527 kg). Bei 7 Pferden (10,3 %) erfolgte auf
Grund starker Unruhe oder Hustens die Atemkondensatgewinnung nach Sedation mit
Detomidin® (10 pg/kg Koérpergewicht iv). Bei Pferden mit starkem Hustenreiz nach dem
Einfiihren der Sonde wurde vor der Probennahme abgewartet, ob sich die Pferde an die Sonde
gewohnen und von selbst authoren zu husten. Falls dies nicht der Fall war, konnte der Husten
in allen Fillen durch die Sedation soweit unterdriickt werden, dass eine reibungslose
Probennahme moglich war. Eine Lokalanisthesie war fiir die Probennahme nicht erforderlich.
In der iiberwiegenden Zahl der Probennahmen (89,7 %) tolerierten die Pferde die Sonde gut

und blieben wihrend der 10-miniitigen Sammelperiode ruhig.

2 Domosedan®, Pfizer GmbH, 76139 Karlsruhe, Deutschland
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3.2.2.3 Atemkondensatmenge

Die Ergebnisse der Atemkondensatmenge sind statistisch normalverteilt, so dass
arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen der Werte berechnet werden.

Es wurden nur 67 Mengenbestimmungen durchgefiihrt, da eine Probe beim Auftauen
ausgelaufen ist.

Mittelwert und Standardabweichung der verbleibenden Probenvolumina (n = 67) liegen bei
0,83 + 0,45 ml/10 min. Die Spannbreite der ermittelten Werte liegt zwischen 0,03 — 2,3 ml/10
min.

Zusitzlich erfolgte eine Aufspaltung in Erkrankungsgruppen, um eventuelle Zusammenhinge
zwischen Atemkondensatmenge und Erkrankungsgrad darzustellen (Abb. 6). Rechnerisch
wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse zum Mittelwertvergleich der Atemkondensatmenge
zwischen den Gruppen durchgefiihrt. Hierbei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
der Werte zwischen den Gruppen (p = 0,246). AuBBerdem erfolgte die Berechnung des Rang-
Korrelationskoeffizienten nach Spearman zur Uberpriifung einer méglichen Korrelation
zwischen der Atemkondensatmenge und dem Krankheitsgrad. Hierbei ergab sich mit r; = 0,11
und p = 0,361, dass kein signifikanter Zusammenhang zwischen Atemkondensatmenge und
Grad der Erkrankung besteht. Dies wird auch in Abb. 6 veranschaulicht, in der eine

graphische Darstellung der mittleren Atemkondensatmengen im Gruppenvergleich erfolgt.
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Abb. 6: Atemkondensatmenge (ml/10 min) aufgeteilt nach Erkrankungsgruppen,

Darstellung arithmetischer Mittelwerte mit Standardabweichungen

3.2.2.4 Verhéltnis der Atemkondensatmenge zur Atemstromstérke

Die Atemkondensatmenge wird in ihrem Verhiltnis zur Atemstromstirke in Abb. 7 graphisch
dargestellt. Bei der Korrelationsanalyse ergab sich ein Korrelationskoeffizient von r = 0,37 (n
= 62). Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Atemkondensatmenge und

der Atemstromstérke (p < 0,01).
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Abb. 7: Verhiltnis der Atemkondensatmenge zur Atemstromstirke

3.2.2.5 Einfluss weiterer Parameter auf die Atemkondensatmenge

Mit Hilfe von Korrelationsanalysen wurde der Einfluss von sdmtlichen weiteren Parametern
der Lungenfunktion (Atemzugvolumen, Atemminutenvolumen, Atemfrequenz, Resistance,
Compliance, maximale interpleurale Druckdifferenz) und der Blutgasanalyse (P,O,, P,CO,,
A-aD0O,) sowie der FEinfluss der Korpertemperatur, des Korpergewichtes, und der
Umgebungsbedingungen (Luftfeuchtigkeit, Raumtemperatur) auf die Atemkondensatmenge
tiberpriift. Die Ergebnisse befinden sich im Anhang auf S. -16-, Tab. VI. Auler der bereits
erwahnten Korrelation der Atemkondensatmenge zur Atemstromstérke r = 0,37 (bei p < 0,01)
findet sich noch eine schwach signifikante Korrelation (p < 0,05) der Atemkondensatmenge

zur Atemfrequenz (r = 0,24). Ansonsten waren keine weiteren Signifikanzen festzustellen.
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3.2.2.6 Durchflussexspirationsvolumina

Bei 30 Pferden (2 ohne besonderen Befund, 14 geringgradige, 8 mittelgradige, 6 hochgradige
COB) wurde wihrend der Atemkondensatgewinnung durch Einbau eines Staudruckrohres
(FLEISCH Nr. 1) vor dem Nichtriickatmungsventil zusdtzlich eine Messung der
Durchflussexspirationsvolumina (der durch das Gerdt geleitete Teil der Exspirationsluft)
durchgefiihrt, da direkte Zusammenhinge zur Atemkondensatmenge vermutet wurden (s. S.
72 Abb. 9). Es ergibt sich bei den Durchflussexspirationsvolumina eine rechtsschiefe
Verteilung der Werte, so dass die Daten vor der statistischen Auswertung logarithmiert
werden mussten. Daher erfolgt die Angabe geometrischer Mittelwerte (x,) und Streufaktoren
(SF). Es ergibt sich fiir das Durchflussexspirationsvolumen ein Mittelwert von

41,7 = 2 1/10 min. Messperiode. Die Spannbreite der ermittelten Werte liegt zwischen 8,75 —
140 1/10 min. In Abb. 8 erfolgt die graphische Darstellung der Mittelwerte der Ergebnisse der
Durchflussexspirationsvolumina nach Erkrankungsgruppen aufgeteilt. Die einfaktorielle
Varianzanalyse der Logarithmen der Durchflussexspirationsvolumina zum
Mittelwertvergleich der Gruppen untereinander ergibt keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Erkrankungsgruppen (p = 0,9) s. Abb. 8. Die Berechnung des Rang-
Korrelationskoeffizienten nach Spearman (r; = 0,1) ergibt keine Korrelation zwischen

Durchflussexspirationsvolumen und Erkrankungsgrad (p = 0,6).
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Abb. 8: Durchflussexspirationsvolumina aufgeteilt nach Erkrankungsgruppen,

Darstellung geometrischer Mittelwerte mit Streufaktoren

Es wurde zusitzlich der prozentuale Anteil des Durchflussexspirationsvolumens am
gesamten, in 10 Minuten Sammelzeit ausgeatmeten Volumen (Atemminutenvolumen mal 10)
berechnet.

Hierbei ergibt sich ebenfalls eine rechtsschiefe Verteilung der Werte mit einer Spannbreite
von 1,0 — 10,6 % Anteil des Durchflussexspirationsvolumens am Gesamtexspirations-
volumen. Bei der Berechnung des geometrischen Mittelwertes mit zugehdrigem Streufaktor
erhdlt man einen Wert von 3,6 % £ 2 %.

Es ergab sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem prozentualen Anteil des
Durchflussexspirationsvolumens am Gesamtvolumen und sdmtlichen Parametern der
Lungenfunktion (s. 3.2.2.5, S. 68) sowie der Blutgasanalyse, der Korpertemperatur und dem
Korpergewicht.

Es besteht jedoch eine schwach signifikante Korrelation (p < 0,05) zur Atemkondensatmenge

mit einem Korrelationskoeffizienten von r= 0,38 (n=29).
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3.2.2.6.1 Verhiltnis der Durchflussexspirationsvolumina zur Atemkondensatmenge

Die Priifung von Durchflussexspirationsvolumen und Atemkondensatmenge auf signifikante
Zusammenhinge ergibt einen Korrelationskoeffizient von r = 0,49. Dieser Zusammenhang
zwischen Atemkondensatmenge und Durchflussexspirationsvolumen ist statistisch signifikant
(p =0,007).

Bei der Berechnung der Korrelationen fiir die einzelnen Erkrankungsgruppen ergibt sich fiir
die geringgradig erkrankten Pferde (n = 13) eine signifikante Korrelation (p < 0,01) zwischen
Durchflussexspirationsvolumen und Atemkondensatmenge mit einem Korrelationskoeffizient
von r = 0,64, die mittelgradig erkrankten Pferde (n = &) weisen mit einem
Korrelationskoeffizient von r = -0,19 und p > 0,05 keine signifikante Korrelation der beiden
Parameter zueinander auf und die hochgradig erkrankten Pferde (n = 6) weisen mit r = 0,92
und p < 0,01 eine signifikante Korrelation zwischen Durchflussexspirationsvolumen und
Atemkondensatmenge auf.

Es ist auffallend, dass in der Gruppe der mittelgradig erkrankten Tiere keine signifikante
Korrelation der beiden Parameter zueinander besteht, wohingegen in der Gruppe der gering-
und hochgradig erkrankten Tiere eine signifikante Korrelation des
Durchflussexspirationsvolumens zur Atemkondensatmenge besteht. Die beste Korrelation
weisen die hochgradig erkrankten Pferde mit r = 0,92 auf. In Abb. 9 erfolgt die graphische
Darstellung der Zusammenhdnge zwischen  Durchflussexspirationsvolumen  und
Atemkondensatmenge. Auffillig sind 3 auBlerhalb der Punktwolke liegende Datenpunkte,
welche als Dreiecke dargestellt werden. Die drei Ausreiller gehdren alle zur Gruppe der
mittelgradig erkrankten Pferde, was den niedrigen Korrelationskoeffizient in dieser Gruppe
erklart. Weiterhin ist die Atemkondensatmenge bei den mittelgradig erkrankten Pferden am
groBten (s. Abb. 6, S. 67), was auch eine Begrindung fiir den niedrigen

Korrelationskoeffizient in dieser Gruppe sein kann.
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Abb. 9: Verhiltnis der Durchflussexspirationsvolumina zur Atemkondensatmenge

3.2.2.6.2 Einfluss weiterer Parameter auf das Durchflussexspirationsvolumen

Die Korrelationen zwischen den Parametern der Lungenfunktion (Atemzugvolumen,
Atemminutenvolumen, Atemfrequenz, Resistance, Compliance, maximale interpleurale
Druckdifferenz), der Blutgasanalyse (P,0,, P,CO,, A-aDQ;), der Kd&rpertemperatur, des
Korpergewichtes und der Umgebungsbedingungen (Luftfeuchtigkeit, Raumtemperatur) zum
Durchflussexspirationsvolumen wurden berechnet (s. Anhang S. -17-, Tab. VII). Es ergaben

sich keine signifikanten Zusammenhéange.

