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1. EINLEITUNG

Die Erhaltung der physiologischen Homoostase wahrend der Hohen und Tiefen des
taglichen Lebens wird von einer Vielzahl an Regelkreisen gesteuert. Mitunter wird
dieses Gleichgewicht durch Ereignisse wie Verletzungen oder Infektionen gestort, so
dass eine Anpassung der Regelkreislaufe notwendig wird. Die lokale Reaktion des
Gewebes auf Traumata und Infektionen ist die akute Entzindung. Dies manifestiert
sich hauptsachlich in Veranderungen der GefalRdurchmesser, der Erhohung der
Gefallpermeabilitat und der Aktivierung von Leukozyten. In den darauf folgenden
Tagen zeigen sich auch systemische und metabolische Veranderungen. Diese
systemische Antwort ist die Akute Phase Reaktion (APR) (KUSHNER, 1982). Akute
Phase Proteine (APP) sind daher hilfreiche Indikatoren zur Erkennung von Stérungen
der korpereigenen Homoostase und zur Uberwachung eines Krankheitsverlaufes.
Die postoperative Uberwachung und die Kontrolle des Heilungserfolges mit Hilfe von
APP findet in der Tiermedizin im Vergleich zur Humanmedizin noch wenig
Verwendung. Dies geschient in Ermangelung geeigneter Parameter und
Messverfahren, welche den Beginn bzw. den Grad einer entzundlichen Reaktion
erkennen lassen.

Als APP bezeichnet man eine ganze Reihe von Proteinen mit unterschiedlicher
Wirkungsweise, welche vor allem in der Leber im Verlauf der APR gebildet werden.
Die Synthese wird durch Mediatoren (z.B. Interleukin-6) induziert, welche unter
anderem von aktivierten Zellen des Immunsystems sezerniert werden. Diese
Proteine dienen dem Schutz des Organismus vor schadigenden Einflissen wahrend
einer Entzundungsreaktion und verhindern durch ihre meist antiinflammatorische
Wirkung eine uberschielende APR (WANG et al., 2001).

Wahrend der Aufzucht und Haltung von Nutztieren sind APP schon seit langerem
von Interesse. Durch Nutzung dieser Parameter erhofft man sich eine wesentliche
Verbesserung der Lebensmittelhnygiene (SAINI et al., 1998). Insbesondere
Haptoglobin ist beim Rind ein guter Indikator bei Entzindungen, Traumata,
Labmagenverlagerungen, bakteriellen oder viralen Infektionen, Metritiden, Mastitiden
oder Fettlebersyndrom und kann zusammen mit Serum Amyloid A (SAA) sogar zur
Differenzierung zwischen akuten und chronischen Entzindungen herangezogen
werden (ALSEMGEEST et al., 1994; NAKAGAWA et al., 1997; HORADAGODA et
al., 1999; HIRVONEN et al., 1999; DEIGNAN et al., 2000; HEEGAARD et al., 2000;
ECKERSALL et al., 2001).
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Auch bei Schweinen findet die Bestimmung der APP fir eine Vielzahl von
Untersuchungen Verwendung. Es existieren verschiedenste Studien, die APP zur
Vorhersage der Gewichtsentwicklung, zur Friherkennung von Infektionskrankheiten
und zur Differenzierung verschiedener Zuchtlinien hinsichtlich ihres Immunstatus
heranziehen (HARDING et al., 1997; HEEGAARD et al., 1998; MAGNUSSON et al.,
1999).

Dass die APP zukinftig in der Tiermedizin eine groRe Rolle spielen werden, zeigt die
Grindung der ,European Commission Directorate General Research Concerted
Action“ im Februar 2000, welche der Vereinheitlichung der Nachweistests und
Einheiten dient (SKINNER, 2001).

Thema der vorliegenden Arbeit ist die Bestimmung der Akute Phase Proteine (APP)
Serum Amyloid A (SAA), Fibrinogen (Fib) und Haptoglobin (Hp) sowie des Zytokines
Interleukin-6 (IL-6) nach verschiedenen chirurgischen Eingriffen und bei frischen
Wunden. Zusatzlich wird bei jeder Probeentnahme das rote, das weilde und das
Differenzialblutbild bestimmt und in Beziehung zum klinischen Bild gesetzt.
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2. SCHRIFTTUM

2.1 Reaktion des Korpers auf Entzindungsreize

Entzindliche Veranderungen kénnen zum einen durch Infektionen mit Viren,
Bakterien, Pilzen und Parasiten, zum anderen aber auch durch immunpathologische
Vorgange, chemische und physikalische Noxen ausgelost werden. An der lokalen
Entzindungsreaktion sind Zellen des Immunsystems, das Gefalkendothel und die
umliegenden Gewebezellen beteiligt. Es kommt unter anderem zur Aktivierung des
Hamostase- sowie des Immunsystems und die Proteinbiosynthese in der Leber wird
beeinflusst. Diese Veranderungen werden zusammenfassend mit dem Begriff der
Akute Phase Reaktion (APR) der Entziindung bezeichnet (KUSHNER, 1982;
PATTERSON et al., 1988; ANDUS et al., 1989; WEISS, 1990; JENSEN und
WHITEHEAD, 1998). Die Dauer, Auspragung und Form sind abhangig von den
einwirkenden Noxen. Fur die Abwehr von Krankheitserregern im Blut sind
verschiedene, sich erganzende Systeme zu finden: das spezifische humorale und
zelluldre  Immunsystem, sowie das unspezifische humorale und zellulare
Abwehrsystem, welches die APR vermittelt.

Damit die Regeneration des Gewebes einsetzen kann, begrenzt die kdérpereigene
Abwehr einen Gewebeschaden lokal, beseitigt die verursachenden Substanzen und
entfernt das geschadigte Gewebe. Die kontrollierte inflammatorische Reaktion dient
der Elimination der Infektion. Lauft diese Reaktion unkontrolliert ab, kann das zu
Multiorganversagen und Tod fihren (SCHUMANN und ZWEIGNER, 1999; MACKAY,
2000; WEISS und EVANSON, 2002).
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2.1.1 Lokale Entzindungsreaktion

Am Anfang der Entzindung steht die lokale Reaktion. Gefalidilatation, erhdhte
Gefallpermeabilitat, Aktivierung des Gerinnungssystems und Adhasion bzw.
Emigration von Leukozyten sind Ausdruck dafur (GANGUR et al., 2002). Am
Entzindungsort sammeln sich Zellen wie polymorphkernige neutrophile
Granulozyten (PNG) und Makrophagen, welche durch den Stimulus eine Vielzahl von
Mediatoren freisetzen. Die unspezifische humorale Abwehr basiert auf dem Kinin-
Bradykininsystem, dem Komplementsystem und den Gerinnungsfaktoren (HIGGINS
und LEES, 1984). Negativ geladene Oberflachen (z.B. die Basalmembran) oder
negativ geladene lonen aktivieren den Hagemann-Faktor (Faktor XII des
Gerinnungssystems), welcher dann Gerinnungs-, Komplement- und Kininsystem
aktiviert. Kinine sind sehr wirkungsvolle Vasodilatatoren, die eine erhohte
Durchblutung des affektierten Gewebes bewirken. Dadurch verlangsamt sich der
Blutstrom und erleichtert so die Adhasion der Leukozyten (KAPLAN et al., 1982;
DARGEL, 1995a). Zytokine wie Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1)
und besonders Interleukin-8 (IL-8) fuUhren zur Expression von Glykoprotein-
Komplexen, welche die Adhasion der Leukozyten an das Endothel unterstitzen
(GANGUR et al., 2002).
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Ursachen:
Infektionen
Traumen
maligne Tumoren - o
_ © > 5
- Autoimmunerkrankungen & . @ i
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=6 - &
- ¥ e
TNF-a IL-6 5 e
2 @5 | L-6 W
TNF-a S iL.10®
& TNF-a *

Gewebsmakrophagen

Aktivierung durch:
Antigen-Antikérperkomplexe

Komplementsystem
LPS-LPB Komplexe

Abb. 1: Ablauf der lokalen bzw. systemischen Reaktionen (ANDUS et al., 1989;
JENSEN und WHITEHEAD, 1998)
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2.1.1.1 Kardinalsymptome der Entziindung

Bereits 35 n. Chr. postulierte CELSUS die vier Kardinalsymptome der Entzindung
rubor et tumor cum calore et dolore. Die functio laesa wurde im 19. Jahrhundert von
VIRCHOW hinzugefugt. Rotung, Schwellung, Warme, Schmerz und Funktionsausfall
beschreiben die aulRerlich sichtbaren Folgen komplexer vaskularer, immunologischer
und zellularer Reaktionen (HIGGINS und LEES, 1984).