3.23 ERGEBNISSE ZUR WIEDERHOLBARKEIT DER
ATEMKONDENSATGEWINNUNG

Die Atemkondensatgewinnung wurde, wie unter 3.1.4.5 (S. 57) beschrieben, wiederholt bei

den beiden Klinikspferden durchgefiihrt. Die Pferde wurden sediert, um Husten wahrend der

1000



Ergebnisse 73

Gewinnung zu unterbinden und eine gleichmifige, ruhige Atmung zu gewéhrleisten. Beide
Pferde akzeptierten daher auch bei wiederholter Anwendung das Einfiihren der Sonde ohne
Widerstand, es war lediglich ein Helfer notwendig, um die Pferde zu fixieren. Die 10-
miniitige Sammelperiode wurde von beiden Pferden immer ohne Unruhe oder sonstige
Anzeichen des Unwohlseins abgewartet. Auch nach den Sammelperioden verhielten sich die
Pferde unauffillig.

Die Eingangsendoskopie ergab bei beiden Pferden den Befund einer intakten Schleimhaut in
Trachea und Hauptbronchien, frei von Rétungen oder Schwellungen. Die Sekretmenge und
-viskositdt wurden nach dem Endoskopie-Score von Dickmann (S. 48, Tab. 10) bewertet. Die
Ergebnisse sind in Tab. 18 auf S. 74 unter ,,Endoskopie 1 aufgefiihrt.

Die Abschlussendoskopie, nach insgesamt 4 Messungen im Abstand von je 3 Tagen, ergab
bei beiden Pferden auf Hohe der 110 cm - Markierung des Endoskopes, welche genau mit der
Position des Sondenendes iibereinstimmte, eine leichte, fleckige Rotung der ventralen
Trachealschleimhaut. Die Befunde der Sekretmenge und -viskositit sind unter ,,Endoskopie
2 in Tab. 18 auf S. 74 aufgefiihrt. Bei Pferd 1 ergab sich eine Verminderung der Score-
Punkte, bei Pferd 2 eine Erhohung. Die Sekretproduktion in den Atemwegen des Pferdes
variiert erfahrungsgemil immer geringfiigig, so dass die wechselnden Befunde nicht
aullergewodhnlich sind.

Die Mittelwerte der Atemfrequenz nach der Sedation mit bereits intratracheal placierter
Sonde sind ebenfalls in Tab. 18 aufgefiihrt. Die Werte liegen zwischen 14 und 10
Atemziige/min, wobei Pferd 1 den hoheren Mittelwert aufweist. Der zeitliche Verlauf der
Atemfrequenzen an den sedierten Pferden mit Sonde ist in Abb. 10 graphisch dargestellt. Hier
wird ebenfalls deutlich, dass Pferd 1 in der iiberwiegenden Zahl der Messungen die hoheren
Atemfrequenzen hat.

Die Werte der jeweils erhaltenen Probenmengen sind normalverteilt, es werden fiir jedes
Pferd die arithmetischen Mittelwerte und Standardabweichungen in Tab. 18 angegeben. Bei
beiden Pferde wurde im Mittel dieselbe Probenmenge von 1,1 ml/10 min gesammelt (die
Standardabweichung lag jeweils bei 0,4 und 0,5 ml/10 min). Die Spannbreite der Werte liegt
bei Pferd 1 zwischen 0,66 — 1,65 ml/10 min und bei Pferd 2 zwischen 0,5 — 1,7 ml/10 min. In
Abb. 11 sind die Probenvolumina beider Pferde iiber den Messzeitraum graphisch dargestellt.
Es fallen hier durchaus individuell verschiedene Mengen an den 4 verschiedenen

Sammeltagen auf.
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Es wurde der intraindividuelle Variabilitdtskoeffizient der Probenmenge fiir beide Tiere
berechnet und gemittelt. Es ergab sich eine Variation von 40 % zwischen den Messwerten.

Die Mittelwerte der Korperinnentemperatur, die jeweils vor den Probennahmen gemessen
wurde, mit zugehorigen Standardabweichungen sind ebenfalls fiir beide Pferde in Tab. 18
aufgeflihrt. Hier ergeben sich keine Auffilligkeiten. Die Messungen von Luftfeuchtigkeit und
Raumtemperatur erfolgte jeweils kurz vor den Probennahmen. Die Ergebnisse der Mittelwerte
beider Parameter befinden sich ebenfalls in Tab. 18. Die Raumtemperatur lag im Mittel bei 15
+ 1 °C mit einer Spannbreite zwischen 14 und 17 °C. Die Luftfeuchtigkeit lag im Mittel bei

44 + 5,5 % mit einer Spannbreite zwischen 36 und 50 %.

Tab. 18: Ergebnisse der untersuchten Parameter wahrend der vier wiederholt

vorgenommenen Atemkondensatgewinnungen

Parameter Pferd 1 Pferd 2
Atemfrequenz
sediert (Atemziige/min) ta= 231 10231
Probenmenge 1,1+0,4 1,L1£0,5
(ml/10 min)
Korpertemperatur 37,1 + 0,095 37,4+0,2
(°O)
Luftfeuchtigkeit 445+ 62 44 + 57
(%)
Raumtemperatur 153+13 153+1,3
(°O)
Endoskopie 1 (1. Tag) 5 0
(Score n. Dickmann)
Endoskopie 2 (13. Tag) 9 2
(Score n. Dickmann)
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Abb. 10: Entwicklung der Atemfrequenzen der beiden sedierten Pferde mit bereits plazierter
Trachealsonde im zeitlichen Verlauf direkt vor der Atemkondensatgewinnung
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Abb. 11: Gewonnene Atemkondensatmenge der beiden Pferde wiahrend der wiederholten
Atemkondensatgewinnung
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4. DISKUSSION

4.1 DISKUSSION DER METHODIK

4.1.1 PATIENTENGUT UND PATIENTENEVALUATION

Bei den untersuchten Tieren handelte es sich um Pferde des Patientengutes der Medizinischen
und Gerichtlichen Veterinirklinik, Professur fiir Innere Krankheiten der Pferde der Justus-
Liebig-Universitidt GieBen sowie zwei klinikseigene Pferde. Die Pferde des Patientengutes
wurden mit der Verdachtsdiagnose chronisch obstruktive Bronchitis (COB) zwischen
November 1998 und Mai 2000 stationédr aufgenommen. Sie wurden anhand ihrer klinischen
Symptome und weiterfithrender Untersuchungen in die Gruppen ohne besonderen Befund,
geringgradig, mittelgradig und hochgradig an COB erkrankt eingeteilt. Dabei wurde zur
Gruppeneinteilung das leicht modifizierte Score-System nach OHNESORGE et al. (1998)
herangezogen, in welchem, neben klinischen Aspekten (Husten, Dyspnoe, Auskultation,
Perkussion), auch die Tracheobronchoskopiebefunde (Sekretmenge/-viskositit, aber nicht
mikroskopische Beurteilung) und die arterielle Blutgasanalyse beriicksichtigt werden. Dieses
Score-System wurde gewéhlt, da es auf Grund der Einbeziehung der wichtigsten klinischen
und labordiagnostischen Parameter die Bewertung des Schweregrades einer chronischen
Lungenerkrankung beim Pferd optimiert. ROTINSULU (1995) und SCHUTZ (1999) nutzten
zur Bewertung des Schweregrades der COB selbstentwickelte Scores, die sich im
Wesentlichen mit den Bewertungskriterien im Score von OHNESORGE et al. (1998) decken.
Bei allen Autoren flieen sowohl vorberichtliche Aspekte wie Husten und Leistungsabfall, als
auch klinische Befunde wie Ruhedyspnoe, Auskultationsbefunde,
Tracheobronchoskopiebefunde (Sekretmenge/-viskositit) und arterielle Blutgaswerte in die
Bewertung ein. Die Perkussionsbefunde und die mikroskopische Beurteilung des
Tracheobronchialsekretes (Anteil an Makrophagen und neutrophilen Granulozyten) werden
bei ROTINSULU (1995) und SCHUTZ (1999) nicht fiir die Patientenklassifizierung
herangezogen. In der vorliegenden Arbeit orientierte sich die Bewertung im Wesentlichen an
dem Score System von OHNESORGE et al. (1998) mit Ausnahme der mikroskopischen
Beurteilung des Tracheobronchialsekretes. Diese wurde nicht in die Bewertung
aufgenommen, da die restlichen, zuvor genannten Untersuchungen als ausreichend fiir die
Beurteilung des Schweregrades der Erkrankung angesehen wurden. Das Problem bei der

Anwendung des Scores nach OHNESORGE et al. (1998) liegt darin, dass die Bewertung der
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Ruhedyspnoe, der Auskultations-, Perkussions- sowie der Endoskopiebefunde (Sekretmenge/-
viskositdt, Schleimhautschwellung) in einem gewissen Grad der Subjektivitit des
Untersuchers unterliegt. In der hier vorliegenden Untersuchung wurde die Bewertung in allen
Féllen von der Autorin durchgefiihrt. Da bei den genannten Untersuchungen bisher keine
objektiven Messgroflen erhoben werden konnen, ist die Bewertung anhand von Score-
Punkten bislang die einzige Mdglichkeit, die Parameter in eine Beurteilung einflieBen zu
lassen. Aber auch bei der Bewertung nach einem Score-System ist es moglich, dass Pferde
mit Atemwegserkrankungen (z. B. interstitielle Pneumonie) nicht erkannt werden, wie am
Beispiel des Patienten Nr. 4 (Tab. Illa, S. -9-, Tab. IVa, S. -12-) deutlich wird. Dieses Pferd
hat offensichtlich eine Atemwegserkrankung (P,O, = 93,4 mm Hg, AP;max = 11,56 cm H,O,
R = 10,0122 cm H,O/l/min). Da der Patient jedoch endoskopisch und klinisch ohne Befund
war, wurde er in der Gesamtbewertung mit 1 Scorepunkt, der sich aus der erhohten A-aDO,
ergab, ,,zu gut® bewertet. Dies wire nicht so, wenn in das Scoresystem zusétzlich die
Lungenfunktionsparameter einflieBen wiirden.

Die durchgefiihrte objektive Lungenfunktionspriifung erfolgte nach einem seit Jahren in der
Abteilung fir Innere Krankheiten der Pferde der Universitit Gieflen etablierten und
routineméfig durchgefiihrten Verfahren. IThre Methodik wird daher hier nicht weiter

diskutiert.

4.1.2 ATEMKONDENSATGEWINNUNG

Die Atemkondensatgewinnung stellt ein diagnostisches Verfahren dar um vor allem nicht-
fliichtige Substanzen und Mediatoren aus den tiefen Atemwegen mittels einer nicht invasiven
Methodik zu gewinnen. Dabei wird die Atemluft durch die Kiihlvorrichtung eines
Atemkondensatgerites geleitet und durch Abkiihlung auf -20 bis -40 °C zur Kondensation
gebracht. In dem so gewonnenen Atemkondensat konnen beim Menschen bisher eine Vielzahl
an Substanzen analysiert werden, s. Literaturiibersicht (2.3.2, S. 16). Beim Tier wurde das
Verfahren bisher beim Kalb und beim Schwein angewendet, wobei vor allem die Bestimmung
des Entziindungsmediators LTB; im Atemkondensat eine grofe Rolle spielte, s.
Literaturiibersicht (2.3.4, S. 42). Nach Wissen der Autorin wurde die

Atemkondensatgewinnung in der vorliegenden Studie erstmals am Pferd angewendet.
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4.1.2.1 Einsatz des Atemkondensatgerites und Anwendung am Pferd

Das hier fiir die Messung am Pferd verwendete Atemkondensatgerit ist urspriinglich ein fiir
die Anwendung am Menschen konzipiertes Labormuster. Es wurde beim Menschen {iber ein
Mundstiick mit Speichelfalle betrieben und musste fiir die Anwendung am Pferd modifiziert
werden. Das Originalgerdt besitzt nur eine begrenzte Ausfrierkapazitit fiir ein
Atemzugvolumen von ca. 0,5 1. Bei extrem hoheren Atemzugvolumina, wie sie bei einem
Pferd von etwa 500 kg Korpergewicht mit ca. 6 1 in Ruhe-Atmung zu erwarten ist, ist die
vollsténdige Kondensation der Atemluftbestandteile nicht gewihrleistet. Daher konnte die
Atemkondensatgewinnung nicht wie beim Kalb, welches dhnlich hohe Atemzugvolumina wie
der Mensch aufweist, liber eine Atemmaske erfolgen. Die Pferde hdtten gegen einen zu hohen
Widerstand atmen miissen, da das gesamte In- und Exspirationsvolumen den Engpass des
lediglich 10 mm im Durchmesser betragenden Teflonsammelrohres passieren miisste. Eine
einfache Moglichkeit, den Engpass zu umgehen und dem Pferd ein unverdndertes
Weiteratmen wéhrend der Atemkondensatgewinnung zu gewihrleisten, bestand darin,
lediglich einen Teil der Ausatemluft durch das Gerdt zu leiten. Dies wurde mit einer
intratracheal plazierten Kunststoffsonde, die mit einem AuBendurchmesser von 15 mm
wesentlich kleiner als der Trachealdurchmesser war, gelost. Die Pferde waren mit in der
Trachea liegender Sonde in der Lage, normal weiterzuatmen, auch wenn sie sich erst an den
Fremdkorper in der Nase gewohnen mussten und bei manchen Pferden anfénglich ein leichter
Hustenreiz bestand. Eine Lokalandsthesie war fiir die Probennahme in keinem Fall
erforderlich. Das Plazieren der Sonde in der Trachea war vergleichbar mit dem Schieben einer
Nasenschlundsonde. Die Pferde versuchten zwar meistens, die Sonde abzuschlucken, dem
konnte jedoch durch Anheben des Kopfes bis etwa die Stromlinie waagerecht zum Boden
erreicht war entgegengewirkt werden. Die Plazierung der Sonde nahm im Durchschnitt nicht
langer als 1 Minute in Anspruch. Mit der nachfolgenden Sammelperiode von 10 Minuten
ergibt sich ein geringer Zeitaufwand fiir das beschriebene Verfahren.

Der Vorteil der bei Mensch und Kalb vollstindig nichtinvasiv betriebenen
Atemkondensatgewinnung ist mit dem Einsatz der Trachealsonde nicht mehr gegeben. Da
jedoch nur 10,3% der Pferde fiir die Probennahme sediert werden mussten, was bei diesen
Pferden auch zur Durchfiihrung einer Endoskopie unumgénglich war, und da keine
Fliissigkeit in die Atemwege instilliert wird, ist das Verfahren schonender als beispielsweise
die bronchoalveoldre Lavage (BECHER 1997a, 1997b). AuBlerdem hat die Methode den

Vorteil, dass das gewonnene Kondensat sicher aus den tiefen Atemwegen stammt. Dies ist fiir
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die Diagnostik auBerordentlich wertvoll, da bei der Gewinnung {iber eine Maske (Kalb,
Schwein) keine Differenzierung zwischen Mediatoren aus den oberen und Mediatoren aus den
tiefen Atemwegen erfolgen kann. Beispielsweise Stickstoffmonoxid, welches beim Mensch
im Atemkondensat gemessen wurde, stammte nachweislich vor allem aus den oberen
Atemwegen (LUNDBERG et al. 1996; DILLON et al. 1996).

Die Atemkondensatgewinnung mittels Atemmaske beim Pferd hétte man durch Abzweigen
eines Teiles der Ausatmungsluft aus der Atemmaske 16sen konnen. Die einzige Moglichkeit,
einen Teil des Atemstromes durch das Gerédt zu leiten besteht darin, eine atemsynchrone
Pumpe, die jeweils ein definiertes kleines Volumen (z. B. 0,5 1) absaugt, an die Atemmaske
anzuschlieBen. Dieser Moglichkeit wurde auf Grund des damit verbundenen technischen
Aufwandes und des Larmes, der durch die Pumpe verursacht wird und die Pferde eventuell in
ihrem normalen Atemrhythmus einschrianken wiirde, nicht nachgegangen.

Mogliche Fehlerquellen bei der Atemkondensatgewinnung nach der hier angewandten
Methode liegen

a) bei der Trachealsonde, die immer in sich leicht gebogen war und deren Ende sich
moglicherweise in der Trachea ventral so an die Schleimhaut legen konnte, dass sich der
Stromungsverlauf der Exspirationsluft auch bei normalen Atemstromstirken stark &ndern
konnte. Somit ist moglicherweise nicht immer soviel Luft durch die Sonde gelangt, wie bei
einer direkt in den Exspirationsluftstrom ragenden Sondendffnung. Im Mittel gingen 3,6 % =+
2 % der Ausatemluft durch die Trachealsonde. Der relativ groB3e Streufaktor konnte durch die
unterschiedliche Biegung der Trachealsonde in der Trachea erkldrt werden. Dies wurde
versucht zu verhindern, indem wéhrend der Probennahme auf eine gestreckte Kopf-Hals-
Haltung geachtet wurde, da ein starkes Abwinkeln des Halses die Verbiegung der Sonde nicht
nur im Rachenraum, sondern auch an dem in der Trachea befindlichen Ende, fordern konnte.
Dieser Nachteil lieBe sich zwar durch die Anwendung einer stabileren Sonde beheben, was
allerdings die Verletzungsgefahr der Schleimhédute im Nasen-Rachenraum und der Trachea
erheblich steigern wiirde.

b) Das Atemminutenvolumen wurde nicht gleichzeitig mit der Atemkondensatgewinnung
aufgezeichnet, da die Werte bei der Lungenfunktionspriifung, die direkt vorher durchgefiihrt
wurde, gemessen wurden.

c) Es besteht die Moglichkeit, dass bei Pferden mit viel Sekret in der Trachea das Lumen der
Sonde derartig verlegt wird, dass wesentlich weniger Ausatemluft die Sonde passieren kann
und damit die Kiihlvorrichtung erreicht. Tatséchlich wurden bei einigen Pferden Sekretreste

in der Sonde beobachtet. Das wire eine weitere Moglichkeit, weshalb es zu dem relativ
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groflen Streufaktor im prozentualen Anteil der die Sonde passierenden Atemluft kommt. Dies
ist ebenfalls ein nicht zu vermeidender Nachteil der Sondenanwendung, da ein groferes
Kaliber der Sonde, durch welches die Lumenverlegung durch Schleim nicht so ins Gewicht
fallen wiirde, ebenfalls beim Schieben und Plazieren der Sonde Probleme bereiten wiirde,
oder sogar ein Schieben durch den ventralen Nasengang unmoglich machen wiirde. Die
Verunreinigung der Proben durch Sputum wurde durch Anheben der Sammelvorrichtung, so
dass kein Sekret in das Sammelrohrchen laufen konnte, und durch kurzes Abkoppeln der
Trachealsonde vom Probensammelrohr bei Hustenstofen verhindert. AuBerdem sollte
versucht werden, durch vorheriges Abmessen die Sonde in den mittleren Halsbereich der
Trachea zu plazieren, um ein Eintauchen in einen moglicherweise vorhandenen Sekretsee
kurz vor der Bifurcatio zu vermeiden.

d) Es ist nicht nachgewiesen worden, ob und wieviel Exspirationsluft schon vor Erreichen der
Sammeleinrichtung in der Sonde kondensiert. Falls dies der Fall wire, hitte man bei allen
Pferden denselben Kondensationsverlust, was immerhin die Proben untereinander
vergleichbar machen wiirde. Ein Vergleich mit Proben, die mittels Atemmaske gewonnen
wurden, erscheint dann allerdings nicht sinnvoll. Fazit ist, dass vor allem das auflerhalb des
Pferdes befindliche Stiick der Sonde moglichst kurz sein sollte, da die in der Luft enthaltenen
Substanzen durch den  Temperaturgradienten zwischen Korpertemperatur und
Raumtemperatur schon kondensieren konnten. Um diesen Effekt auszuschalten, besteht die
Moglichkeit, das Sondenende durch eine Heizvorrichtung auf Korpertemperatur zu bringen.
Ob und wie sich die Anwendung einer Kunststoffsonde zur Atemkondensatgewinnung auf die
Analytik auswirkt ist noch nicht bekannt. Dies miisste in einer weiteren Studie durch einen
Vergleich der Atemkondensate, die per Sonde gewonnen wurden, mit jenen, die iiber eine
Atemmaske gewonnen wurden, geklart werden. Hier bleibt allerdings die Ausschaltung einer
Kontamination der Atemluft mit Substanzen, die aus den oberen Atemwegen stammen, ein
Problem.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass in der Regel beim Pferd die Atemkondensatgewinnung

problemlos mdoglich ist.
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4.1.2.2 Bestimmung der Atemkondensatmenge

31 Atemkondensatproben wurden auf Trockeneis an die FILT verschickt, wo sie fiir die
Mengenbestimmung aufgetaut wurden. 37 Proben wurden durch die Autorin selbst aufgetaut.
Die Mengenbestimmung erfolgte in beiden Féllen mittels Auswiegen auf Laborwaagen mit
identischer Genauigkeit des Wigebereiches. Deshalb ist mit keiner Beeinflussung der

Ergebnisse durch die unterschiedlichen Untersuchungsstétten zu rechnen.