Kinine erhdhen den peripheren arteriellen Blutfluss und bewirken gleichzeitig im
Kapillarbereich eine Kontraktion der Endothelzellen. Zytokine verursachen
Veranderungen des Zytoskeletts der Endothelzellen. Die entstehenden Licken im
Gefallendothel erleichtern die Diapedese von Entzindungszellen (DARGEL et al.,
1995). Weil Kinine zusatzlich eine Vasokonstriktion der Venolen herbeifuhren, kommt
es im Entzundungsgebiet zum Flussigkeitsaustritt in das umliegende Gewebe
(DARGEL et al.,, 1995). Dies setzt die intravasalen Scherkrafte herab, was die
Anheftung von PNG und Monozyten erleichtert (DARGEL et al., 1995).

Histamin hat relaxierende Wirkung auf die glatte Muskulatur der Gefalle und bewirkt
nachfolgend eine Absenkung des Blutdruckes und eine Erhéhung der
Gefallpermeabilitat im Kapillarbereich (BUDDECKE, 1994). Rotungen im Zentrum
des Entzindungsherdes sind ebenfalls Folge der Histaminwirkung (DARGEL et al.,
1995).

Die Freisetzung von Neuropeptiden ist fur die gesteigerte Schmerzempfindlichkeit bei
Weichteilverletzungen verantwortlich. Zu den dabei wirksam werdenden
Neuropeptiden zahlen Substanz P, Dynorphin und calcitonin gene related peptid
(DARGEL et al., 1995).
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£
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A REDNEE

Abb. 2: Kardinalsymptome der Entzindung nach Celsus (ibernommen von
LAWRENCE et al., 2002)

2.1.2 Systemische Entziindungsreaktion

Die Akute Phase Reaktion (APR) ist Ausdruck fur die Veranderung der
korpereigenen Homoostase als Reaktion auf die verschiedensten Traumata
(KUSHNER et al., 1989).

Die systemische APR besteht unter anderem aus Fieber, Leukozytose, gesteigerter
Glukokortikoidsekretion, Konzentrationsanderungen von Eisen, Zink und Kupfer in
Blut und Leber, Aktivierung der Gerinnung, des Komplementsystems, des
Kininsystems und der Fibrinolyse, einer negativen Stickstoffbilanz, Veranderungen
des Aminosaurestoffwechsels und insbesondere aus drastischen Veranderungen der
Plasmaproteinzusammensetzung (KOJ et al., 1988; KUSHNER et al., 1989; AUER et
al., 1989). Auch das Endokrinium ist von den Veranderungen wahrend der APR
betroffen. Erkrankte und verletzte Individuen haben gesteigerte
Plasmakonzentrationen von Hormonen, darunter Glukagon, Insulin, ACTH, Kortisol,
Katecholamine, Wachstumshormone, Thyreotropes Hormon (TSH), Thyroxin,
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Aldosteron und Vasopressin (KUSHNER, 1982; MILLS et al., 1997; MILLS et al.,
1998). Durch Entzindungsreize aktivierte Gewebemakrophagen und Monozyten
produzieren eine Vielfalt von Entzindungsmediatoren: Interleukine (IL), TNF-q,
Eikosanoide, verschiedene colony stimulating factors (CSF), Interferone u.a.
(ANDUS et al., 1989; DINARELLO, 1994). Die Aktivierung der systemischen
Reaktion wird durch diese Mediatoren vermittelt. Interleukin-6 (IL-6), TNF-a und IL-1
steigern  die  Prostaglandin-E,-Synthese, = woraus die  Erhdhung  der
Kdrperinnentemperatur resultiert (MORRIS et al., 1990; MORRIS, 1991; MORRIS et
al., 1992b). IL-6 fordert die Granulopoese (ANDUS et al., 1989). Die hepatische APR
wird ebenfalls von mehreren Mediatoren induziert. Die wichtigsten sind IL-1, TNF-q,
Interferon-y, Transforming growth factor-B (TGF-B) und IL-6. Einen Uberblick tber
den aktuellen Stand der Forschung gibt auch die Veroffentlichung von Lawrence
(2003).