4.1.2.3 Bestimmung des Durchflussexspirationsvolumens

Bei 30 Pferden wurde das Durchflussexspirationsvolumen durch FEinbau eines
Staudruckrohres (Nr. 1) nach FLEISCH vor das Nichtriickatmungsventil am lungenfernen
Ende des Sammelrohres bestimmt. Das Gerdt wurde vor jeder Messung nach Herstellerangabe
neu kalibriert und zeichnete kontinuierlich die Summe der Exspirationsvolumina im
gewdhlten Zeitraum von 10 Minuten auf. Das Gerét arbeitete ebenso genau und verlésslich

wie das zur Lungenfunktionspriifung benutzte.

4.1.2.4 Wiederholbarkeit der Anwendung

Da im Rahmen eines neuen Diagnoseverfahrens auch die wiederholte Anwendung der
Methode iiber einen ldngeren Zeitraum untersucht werden muss, wurden wiederholte
Messungen an zwei Klinikspferden durchgefiihrt. Es wurden 4 Messungen durchgefiihrt. Der
Abstand von 3 Tagen zwischen den jeweiligen Messungen wurde gewdhlt, um liberméfige
mogliche mechanische Schidigungen durch die Sonde auszuschlieBen und um einen lingeren
Zeitraum mit den Messungen abzudecken, was fiir die intraindividuellen Vergleiche von
Bedeutung ist. Dabei war von besonderem Interesse, ob eventuelle Beeintrachtigungen der
Pferde durch die Trachealsonde stattfinden und ob Reizungen, die moglicherweise auch im
Nasen-Rachenraum zu erwarten wéren, auftreten. Zur genauen Dokumentation wurde eine
Videoaufzeichnung der Tracheobronchoskopie beider Pferde vor der ersten und nach der

letzten Atemkondensatgewinnung angefertigt.
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4.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

42.1 AKZEPTANZ

Die Tatsache, dass von insgesamt 72 untersuchten Pferden bei 68 Pferden Atemkondensat
gewonnen werden konnte, was 94 % erfolgreich durchgefiihrte Probennahmen ausmacht,
spricht fiir die hohe Akzeptanz dieser Methode. Die 4 Pferde, bei denen die
Atemkondensatgewinnung nicht durchfithrbar war, widersetzten sich nicht der Methode an
sich. Ein Pferd blutete stark aus der Nase, da durch AnstoBBen der Sonde gegen die Concha
medialis eine Blutung ausgelost wurde. Die Blutung kam ohne weitere therapeutische
MaBnahmen nach einigen Minuten zum Stillstand. Von diesem Pferd wurde jedoch zur
Schonung kein Atemkondensat mehr gewonnen, auch wenn dies nach Sistieren der Blutung
sicherlich moglich gewesen wire. Ahnliche Probleme kénnen auch beim Einfithren der
Nasenschlundsonde zur Magensondierung entstehen und sind je nach anatomischen
Gegebenheiten manchmal nicht zu vermeiden. Bei den 3 weiteren Tieren, bei denen die
Atemkondensatgewinnung nicht durchgefiihrt werden konnte, handelte es sich um Ponys. Bei
keinem dieser 3 Ponys lieB sich die Sonde in die Trachea einfithren. Bei endoskopischer
Kontrolle stellte sich heraus, dass der Nasen-Rachenraum so kurz war, dass auch die manuell
vorgebogene Sonde dorsal gegen das Rachendach in der Gegend des Recessus pharyngeus
stieB. Sicherlich wire bei diesen Ponys die Verwendung einer flexibleren Sonde mit
kleinerem Durchmesser erfolgreich gewesen. Es waren bei den Tieren duBerlich keine
Auffilligkeiten zu entdecken, die eventuell von vornherein einen Hinweis auf die
Schwierigkeiten beim Sonde Schieben gegeben hitten. Bei 12 anderen Ponys gelang das
Einfilhren der Sonde ohne Probleme. Das ist die Mehrzahl der untersuchten Ponys,
wenngleich man mit Problemen gerade bei Tieren mit kurzem Nasen-Rachenraum zu rechnen
hat. Von den insgesamt 68 erfolgreich durchgefiihrten Atemkondensatentnahmen, erfolgten 7
unter Sedation, was 10,3 % ausmacht. Die Pferde mussten entweder wegen starker Unruhe
oder wegen lberméfigem Hustenreiz durch den mechanischen Reiz der Sonde auf der
Trachealschleimhaut, zur Vermeidung panikartiger Atemnot, sediert werden. Bei den
sedierten Pferden gelang dann die Atemkondensatgewinnung ohne Probleme. Insgesamt kann
man also von einer sehr guten Akzeptanz der Atemkondensatgewinnung mittels
Trachealsonde ausgehen. Als nicht-invasives Verfahren wére einer Atemkondensatgewinnung
mittels Atemmaske der Vorzug zu geben, da hierbei keinerlei Manipulationen im Nasen-

Rachenbereich vorzunehmen wéiren. Andererseits wird auch das Aufsetzen einer
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abgedichteten Atemmaske, wie wir es von der Inhalationstherapie und von
Lungenfunktionsmessungen kennen, nicht von allen Pferden ohne Sedation toleriert. Bei der
Verwendung einer Maske konnte der Einfluss der oberen Atemwege so grofl werden, dass
eventuelle Verdnderungen in den kleineren Atemwegen die Zusammensetzung des

Atemkondensates kaum dndern.

4.2.2 ZUSAMMENHANGE ZWISCHEN ATEMKONDENSATMENGE,
ATEMSTROMSTARKE UND DURCHFLUSSEXSPIRATIONSVOLUMEN

Die Atemkondensatmenge wies in der vorliegenden Untersuchung eine recht hohe
Spannbreite der Werte auf (0,03 — 2,3 ml/10 min). REINHOLD et al. (1999c¢) hatten bei einer
Sammelzeit von 30 Minuten {iber eine Atemmaske bei Kélbern ebenfalls eine recht hohe
Spannbreite der Werte von 0,1 — 9,1 ml/30 min. Um diesem Phidnomen auf den Grund zu
gehen, wurden bei einem Teil der Pferde die Volumina der die Sammelvorrichtung
passierenden Luft (Durchflussexspirationsvolumina) aufgezeichnet. In der Humanmedizin
(GESSNER et al. 1999; DAULETBAEV et al. 2000), aber auch in der Veterindrmedizin
(REINHOLD et al. 1999a, 1999b, 1999¢c) wurden eindeutige Zusammenhéinge zwischen der
Atemkondensatmenge und dem pro Zeiteiheit ventilierten Volumen nachgewiesen.
GESSNER et al. (1999) fanden beim Menschen einen signifikanten Zusammenhang zwischen
dem Exspirationsvolumen (Vi) und der Atemkondensatmenge. REINHOLD et al. (1999a,
1999b, 1999¢) wiesen beim Kalb einen Zusammenhang zum Atemminutenvolumen und zum
Atemzugvolumen sowie zur Korpermasse nach. Da verwundert es nicht, dass in den
Untersuchungen von REINHOLD et al. (1999b) bei édlteren Tieren mehr Atemkondensat
gewonnen wurde als bei jiingeren.

Die Korrelation der Atemkondensatmenge zur Korpermasse konnte in den hier vorliegenden
Untersuchungen beim Pferd nicht bestitigt werden. Die Pferde wogen zwischen 233 und 730
kg und es wire eine Auswirkung der entsprechend variablen Lungenkapazitit auf die
Atemkondensatmenge zu erwarten gewesen.

GESSNER et al. (2000) fanden beim Menschen ebenfalls keine Korrelation der
Atemkondensatmenge zum Korpergewicht.

Es ergab sich beim Pferd keine Korrelation der Atemkondensatmenge zum
Atemminutenvolumen oder zum Atemzugvolumen. Diese fehlenden Korrelationen mit der
Atemkondensatmenge sind moglicherweise der Verwendung der Trachealsonde zur

Atemkondensatgewinnung zuzuschreiben. Anders als bei der Verwendung von Atemmasken
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(Kalb, Schwein) oder Mundstiicken (Mensch) wird mit der Trachealsonde nicht das gesamte
Exspirationsvolumen ausgefroren. Bei den vorliegenden Untersuchungen sollte deshalb die
Beziehung zum Durchflussexspirationsvolumen ausschlaggebend sein, da dies dem Anteil der
Luft entspricht, welcher direkt Kontakt zur Kiihlvorrichtung hatte.  Das
Durchflussexspirationsvolumen wies in der Studie am Pferd eine signifikante Korrelation (p =
0,007) von r = 049 zur Atemkondensatmenge auf. Dabei waren weder das
Durchflussexspirationsvolumen noch die Atemkondensatmenge vom Erkrankungsgrad
abhingig. Auffillig war, dass bei der Aufspaltung in Erkrankungsgruppen die hochgradig
erkrankten Pferde (n = 6) die beste Korrelation zwischen Durchflussexspirationsvolumen und
Atemkondensatmenge aufwiesen (r = 0,92), gefolgt von den geringgradig erkrankten (n = 13)
mit r = 0,64. Die mittelgradig erkrankten Pferde (n = 8) wiesen dagegen keine signifikante
Korrelation der beiden Parameter zueinander auf (r = -0,19). Dies konnte damit erklért
werden, dass sich in der Gruppe der mittelgradig erkrankten Pferde drei Ausreifler befanden,
die in Abb. 9 auf S. 72 besonders hervorgehoben werden. Bei den ,,Ausreilern handelte es
sich zum Einen um 2 Pferde, die trotz Durchflussexspirationsvolumina von 32,8 bzw. 125
1/10 min extrem wenig Atemkondensat produzierten (0,03 bzw. 0,16 ml/10 min). Bei diesen
Pferden wiire eventuell durch eine Anderung der Sondenplazierung eine hdhere Probenmenge
zu gewinnen gewesen. Zum Anderen handelte es sich um ein Pferd, welches bei niedrigem
Durchflussexspirationsvolumen (9,11 1/10 min) eine hohe Produktion an Atemkondensat
(1,03 ml/10 min) aufwies. Da stets streng darauf geachtet wurde, dass die Proben nicht durch
Trachealsekret verunreinigt wurden, kann dieses Ergebnis nur durch Kondensationsvorgiange
in der Trachealsonde auf Grund der Abkiihlung der Atemluft auf Raumtemperatur erklart
werden.

Beim Menschen wurde keine Korrelation der Atemkondensatmenge zu weiteren Parametern
der Lungenfunktion (TLC, RV, VC) nachgewiesen (GESSNER et al. 1999, 2000). Beim Kalb
wurde hieriiber nach Kenntnis der Autorin bislang keine Untersuchung verdffentlicht. Beim
Pferd ergaben sich zwischen der Atemkondensatmenge und den in dieser Arbeit gemessenen
Parametern der Lungenfunktion (Atemzugvolumen, Atemminutenvolumen, Resistance,
Compliance, maximale interpleurale Druckdifferenz) ebenfalls keine signifikanten
Zusammenhédnge. Es bestand jedoch ein signifikanter Zusammenhang zwischen
Atemkondensatmenge und  Atemstromstirke (p < 0,01), wobei aber der
Korrelationskoeffizient mit r = 0,37 recht niedrig und damit nicht sehr aussagekréftig ist. Die
Korrelation zur Atemstromstirke konnte mit der Verwendung der Sonde im Zusammenhang

stehen, da bei hoheren Atemstromstirken besser der zusdtzliche Totraum, der durch die Sonde
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entsteht, beliiftet wird und somit mehr Luft im Sammelrohr ankommt. Dies deckt sich mit den
Uberlegungen von SCHEIDELER et al. (1993), die vermuteten, dass die Menge des
gebildeten Aerosols vor allem von der Luftgeschwindigkeit abhéngt.

Eine schwach signifikante Korrelation besteht zwischen Atemkondensatmenge und
Atemfrequenz (p < 0,05), ebenfalls mit einem nicht sehr aussagekriftigen
Korrelationskoeffizienten (r = 0,38). REINHOLD et al. (1999b) fanden in einer Studie an 43
Kiélbern eine signifikante Korrelation der Atemkondensatmenge zur Atemfrequenz (r = 0,41),
was sich jedoch bei der Fortsetzung der Untersuchung mit mehr Tieren (n = 49) nicht
bestdtigte (REINHOLD et al. 1999¢).

Der Einfluss der Korpertemperatur auf die gebildete Kondensatmenge wurde von
REINHOLD et al. (1999a, 1999b, 1999¢) in mehreren Untersuchungen tiiberpriift. Hierbei
ergab sich in der ersten Untersuchung ein signifikanter Zusammenhang der gebildeten
Atemkondensatmenge zur Korpertemperatur (REINHOLD 1999a). In darauffolgenden
Studien konnte sich dieser Zusammenhang jedoch nicht bestitigen (REINHOLD 1999b,
1999c¢). Ein Einfluss der Kdrpertemperatur und somit des Temperaturgradienten zwischen der
Exspirationsluft und der Kiihltemperatur des Sammelsystems auf die gebildete
Atemkondensatmenge ist somit nicht ausgeschlossen.

Bei den Untersuchungen beziiglich eines Zusammenhanges zwischen gebildeter
Atemkondensatmenge und Korpertemperatur, konnte beim Pferd keine Korrelation der
Parameter zueinander festgestellt werden.

Zusammenfassend entsprechen die vorliegenden Ergebnisse beim Pferd weitestgehend denen

beim Menschen und beim Kalb.

4.2.3  WIEDERHOLBARKEIT DER ANWENDUNG

Die Wiederholbarkeit der Anwendung der Atemkondensatgewinnung wurde an zwei klinisch
unauffalligen, klinikeigenen Pferden gepriift. Vor der wiederholten Gewinnung von
Atemkondensat wurde endoskopisch abgesichert, dass der Nasen-Rachenraum und die
Trachea keine besonderen Befunde aufwiesen. Dies wurde mittels einer Videoaufzeichnung
dokumentiert. Um zusitzliche Reizungen durch das Endoskop zu vermeiden, wurde lediglich
sofort nach der letzten der 4 Atemkondensatgewinnungen, die im Abstand von je 3 Tagen
durchgefiihrt wurden, eine Kontrollendoskopie, ebenfalls durch Videoaufzeichnung
dokumentiert, durchgefiihrt. Dabei ergab sich bei beiden Pferden eine geringgradige ventrale

Schleimhautrotung in der Trachea, die hdchstwahrscheinlich vom Sondenende stammte.
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Diese Vermutung wurde durch die genaue Abmessung der Position der Rotung, welche bei
beiden Pferden exakt mit der Lidnge des im Pferd befindlichen Teils der Sonde
libereinstimmte, erhértet. Da sonst keine Roétungen oder gar Entziindungen zu beobachten
waren und mit einer schnellen Abheilung der gerdteten Stellen zu rechnen war, kann die
Methode, die Atemkondensatgewinnung mittels Sonde wiederholt durchzufiihren, als gering
invasiv und ohne besondere Beeintridchtigungen fiir die Pferde bewertet werden.

Die bei der Untersuchung gewonnene Atemkondensatmenge wurde auf ihre intraindividuelle
Variabilitdt untersucht. Die intraindividuelle Variabilitidt der Atemkondensatmenge lag mit
durchschnittlich 40 % Variation zwischen den Messungen relativ hoch, besonders im
Vergleich zu den Messungen beim Kalb mit 12 %. Bei den Kélbern wurden jedoch lediglich 2
Messungen an 2 aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt, was eine mogliche Erklarung fiir
die differierenden Werte ist (REINHOLD et al. 1999b). Ansonsten konnte die

unterschiedliche Methodik fiir die differierenden Ergebnisse verantwortlich sein.

4.2.4 VORSCHLAGE ZUR OPTIMIERUNG DER ATEMKONDENSATGEWINNUNG
BEIM PFERD

Grundsatzlich eroffnet die im Rahmen dieser Studie erarbeitete Methode zur Gewinnung von
Atemkondensat beim Pferd die Moglichkeit eines minimal invasiven diagnostischen
Verfahrens, mit dessen Hilfe aus der Lunge und aus den tiefen Atemwegen stammende
nichtgasformige Substanzen in Zukunft qualitativ und quantitativ untersucht werden kénnten.
Im Hinblick auf die spitere Analytik der Proben hat die Trachealsonde den entscheidenden
Vorteil, dass keine Kontamination der ausgefrorenen Luft durch die oberen Atemwege
erfolgen kann und die gemessenen Parameter sicher ausschlieBlich aus den tiefen
Atemwegen/Alveolen stammen. Bei Verwendung der Trachealsonde ist darauf zu achten,
dass das aus der Niister des Pferdes herausragende Ende der Sonde nicht unnétig lang ist und
dass der Sondenverlauf wihrend der Probennahme mdglichst gerade ist.

Um den Einfluss methodisch bedingter Variabilititsfaktoren auf die Gewinnung von
Atemkondensat moglichst gering zu halten, sollten die Umgebungsbedingungen
(Raumtemperatur, Luftfeuchtigkeit) und die Ausfriertemperatur des Sammelsystems
weitgehend standardisiert sein.

Unter den individuellen Einflussfaktoren haben das Durchflussexspirationsvolumen und die

Atemstromstirke den grofften Einfluss auf die pro Zeiteinheit zu gewinnende Probenmenge
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an Atemkondensat. Deshalb sollte routinemidflig ein Pneumotachograph bei der
Atemkondensatgewinnung angeschlossen werden.

Es besteht die Moglichkeit, ein Gerét mit einer groeren Ausfrierkapazitit zu entwickeln, um
die Atemkondensatgewinnung mittels Atemmaske zu ermdglichen. Dies hétte den Vorteil der
geringeren Invasivitdt und der Vermeidung der Fehler, die durch Anwendung der Sonde
moglich sind (Kondensationen, Sekretansammlungen, uniiberpriifbarer Verlauf der Sonde in
der Trachea des Pferdes). Der entscheidende Nachteil dieser Methode ist jedoch die

Gewinnung ,,gemischter exspiratorischer Luft.
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4.3 SCHLUSSFOLGERUNGEN

— Mit der hier beschriebenen Methode ist eine Atemkondensatgewinnung beim Pferd
moglich.

— Diese Methode der Atemkondensatgewinnung ist wiederholbar.

— Eine Standardisierung bezugnehmend auf das Durchflussexspirationsvolumen scheint
sinnvoll.

— Zur Beurteilung des diagnostischen Wertes des Verfahrens und zum Vergleich mit einer

eventuellen ,,Maskenmethode* bedarf es noch weiterer Studien.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Untersuchung war die Entwicklung einer Methodik, mit der beim Pferd
Ausatemluft kondensiert werden kann. Um bei Pferden, die obligate Nasenatmer sind,
Atemkondensat ohne Kontamination durch die oberen Atemwege gewinnen zu konnen,
wurde eine Kunststoffsonde iiber den ventralen Nasengang und den Larynx in die Trachea
geschoben. Auf Grund des Innendurchmessers von 11 mm wurde somit ein Bruchteil der
Atemluft (Ruhe-Atemminutenvolumen  beim  Pferd  ca. 800 1/10  min,
Durchflussexspirationsvolumen ca. 40 1/10 min) durch die Trachealsonde geleitet. An diese
angekoppelt wurde ein Teflonsammelrohr, dass in einer doppelwandigen Kiihlvorrichtung'
steckte. Ein Nichtriickatmungsventil am lungenfernen Ende des Sammelrohres bewirkte, dass
nur Exspirationsluft durch das Teflonsammelrohr gelangen konnte. Bei 30 Pferden wurde
zusitzlich vor das Ventil ein Staudruckrohr” (FLEISCH Nr. 1) geschaltet, so dass mittels
eines Pneumotachographen® das Volumen der exspirierten Luft, die das Sammelrohr passierte
(das sogenannte Durchflussexspirationsvolumen) aufgezeichnet werden konnte. Ausatemluft
wurde iiber jeweils 10 min. gewonnen, wobei in der Kiihlvorrichtung -20 °C herrschten. Bei
68 von 72 Pferden konnte die Atemkondensatgewinnung so durchgefiihrt werden. Bei 4
Pferden gelang die Atemkondensatgewinnung nicht. Davon hatten 3 Ponys einen zu kurzen
Nasen-Rachenraum, was ein Vorschieben der vorgebogenen Sonde in die Trachea unméglich
machte. Bei einem Pferd wurde der Versuch Atemkondensat zu gewinnen abgebrochen, da
die Sonde Nasenbluten ausloste. Bei 89,7 % der Pferden konnte die Sonde ohne Sedation
vorgeschoben werden. Die wiederholte Anwendung der Methode (4 mal im Abstand von je 3
Tagen) ergab lediglich geringgradige R&tungen der Trachealschleimhaut, so dass keine
Beeintriachtigungen bei einer wiederholten Probennahme zu erwarten sind.