2.1.2.1 Unspezifische zellulare Immunantwort

Nach SCHILLING (1924) kommt es infolge eines Traumas oder einer Infektion zur
Veranderung des Differenzialblutbildes. Er unterscheidet die Kampfphase, welche
nach einer initialen Leukozytopenie von einer Neutrophilie mit Kernlinksverschiebung
bei gleichzeitiger Lymphozytose, Eosinopenie und Monozytopenie dominiert wird von
der Uberwindungs- und Heilungsphase. Merkmal der Uberwindungsphase ist eine
Monozytose. Die Heilphase ist durch eine Lymphozytose, Eosinophilie (auch unter
eosinophiler Morgenréte bekannt) und Ruckkehr der Neutrophilen in den
Referenzbereich gepragt (KRAFT und DURR, 2005).

Der Anstieg der absoluten Leukozytenzahl im Blut infolge einer Entzindung fallt beim
Pferd deutlich geringer aus als bei anderen Spezies wie z.B. Hund und Katze (JAIN,
1986a). Neben einem Entzundungsreiz kann auch Stress, Angst oder Training zu
einer Leukozytose fuhren. Dabei werden durch den schnelleren Blutfluss Leukozyten
aus dem marginalen Leukozytenpool wieder ins Blut geschwemmt (JAIN, 1986a). Die
intraartikulare Injektion von Lipopolysaccharid fuhrt bei Pferden innerhalb von 8
Stunden zu einem Anstieg der Gesamtleukozytenzahl und der polymorphkernige
neutrophile Granulozyten (PNG) (HAWKINS et al.,, 1993). Im Gegensatz dazu
verursacht eine Kastration mit oder ohne Wundheilungstérung innerhalb von 8 Tagen
p OP keine signifikanten Veranderungen der Gesamtleukozytenzahl (JACOBSEN et
al., 2005a).
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2.1.2.1.1  Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PNG)

Die systemische Entziindungsreaktion ist in ihrer akuten Phase durch die Aktivierung
von Makrophagen und PNG gepragt (ANDUS et al., 1989).

Zu Beginn einer Entzindungsreaktion phagozytieren Gewebemakrophagen
Pathogene wie Antigen-Antikdrper-Komplexe, Bakterien, Lipopolysaccharide (LPS),
Zellfragmente und Ahnliches. Um andere Zellen des Immunsystems zu aktivieren
setzen sie chemotaktisch aktive Substanzen frei. Diese Chemotaxine regen unter
anderem Leukozyten zur Leukodiapedese an. Chemotaktisch wirksam sind die von
Makrophagen freigesetzten Zytokine (IL-1, TNF-a), Chemokine (IL-8) aber auch
Komplementfaktoren (Komplementfaktor C5a), Eikosanoide (Prostaglandin-Ey,
Leukotrien B4), Platelet activating factor (PAF) und LPS (SEETHANATHAN et al.,
1990; JENSEN und WHITEHEAD, 1998; JONES und BLIKSLAGER, 2001; GANGUR
et al., 2002).

Die Leukodiapedese ist in verschiedene Phasen eingeteilt. Zuerst erfolgt eine
hamodynamische Margination der zirkulierenden PNG vor allem in postkapillaren
Venolen. Indem die PNG an aktivietem Endothel, Thrombozyten oder einer
freiliegenden extrazellularen Matrix kurzzeitig binden, scheinen sie Uber die
Oberflache zu rollen (s. a. Abb.3). Wahrend dieser kurzeitigen Bindungsphase erfolgt
die Aktivierung der PNG mit Hilfe von chemotaktisch aktiven Substanzen. Zytokine
(IL-1, TNF-a), Chemokine (IL-8), LPS, Leukotrien B4, plattchenaktivierender Faktor
(PAF - in vitro), Komplementfaktoren (humaner rekombinanter Komplementfaktor
C5a - in vitro) und Immunkomplexe (Antigen-Antikdrper) verursachen eine
Aktivierung der PNG (SERTEYN et al., 1999; JONES et al., 2001; RICKARDS et al.,
2001; CHILCOAT et al., 2002; WEISS und EVANSON, 2002). Nur aktivierte PNG
konnen fest an die entsprechende Oberflache gebunden werden. Die Diapedese wird
durch aktive Abflachung der PNG mit gleichzeitiger Kontraktion der Endothelzellen
ermdglicht. Im Gewebe erfolgt die Migration mit Hilfe von Konzentrationsgradienten
verschiedener Mediatoren (JONES und BLIKSLAGER, 2001; RICKARDS et al.,
2001; GANGUR et al., 2002).

Vorraussetzung flr das Rollen bzw. die temporare Bindung von Leukozyten sind
Selektine (XU et al., 2005). Diese kohlenhydratbindenden Proteine befinden sich auf
der Oberflache von Leukozyten (L-Selektine), Endothelzellen (E- und P-Selektine)
und Thrombozyten (P-Selektine) (HEDGES et al., 2001; XU et al., 2005). Sie binden
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reversibel an kohlenhydratreiche Muzine auf der Oberflache von Endothelzellen und
Leukozyten (JONES und BLIKSLAGER, 2001). E-Selektine auf der Oberflache der
Endothelzellen sind Merkmal einer Aktivierung durch Zytokine (IL-1) und Chemokine
(IL-8), Histamin, LPS, Viren und Leukotrien-C4 (DARGEL, 1995b). Insbesondere das
LPS bewirkt eine Expression von E-Selektin beim Pferd innerhalb von 2 Stunden in
vitro (HEDGES et al., 2001). Die Adhasion der PNG an aktivierte Endothelzellen Gber
E-Selektin fihrt zu einer Formveranderung und in vitro zu einer gesteigerten
Transmigration gegenuber nicht stimulierten PNG (HEDGES et al., 2001). Wahrend
der Margination werden in der Zellmembran des PNG lokalisierte Integrine,
insbesondere ayp2 (CD 11b/18; Mac-1) aktiviert (CHILCOAT et al., 2002; WEISS und
EVANSON, 2002). Das Integrin auB2 bindet an das Intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1) in der Membran von Endothelzellen, den Komplementfaktor iC3b,
immobilisiertes Fibrinogen und das in der Thrombozytenmembran standige
Glykoprotein GP1ba (EHLERS et al., 2003; FLICK et al., 2004). Die Transmigration
wird durch eine gesteigerte Gefallpermeabilitat erleichtert (MACKAY, 2000).
Endothelzellen kontrahieren oder I6ésen sich ganz von der Basalmembran ab
(DARGEL et al., 1995).

Sobald die aktivierten PNG am Entzindungsort angelangt sind, setzen sie
Sauerstoffradikale frei. Durch die Fahigkeit, reaktive Sauerstoffspezies
(Superoxidradikale, Hydroxylradikale und Wasserstoffperoxyd) zu bilden, sind PNG
in der Lage, organische Strukturen zu zerstéren. Eine weitere Fahigkeit ist die
Phagozytose von Zelltrimmern. Dabei setzen sie eine Vielzahl von Proteasen, wie
z.B. Elastase, Kollagenase, Proteinase und Kathepsin G frei (MACKAY, 2000;
JONES und BLIKSLAGER, 2001). Beim Pferd ist die die Elastaseaktivat deutlich
geringer als beim Menschen (VON FELLENBERG et al., 1985). Diese Elastasen
werden von az-Makroglobulin gebunden und inaktiviert (SALVESEN et al., 1983).

Die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies ist bei Pferden in vitro in geringem
MaRRe durch den humanen rekombinanten Komplementfaktor C5a und in einem
héheren Malde durch PAF, Histamin, Bindung an einen Antigen-Antikdrper-Komplex
und LPS induzierbar (SERTEYN et al., 1999; JONES et al., 2001; RICKARDS et al.,
2001; MASSOCO und PALERMO-NETO, 2003). Equine PNG kdnnen durch LPS nur
in Kombination mit Plasmafaktoren, beim Menschen sind dies Lipopolysaccharid
bindendes Protein (LBP) oder die High Density Lipoproteinfraktion (HDL), zur
Freisetzung von Sauerstoffradikalen stimuliert werden (BENBAREK et al., 1998).
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Aktivierte PNG synthetisieren neben Sauerstoffradikalen auch Eikosanoide und
Zytokine wie IL-6, IL-1 und TNF (DARGEL et al., 1995).