Die gewonnene Atemkondensatmenge wurde nach Auftauen und Uberfiihren in Probengefil3e
durch Wiegen bestimmt. Die Probenmenge wurde hauptsdchlich von der Atemstromstérke
und vom Durchflussexspirationsvolumen beeinflusst. Fazit ist, dass die Gewinnung von
Atemkondensat beim Pferd mittels einer Trachealsonde routinemédBig erfolgen kann. Die
Sonde reduziert zum einen das Ausatemvolumen, so dass Atemluft mittels eines fiir das
Atemvolumen des Menschen konzipierten Gerites ausgefroren werden kann und vermeidet

zum anderen eine Kontamination der Ausatemluft durch die oberen Atemwege.

! Labormuster der Forschungsgesellschaft fiir Lungen- und Thoraxerkrankungen, 13125 Berlin, Deutschland
% Firma Fleisch, 1,8 cm Durchmesser, Gould Godart, Niederlande
3 Gould Medical BV, Bilthoven, Niederlande



90 Summary

6. SUMMARY

The aim of the study was to develop a method to collect breath condensate in horses. To
collect breath condensate without contamination from the upper airways in horses, which are
obligate nose-breathers, a plastic tube was placed in the trachea by passing it through the
ventral nasal ductus and larynx. Because of its internal diameter of 11 mm, only a small part
of the exhaled air passed the tracheal tube (ventilation of a calm horse ca. 800 1/10 min,
volume passing the tube ca. 40 1/10 min). The end of the tube was fixed on a teflon collecting
tube, which was placed in a double sided cooling device'. A non-rebreathing valve on the end
of the collecting tube guaranteed, that only expired air reached the collecting tube. In 30
horses, a pneumotachographic head® (FLEISCH Nr.1) was placed in between the teflon tube
and the non-rebreathing valve to register with a pneumotachograph3 the expiratory volume,
which really passed the tube. The expiratory air was collected for 10 minutes. The
temperature of the cooling device was -20 °C. The collection of breath condensate was
performed successfully in 68 of 72 horses. In 4 horses it was not possible to collect
condensate. 1 horse got epistaxis due to inadverte placement of the tube in the middle nasal
meatus. In 3 ponies the nasopharynx was too short, resulting in stopping of the tube in the
recessus pharyngeus. In 89,7 % of the horses it was possible to place the tube in the trachea
without sedation.

After recurrent application of this method (4 times in 3 days), only a mild redness of the
tracheal mucosa was seen. It was concluded that recurrent sampling of breath condensate is
possible with just minor mucosal irritations.

The volume of the collected condensate was determined after thawing, weighning and passing
it into sampling tubes. The breath condensate volume was mainly influenced by the
respiratory flow and the expiratory volume passing the tube. The results of the study show,
that the sampling of breath condensate by a tracheal tube is possible routinely in horses. The
tube on the one hand reduces the expiratory volume, so that it becomes possible to collect
breath condensate with a device which was constructed to freeze the smaller human
expiratory volume. On the other hand by using a tracheal tube, a contamination of the exhaled

air from the upper airways is avoided.

! prototype of Forschungsgesellschaft fiir Lungen- und Thoraxerkrankungen, 13125 Berlin, Germany
% Fa. Fleisch, 1,8 cm diameter, Gould Godart, Netherlands
3 Gould Medical BV, Bilthoven, Netherlands
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Anhang -1-

8. ANHANG

8.1 TABELLENVERZEICHNIS

8.1.1 TABELLEN IM TEXT

Seite

Tab. 1: Substanzen, die bisher im Atemkondensat des Menschen nachgewiesen 16
wurden

Tab. 2: Wasserstoffperoxidkonzentration im Atemkondensat bei Patienten mit 19
ARDS, Bronchiektasien und Lungeninfiltraten

Tab. 3: Wasserstoffperoxidkonzentration im Atemkondensat bei Patienten mit 21
Asthma, COPD und bei Rauchern

Tab. 4: Konzentration Thiobarbitursidure-reaktiver Substanzen im Atemkondensat 23
von Patienten mit Asthma und COPD

Tab. 5: Stickstoffmonoxidkonzentration in der Ausatemluft von Asthmatikern, 25
Patienten mit COPD und CF im Vergleich zu Kontrollpersonen
(ohne Angabe orale Messung)

Tab. 6: Nitrat- und Nitritkonzentration im Atemkondensat von Patienten mit CF, 26

mit Asthma und von Rauchern
Tab. 7: Nitrothiosole und Nitrotyrosin im Atemkondensat bei Rauchern, Asthmatikern 27
und Patienten mit CF und COPD

Tab. 8: ECP und EPX-Konzentrationen im Atemkondensat bei Patienten mit 37
Mukoviszidose (CF) und Asthma
Tab. 9: Bislang (Stand: Nov. 99) im FILT nachgewiesene Substanzen im Atem- 40

kondensat des Menschen mit Ergebnis-Spannbreite (mit freundlicher

Genehmigung der FILT) s. auch JAEGER (2000)

Tab. 10: Endoskopie-Score nach DICKMANN (1987) 48
Tab. 11: Score-System nach OHNESORGE et al. 1998 (leicht modifiziert) 50
Tab. 12: Einteilung des Grades der Erkrankung auf Grund des Score-Systems 50

nach OHNESORGE et al. 1998 (leicht modifiziert)

Tab. 13: Einteilung in Erkrankungsgruppen nach dem Gesamtscoresystem 60
(arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen)

Tab. 14: Auspriagung und Verteilung der klinischen Symptome je nach 61
Erkrankungsgrad (Anzahl der Patienten)
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Tab. 15: Arterielle Blutgasdriicke je nach Erkrankungsgrad aufgeteilt

(arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen)

Tab. 16: Endoskopiebefunde je nach Erkrankungsgrad aufgeteilt

(arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen)

Tab. 17: Ausgewihlte Lungenfunktionsparameter in den einzelnen

Erkrankungsgruppen (arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen)

Tab. 18: Ergebnisse der untersuchten Parameter wihrend den vier wiederholt

vorgenommenen Atemkondensatgewinnungen
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8.3 TABELLARISCHER ANHANG

Tab. I: Ubersicht iiber das Patientengut

ohne besonderen Befund:

Pferd Nr. Rasse: Geschlecht: Alter:
1 Kaltblut Kryptorchide 7 Jahre
2 Warmblut Wallach 17 Jahre
3 Warmblut Hengst 5,5 Jahre
4 Warmblut Stute 14 Jahre
5 Warmblut Wallach 18 Jahre
6 Warmblut Stute 16 Jahre
7 Warmblut Wallach 2,5 Jahre
8 Warmblut Hengst 3 Jahre

geringgradige COB:

Pferd Nr. Rasse: Geschlecht: Alter:
9 Warmblut Wallach 8 Jahre
10 Pony Wallach 9 Jahre
11 Pony Wallach 13 Jahre
12 Warmblut Stute 8 Jahre
13 Warmblut Wallach 16 Jahre
14 Warmblut Wallach 17 Jahre
15 Warmblut Wallach 9 Jahre
16 Pony Wallach 8 Jahre
17 Warmblut Wallach 13 Jahre
18 Warmblut Wallach 7 Jahre
19 Warmblut Stute 9 Jahre
20 Warmblut Wallach 6 Jahre
21 Warmblut Wallach 14 Jahre
22 Pony Wallach 11 Jahre
23 Vollblut Wallach 12 Jahre
24 Pony Wallach 11 Jahre
25 Vollblut Wallach 6 Jahre
26 Warmblut Hengst 10 Jahre
27 Warmblut Wallach 3 Jahre
28 Warmblut Wallach 16 Jahre
29 Warmblut Stute 11 Jahre
30 Warmblut Stute 12 Jahre
31 Pony Wallach 14 Jahre
32 Warmblut Stute 7 Jahre
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mittelgradige COB:
Pferd Nr. Rasse: Geschlecht: Alter:

33 Warmblut Stute 18 Jahre
34 Pony Wallach 16 Jahre
35 Warmblut Stute 6 Jahre
36 Warmblut Wallach 9 Jahre
37 Warmblut Stute 8 Jahre
38 Warmblut Hengst 17 Jahre
39 Warmblut Stute 18 Jahre
40 Warmblut Stute 12 Jahre
41 Warmblut Wallach 9 Jahre
42 Warmblut Stute 14 Jahre
43 Kaltblut Stute 11 Jahre
44 Warmblut Wallach 13 Jahre
45 Warmblut Wallach 13 Jahre
46 Warmblut Stute 11 Jahre
47 Warmblut Wallach 9 Jahre
48 Pony Wallach 11 Jahre
49 Warmblut Wallach 14 Jahre
50 Warmblut Wallach 5 Jahre
51 Warmblut Wallach 10 Jahre
52 Warmblut Stute 6 Jahre
53 Warmblut Stute 19 Jahre
54 Pony Wallach 16 Jahre
55 Pony Wallach 2 Jahre

hochgradige COB:

Pferd Nr. Rasse: Geschlecht: Alter:

56 Warmblut Stute 8 Jahre
57 Warmblut Stute 18 Jahre
58 Pony Wallach 15 Jahre
59 Warmblut Hengst 17 Jahre
60 Pony Wallach 29 Jahre
61 Warmblut Wallach 10 Jahre
62 Warmblut Stute 17 Jahre
63 Warmblut Stute 12 Jahre
64 Warmblut Wallach 10 Jahre
65 Pony Stute 18 Jahre
66 Warmblut Hengst 11 Jahre
67 Pony Stute 4 Jahre
68 Warmblut Stute 17 Jahre
69 Warmblut Wallach 9 Jahre
70 Vollblut Wallach 11 Jahre
71 Warmblut Wallach 23 Jahre
72 Pony Stute 11 Jahre
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Tab. Ila: Atemkondensatmenge, Durchflussexspirationsvolumina, prozentualer Anteil des
Durchflussexspirationsvolumens am Gesamtvolumen (% v.Vges.), Atemfrequenz,
Korperinnentemperatur, Korpergewicht und Endoskopiebefunde (Scorepunkte) der
Pferde ohne besonderen Befund

Pferd | Atemkond. | Durchfluss- % Atemfreq.| Korper- |Korper-| Endosk.