Wahrend eines septischen Geschehens werden im Blut zirkulierende Monozyten und
PNG aktiviert und aktivieren bzw. schadigen ihrerseits das Endothel im gesamten
Blutkreislauf. Dabei sind PNG, welche durch LPS oder TNF-a angeregt werden,
weniger deformierbar.  WEISS und EVANSON (2001) zeigen dabei den
Zusammenhang zwischen verringerter Extravasion, intravasaler Degranulation und
Schadigung des Endothels oder verschiedener Parenchyme. Besonders beim Pferd
reagieren viele Zellen des Immunsystems und Endothelzellen deutlicher und
schneller als die anderer Arten auf LPS. Dies kann in einer disseminierten
intravasalen Gerinnung, Multi-Organversagen und Tod enden (HEDGES et al., 2001;
WEISS und EVANSON, 2002).

2.1.2.1.2 Thrombozyten

Thrombozyten sind sehr kleine aber bedeutende Effektoren der Hamostase. Diese
anukledren Zytoplasten spielen wegen ihrer Interaktion mit Leukozyten und der
Freisetzung proinfammatorischer = Mediatoren  eine  grol3e Rolle im
Entzindungsgeschehen (WEYRICH et al, 2003). Die wahrend einer
Entzindungsreaktion aktivierten Thrombozyten verandern ihre Gestalt (Bildung von
Lamellipodien und Filopodien), es kommt zu einer Umstrukturierung im Thrombozyt
sowie zur Degranulation (DARGEL et al., 1995; MCCARTY et al., 2004; MANGIN et
al., 2004). Bei der Verschmelzung dieser Granulamembranen mit der
AulBenmembran gelangen P-Selektine auf die AuBenflache der Thrombozyten
(MORITZ et al.,, 2003). Nach bzw. gleichzeitig mit ihrer Aktivierung binden
Thrombozyten an Kollagen, andere Thrombozyten, Fibrinogen, den von Willebrand-
Faktor, Leukozyten und Fibronektin (MCCARTY et al., 2004).

Das Rollen von Leukozyten an gebundenen, aktivierten Thrombozyten wird Uber die
Interaktion P-Selektin (Thrombozyt) mit dem P-Selektin Glykoprotein Liganden-1
(PSGL-1)-Rezeptor (CD 162) auf dem Leukozyten vermittelt (XU et al., 2005). Die
Interaktion und feste Bindung zwischen Leukozyten und Thrombozyten geschieht
durch das Leukozyten Integrin auB2 (CD11bCD18/Mac-1) wund den
Thrombozytenrezeptor GPlIba (WEYRICH et al.,, 2003). Diese Adharenz von
Leukozyten an Thrombozyten gewahrleistet die Leukodiapedese durch einen
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vaskularen Thrombus, ist aber auch fur die Bildung zirkulierender Leukozyten-
Thrombozyten-Aggregate wahrend einer Sepsis verantwortlich (EHLERS et al., 2003;
WEYRICH et al., 2003). Der Nachweis von P-Selektinen auf Thrombozyten von
Hunden kann als frihzeitiger Indikator einer Aktivierung infolge septischer und
nichtseptischer Infektionen eingesetzt werden (MORITZ et al., 2005).

Die von Thrombozyten freigesetzten proinflammatorischen Mediatoren entstammen
entweder Speichergranula, dem Eikosanoid- bzw. Pospholipidsyntheseweg oder
werden in den Thrombozyten mit Hilfe dort nachgewiesener mRNA synthetisiert
(WEYRICH et al., 2003). Adenosindiphosphat (ADP) und 5-Hydroxytryptamin (5-HT)
sind in den dichten Granula von equinen Thrombozyten in hohen Konzentrationen
gespeichert. Thrombozyten aggregieren in Anwesenheit von PAF, 5-HAT, Histamin
und ADP, wobei PAF und Thrombin die Sekretion innerhalb von wenigen Minuten (in
vitro) stimulieren (BAILEY et al., 2000; WEYRICH et al.,, 2003). Entsprechend
BAILEY et al. (2000) kann man aber nur nach Inkubation mit PAF eine
dosisabhangige Aggregation und Freisetzung von 5-HT und eine Produktion von
Thromboxan beobachten, wobei eine kalziumabhangige PNG-Thrombozyten-
Interaktion notwendig scheint, um die Phosphodiesterase-4 des
Eikosanoidsynthesewegs zu aktivieren (RICKARDS et al., 2003).
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Abb. 3: Bindung von PNG an Endothel, freie und gebunden Thrombozyten und

Leukodiapedese.
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2.1.2.2 Unspezifische humorale Immunantwort