Nr. Menge exspir.Vol. | v.Vges. innentemp. | gewicht | Befund

(ml/10 min) | (1/10 min) (/min) (°C) (kg) | (Scorep.)
1 0,72 20 37,9 730 4
2 0,59 16 37,2 637 5
3 0,98 16 37,8 460 2
4 1,20 34 37,6 620 1
5 0,60 12 37,0 645 3
6 0,90 30 37,9 532 1
7 0,57 54,50 4,5 12 37,6 500 0
8 0,83 48,75 3,8 16 37,8 482 2

Tab. IIb: Atemkondensatmenge, Durchflussexspirationsvolumina, prozentualer Anteil des
Durchflussexspirationsvolumens am Gesamtvolumen (% v.Vges.), Atemfrequenz,
Korperinnentemperatur, Korpergewicht und Endoskopiebefunde (Scorepunkte) der
geringgradig erkrankten Pferde

Pferd | Atemkond. | Durchfluss- % Atemfreq.| Korper- | Korper- | Endosk.

Nr. Menge exspir.Vol. | v.Vges. innentemp. | gewicht | Befund

(ml/10 min) | (1/10 min) (/min) (°O) (kg) (Scorep.)
9 0,26 33,33 1,52 12 37,9 660 6
10 0,44 36,00 1,56 16 37,5 412 0
11 1,11 80,00 1,90 28 37,0 345 5
12 56,70 1,75 22 37,5 556 6
13 0,35 45,30 1,66 14 37,8 575 8
14 0,65 25,00 1,40 16 37,5 550 6
15 0,31 8,75 0,94 10 37,8 539 7
16 0,58 93,32 1,89 14 37,6 498 5
17 0,30 33,33 1,52 14 37,3 570 3
18 0,78 24,00 1,38 10 37,1 515 6
19 0,82 75,00 1,88 8 37,7 570 5
20 0,38 28,57 1,46 10 37,6 545 5
21 0,86 140,00 2,15 16 37,8 420 4
22 0,07 16,00 1,20 24 37,5 335 2
23 1,30 16 37,6 418 6
24 0,31 20 37,5 350 4
25 0,84 18 37,8 430 6
26 0,78 8 37,7 596 4
27 1,24 18 37,8 526 2
28 1,14 16 37,0 620 4
29 1,16 16 37,6 625 6
30 1,00 27 37,3 560 5
31 0,73 40 37,3 395 4
32 0,67 18 37,1 425 1
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Tab. Ilc: Atemkondensatmenge, Durchflussexspirationsvolumina, prozentualer Anteil des
Durchflussexspirationsvolumens am Gesamtvolumen (% v.Vges.), Atemfrequenz,
Korperinnentemperatur, Korpergewicht und Endoskopiebefunde (Scorepunkte) der
mittelgradig erkrankten Pferde

Pferd | Atemkond. | Durchfluss- % Atemfreq.| Korper- | Korper- | Endosk.
Nr. Menge exspir.Vol. | v.Vges. innentemp. | gewicht | Befund
(ml/10 min) | (1/10 min) (/min) (°O) (kg) (Scorep.)
33 0,67 26 37,3 561 2
34 1,34 22 37,8 362 8
35 1,19 10 37,7 595 8
36 0,93 18 37,6 658 8
37 1,09 22 37,0 560 6
38 2,30 18 37,8 665 7
39 1,79 16 37,2 607 8
40 0,57 16 37,4 550 8
41 1,06 24 37,8 540 7
42 0,45 16 37,7 658 6
43 1,13 24 37,7 710 8
44 1,30 24 38,0 560 6
45 1,62 20 37,2 650 7
46 0,72 56,80 3,84 24 37,5 525 7
47 0,81 59,00 4,96 24 37,4 451 7
48 1,17 72,00 8,00 16 37,0 374 8
49 0,03 32,80 3,10 8 37,2 500 6
50 0,83 62,00 3,99 18 37,8 640 8
51 0,25 33,33 2,57 20 37,5 556 6
52 0,16 125,00 10,56 20 37,7 570 6
53 1,03 9,11 0,55 18 37,6 535 7
54 17 37,3 233 8
55 16 38,2 477 6
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Tab. IId: Atemkondensatmenge, Durchflussexspirationsvolumina, prozentualer Anteil des
Durchflussexspirationsvolumens am Gesamtvolumen (% v.Vges.), Atemfrequenz,
Korperinnentemperatur, Korpergewicht und Endoskopiebefunde (Scorepunkte) der
hochgradig erkrankten Pferde

Pferd | Atemkond. | Durchfluss- % Atemfreq.| Korper- | Korper- | Endosk.
Nr. Menge exspir.Vol. | v.Vges. innentemp. | gewicht | Befund
(ml/10 min) | (1/10 min) (/min) (°O) (kg) (Scorep.)
56 0,70 61,00 1,79 16 38,1 644 8
57 0,22 12,70 1,10 14 37,3 557 8
58 1,23 78,00 1,83 22 37,3 410 8
59 1,70 109,33 2,04 26 37,6 400 8
60 0,06 12,00 1,08 24 37,8 375 7
61 0,71 55,20 1,74 28 37,7 430 7
62 0,11 16 38,4 463 9
63 1,07 22 37,2 500 8
64 0,72 16 37,3 590 2
65 1,03 17 37,5 500 7
66 1,00 22 38,1 525 7
67 0,43 46 37,1 406 6
68 0,76 18 38,2 518 9
69 1,07 14 37,2 562 6
70 1,60 56 37,9 455 5
71 18 37,4 547 7
72 22 37,4 350 9

Tab. Illa: Blutgasanalyse: P,0,, P,CO,, A-aDO; der Pferde ohne besonderen Befund und
Umgebungsbedingungen: Raumtemperatur (RT), Luftfeuchtigkeit (Lf)

Pferd Nr. | P,O, (mm Hg) | P,CO, (mm Hg) | A-aDO, (mm Hg) RT (°C) Lf (%)

1 101,7 44,4 1,7

2 103,8 46,9 -3,4

3 100,5 43,5 5,1

4 93,4 44,0 10,8

5 96,9 46,6 5,8

6 101,3 44,0 3.8

7 101,9 47,7 1,1 15 48
8 99,5 43,5 5,9 14 42
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Tab. IlIb: Blutgasanalyse: P,O,, P,CO,, A-aDO, der geringgradig erkrankten Pferde und

Umgebungsbedingungen: Raumtemperatur (RT), Luftfeuchtigkeit (Lf)

Pferd Nr. | P,O, (mm Hg) | P,CO, (mm Hg) | A-aDO, (mm Hg) RT (°C) Lf (%)
9 96,4 50,7 1,12 18 55
10 79,1 47,1 22,04 17 51
11 100,0 42,8 7,15 17 47
12 106,2 41,3 0,92
13 95,3 47,3 7,15 17 50
14 103.4 41,1 4,70 20 48
15 93,3 51,7 4,04 18 58
16 101,9 46,8 -0,93 16 48
17 91,2 48,8 11,76 14 36
18 91,1 46,8 8,34 17 35
19 92,1 45,3 9,34 15 60
20 93,6 49.9 2,94 16 50
21 88,5 44,33 13,90 16 50
22 87,3 47,3 9,99 15 46
23 96,2 51,3 0,20 17 40
24 97,0 40,0 11,26
25 90,3 45,7 11,90 17 51
26 98,2 47,1 -0,39 15 40
27 108,8 49,1 -6,90
28 98,3 45,9 5,50
29 106,7 42,4 1,20
30 97,4 454 7,40
31 99,3 44,1 2,60
32 99,4 47,3 2,90
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Tab. Illc: Blutgasanalyse: P,0,, P,CO,, A-aDO; der mittelgradig erkrankten Pferde und

Umgebungsbedingungen: Raumtemperatur (RT), Luftfeuchtigkeit (Lf)

Pferd Nr. | P,O, (mm Hg) | P,CO, (mm Hg) | A-aDO, (mm Hg) RT (°C) Lf (%)
33 89,6 42,1 17,10
34 99,1 41,4 7,73 21 59
35 69,4 42,6 35,70 15 32
36 82,9 46,6 16,78 15 40
37 66,2 45,8 37,2
38 101,7 48,1 0,70
39 93,3 44,6 12,80
40 95,3 42,1 12,50
41 113,5 44,1 -8,60
42 90,5 42,8 16,00
43 105,3 42,7 1,30
44 80,2 45,5 19,80
45 92,2 46,5 10,80
46 91,4 43,9 14,90 20 68
47 89,9 51,4 5,26 18 30
48 90,6 43,3 12,88 17 59
49 86,3 46,0 17,35 16 60
50 90,5 49,7 9,00 18 56
51 88,3 43,9 13,05 17 35
52 84,8 42,6 19,34 16 60
53 78,2 43,3 24,77 18 65
54
55 92,8 47,9 8,60

Tab. I11d: Blutgasanalyse: P,0,, P,CO,, A-aDO, der hochgradig erkrankten Pferde und

Umgebungsbedingungen: Raumtemperatur (RT), Luftfeuchtigkeit (Lf)

Pferd Nr. | P,O, (mm Hg) | P,CO, (mm Hg) | A-aDO, (mm Hg) | RT (°C) Lf (%)
56 73,1 47,7 28,18 15 57
57 92,5 42,8 14,47 17 54
58 68,6 48,3 32,26 19 58
59 85,9 46,5 16,14 15 40
60 64,8 52,0 31,99 18 58
61 64,6 47,2 36,28 21 56
62 63,0 43,2 44,15 19 60
63 82,0 42,6 23,80 16 48
64 86,7 45,6 18,20 15 30
65 98.9 442 7,75 14 46
66 79,6 48,2 19,70 16 65
67 81,1 36,9 31,00
68 92,1 39,5 19,10
69 83,7 46,6 20,40
70 85,7 46,9 16,00
71 89,6 50,5 8,44
72 82,6 47,0 20,93
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Tab. IVa: Lungenfunktionsanalyse: Atemzugvolumen (V), Atemminutenvolumen (AMYV),
Atemstromstérke (Ast.), Resistance (R), Compliance (C), maximale interpleurale
Druckdifferenz (AP, max), Gesamtscore (Punkte) der Pferde ohne besonderen

Befund
Pferd Nr. A\ AMYV Ast. R C APp,max | Ges.Score
) (I/min) (I/min) | (cmHO/1/ | (I’lcmH,0) | (cmH,0)
min)
1 7,28 145,60 528 0,0100 5,74 8,54 0
2 6,24 99,84 310 0,0058 6,27 4,19 1
3 6,32 101,12 188 0,0042 3,02 4,60 1
4 5,92 201,28 778 0,0122 3,50 11,56 1
5 11,20 134,40 168 0,0093 5,40 5,84 0
6 5,12 153,60 684 0,0026 1,06 6,40 1
7 10,08 120,96 460 0,0097 9,60 6,80 0
8 8,00 128,00 490 0,0041 8,79 3,08 1

Tab. IVb: Lungenfunktionsanalyse: Atemzugvolumen (V), Atemminutenvolumen (AMV),
Atemstromstérke (Ast.), Resistance (R), Compliance (C),
maximale interpleurale Druckdifferenz (AP,max), Gesamtscore (Punkte) der
geringgradig erkrankten Pferde

Pferd Nr. \Y AMV Ast. R C AP,max | Ges.Score
) (1/min) (I/min) | (cmH,O/l/ | (I/emH,0) | (¢cmH,0)
min)

9 6,40 76,80 188 0,0060 3,55 3,6 3
10 5,80 92,80 260 3
11 5,28 147,84 400 0,0093 4,69 6,26 3
12 7,44 163,68 368 0,0100 1,49 9,57 2
13 9,36 131,04 340 0,0082 19,36 4,30 3
14 7,20 115,20 380 0,0172 1,09 12,16 3
15 8,72 87,20 202 0,0213 6,47 6,90 3
16 9,20 128,80 280 0,0140 4,32 9,29 3
17 8,72 122,08 384 0,0095 5,54 8,54 3
18 11,68 116,80 288 0,0052 10,02 4,67 2
19 9,40 75,20 210 0,0280 3,95 10,81 3
20 9,04 90,40 200 0,0130 5,56 5,22 3
21 10,4 166,40 456 0,0090 4,38 8,05 3
22 5,84 93,44 236 0,0130 2,23 6,53 3
23 6,32 101,12 228 0,0057 6,15 3,10 2
24 2
25 6,00 108,00 342 0,0063 2,04 5,09 3
26 11,12 88,96 152 0,0087 3,80 7,07 2
27 1,72 30,96 180 0,0290 0,25 11,64 2
28 2
29 6,08 97,28 506 0,0087 3,88 6,96 2
30 2,96 79,92 386 0,0066 8,87 3,25 3
31 3,28 131,20 446 0,0037 4,04 2,70 2
32 4,96 89,30 420 0,0094 3,02 7,56 2
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Tab. IVc: Lungenfunktionsanalyse: Atemzugvolumen (V), Atemminutenvolumen (AMYV),

Atemstromstérke (Ast.), Resistance (R), Compliance (C),

maximale interpleurale Druckdifferdenz (APpmax), Gesamtscore (Punkte) der

mittelgradig erkrankten Pferde

Pferd Nr. \% AMV Ast. R C AP,max | Ges.Score
) (I/min) (Vmin) | (cmH0/l/ | (VemH»0) | (cmH,0)
min)

33 4,20 109,20 584 0,0100 3,13 9,36 4
34 5
35 8,56 85,60 192 0,0097 2,87 7,10 5
36 7,84 141,12 402 0,0031 3,32 4,19 6
37 7,44 163,68 514 0,0120 1,34 11,53 5
38 5,12 92,16 428 0,0038 3,04 5,80 4
39 9,50 152,00 628 0,0130 1,76 14,30 4
40 5,92 94,70 424 0,0120 1,34 7,47 5
41 4,00 96,00 448 0,0099 2,63 9,55 4
42 4
43 6,78 162,80 712 0,0085 3,40 9,90 4
44 5,12 122,88 504 0,0210 4,03 14,30 6
45 5,36 107,20 488 0,0061 2,65 5,60 4
46 6,16 147,84 560 0,0290 0,47 25,35 6
47 4,96 119,04 388 0,0136 2,04 7,23 5
48 5,60 89,60 248 0,0300 1,12 14,80 5
49 8,80 70,40 172 0,0140 9,47 3,25 4
50 8,64 155,52 487 0,0039 9,20 4,32 5
51 6,48 129,60 452 0,0014 7,42 2,30 5
52 5,92 118,40 348 0,0080 4,11 5,06 5
53 9,20 165,60 504 6
54 4,48 76,16 206 0,0400 2,88 15,00 3-5
55 5,76 92,16 326 0,0320 6,04 13,22 4
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Tab. IVd: Lungenfunktionsanalyse: Atemzugvolumen (V), Atemminutenvolumen (AMV),
Atemstromstérke (Ast.), Resistance (R), Compliance (C),
maximale interpleurale Druckdifferenz (AP,max), Gesamtscore (Punkte) der
hochgradig erkrankten Pferde

Pferd Nr. \% AMV Ast. R C AP,max | Ges.Score
D (I/min) (Vmin) | (cmH,O/V/ | (VemH,0) | (cmH,0)
min)
56 6,32 101,12 382 0,0045 5,54 6,85 11
57 8,16 114,24 352 0,0197 3,03 14,36 8
58 5,28 116,16 426 0,0510 1,56 27,30 10
59 6,00 156,00 584 0,0020 6,7 2,78 8
60 4,32 103,68 372 0,0468 0,81 21,92 12
61 4,96 138,88 514 0,0100 4,73 6,69 10
62 8
63 5,52 121,44 432 0,0160 0,92 14,12 7
64 6,56 104,96 280 0,0090 3,9 6,17 7
65 7,70 131,47 242 0,0094 3,8 5,17 7
66 3,84 84,48 338 0,0213 1,04 10,04 7
67 3,20 147,20 612 0,0100 0,81 8,46 9
68 7,50 135,00 740 0,0230 12,5 25,24 12
69 7,44 104,16 484 0,0051 2,45 5,70 8
70 3,30 184,8 924 0,0100 1,35 12,84 12
71 6,00 108,00 438 0,0200 0,02 12,70 7
72 4,72 103,84 284 0,0300 0,03 14,09 7




Anhang -15-
Tab. V: Ergebnisse der Lungenfunktionsuntersuchung, der arteriellen Blutgasanalyse,
der Korpertemperatur und des Korpergewichtes der Ponys, bei denen keine
Atemkondensatgewinnung moglich war
Parameter Einheit Mittelwert Minimum Maximum
s/ SF Xmin Xmax
Atemzugvolumen Xa = 4,99
| 4,48 5,76
(n=23) s =0,68
Atemminutenvolumen Xa = 90,72
1 76,16 103,84
(n=3) s=13,9
Atemfrequenz . Xa = 18,33
min’ 16 22
(n=23) s=3,21
Resistance ~|x¢=0,03
cm H,O/l/min 0,02 0,04
(n=3) SF=1,17
Compliance Xg = 2,45
I/cm H,O 0,84 6,04
(n=23) SF=27
Max.Interpl.Druck xg= 14,08
cm H,O 12,7 15
(n=23) SF =1,07
Atemstromstirke X, =272
I/min 206 326
(n=3) s = 60,89
P.O, X, = 87,69
mm Hg 82,57 92,8
(n=2) s=17,23
P.CO; Xa = 47,47
mm Hg 47 47,93
(n=2) s = 0,66
A-aDO, Xa = 14,77
mm Hg 8,6 20,93
(n=2) s=8,72
Rektaltemperatur X, = 37,63
°C 37,3 38,2
(n=3) s=10,49
Korpergewicht Xa= 353,33
Kg 233 477
(n=23) s=122,03
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Tab. VI: Einfluss verschiedener interner und externer Parameter auf die

Atemkondensatmenge
Parameter Einheit Mittelwert Minimum | Maximum | Korrelat.
s/ SF Xmin Xmax (l‘)
Atemzugvol. 1 X, = 6,71 -0,221
1,72 11,68
(n=63) s=2,17 n.s.
Atemmin.vol. X, = 118,83 0,204
1 30,96 201,28
(n=163) s=31,08 n.s.
Atemfrequenz . X, = 19,53 0,238
min’ 8 56
(n=68) s=28,23 *
Resistance cm Xg = 0,0095 -0,138
. 0,0014 0,0468
(n=061) H,0/l/min |SF = 2,04 n.s.
Compliance Xg = 3,16 -0,202
1/ecm H,O 0,252 19,36
(n=161) SF =2,29 n.s.
Max.Interpl.Druck Xg= 7,08 0,187
cm H,O 2,3 25,35
(n=60) SF=1,74 n.s.
Atemstromstirke Xa = 406,66 0,369
1/min 152 778
(n=163) s=164,5 *%
pO: Xa = 91,05 0,154
mm Hg 63 113,5
(n=168) s=11,5 n.s.
pCO; X, = 45,5 -0,016
mm Hg 36,9 52
(n=68) s=3,05 n.s.
AaDOQO; X, = 12,13 -0,128
mm Hg -8.6 44,15
(n=68) s=11,08 n.s.
Rektaltemperatur Xa = 37,55 -0,042
°C 37 38,4
(n=68) s=0,32 n.s.
Korpergewicht Xy = 526,51 0,119
Kg 335 730
(n=68) s=95,12 n.s.
Luftfeuchtigkeit X, = 49,78 -0,154
% 30 68
(n=40) s=10,1 n.s.
Raumtemperatur X.= 16,76 -0,003
°C 14 21
(n = 40) s=1,85 n.s.
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Tab. VII: Einfluss verschiedener interner und externer Parameter auf das

Durchflussexspirationsvolumen

Parameter Korrelationskoeffizient
)
Atemzugvolumen -0,108
(n=130) n.s.
Atemminutenvolumen 0,298
(n=30) n.s.
Atemfrequenz 0,225
(n=130) n.s.
Resistance -0,225
(n=28) n.s.
Compliance 0,067
(n=28) n.s.
Max.Interpl.Druck 0,054
(n=27) n.s.
Atemstromstarke 0,278
(n=30) n.s.
P,0; 0,113
(n=130) n.s.
P,CO, -0,226
(n=30) n.s.
A-aDO, -0,043
(n=130) n.s.
Rektaltemperatur 0,013
(n=130) n.s.
Korpergewicht -0,09
(n=130) n.s.
Luftfeuchtigkeit -0,083
(n=30) n.s.
Raumtemperatur -0,177
(n=30) n.s.
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