2.1.2.2.1  Komplementsystem

Das Komplementsystem ist eine Hauptsaule des Immunsystems. Es besteht aus ca.
20 einzelnen Plasmaproteinen. Die aktivierten Komplementproteine sind fur die
Schadigung der Zellmembran von Bakterien, Pilzen und héheren Organismen in der
Abwesenheit von spezifischen Antikdrpern verantwortlich. Vor allem bei
Entzindungen in Folge einer Infektion Ubernimmt das Komplementsystem eine
Schlusselrolle. Dieses System beeinflusst die Mikrozirkulation, die glatte Muskulatur,
die chemotaktische Aktivitdt von Entzindungszellen und die Freisetzung weiterer
Entzindungsmediatoren, wahrend es selbst zytotoxische Aktivitat besitzt. Das
Komplementsystem kann auf zwei verschiedene Wege aktiviert werden (s. Abb. 4).
Dabei findet eine enzymatische Kaskadenreaktion statt, d.h. die proteolytische
Spaltung einer Komplementkomponente fuhrt zur Freisetzung aktiver Proteasen. Der
so genannte alternative, phylogenetisch altere Weg wird durch Bakterien, Parasiten,
ionisierende Strahlung und aggregierte Immunglobuline aktiviert. Zur Aktivierung des
klassischen Weges kommt es, wenn das Komplementmolekil C1 mit einem Antigen-
Antikorper-Komplex interagiert. Nach Ablauf der Komplementkaskade sind biologisch
aktive Peptide entstanden, welche auf kleine Gefalde, glatte Muskulatur, Mastzellen
und PNG wirken (WECKER, 1990; DARGEL et al., 1995). Der klassische Weg der
Komplementaktivierung kann auch durch C-reaktives Protein ausgeldst werden
(MOLD et al., 1982; SZALAI et al., 1999).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Komplementaktivierung modifiziert nach
SCHMIDT und THEWS (1997).

Legende: C=Komplementfaktor; Ag-Ak-Komplex= Antigen-Antikérperkomplex;
Komplementfkt. B+P= Komplementfaktoren B und P
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2.1.2.2.2 Kallikrein-Kinin-System

Kinine sind  vasodilatatorische = Gewebshormone. Sie entstehen  aus
Vorlauferproteinen, den Kininogenen mit Hilfe von trypsinahnlichen Proteasen, den
Kallikreinen. Kallikreine kommen in zahlreichen Geweben ebenso wie in PNG vor
(DARGEL et al., 1995). Das Kallikrein-Kinin-System wird durch verschiedene
Proteasen wie Trypsin, bakterielle Proteasen, Kallikrein selbst und durch den
Hagemann-Faktor aktiviert. Kinine wirken hauptsachlich auf das periphere
Gefallsystem. Aullerdem verstarken sie auch die Synthese und Sekretion weiterer
Mediatoren wie Prostaglandin, Leukotrien, Histamin und verschiedener Zytokine
(DARGEL et al., 1995; SCHMIDT und THEWS, 1997).

2.1.2.3 Mediatoren

2.1.2.3.1 Lipidmediatoren

Zu den Lipidmediatoren gehort neben der grof3en Gruppe der Eikosanoide auch der
platelet activating factor (PAF). Eikosanoide sind Derivate von Cyo-Fettsauren. Es
handelt sich bei den Molekulen dieser Gruppe hauptsachlich um Gewebshormone,
die am Ort ihrer Freisetzung wirken (s. Abb. 5).
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aggregation

Abb. 5: Bildung und Wirkung von Eikosanoiden, modifiziert nach SCHMIDT und
THEWS (1997).

Eikosanoide spielen eine wichtige Rolle wahrend des Entzindungsprozesses. Sie
wirken vasodilatatorisch, leukotaktisch, bronchokonstriktorisch, steigern die
Gefallpermeabilitat und induzieren Schmerz sowie die Aggregation von
Thrombozyten (HIGGINS und LEES, 1984). Tierexperimentell konnte nachgewiesen
werden, dass ein Zusammenhang zwischen der Abgabe von Leukotrienen und
klinischen Entzindungssymptomen besteht. Im Vergleich zu gesunden Gelenken
sind in der Synovia osteoarthritischer Gelenke die Konzentrationen von
Prostaglandin-E; und Substanz P deutlich erhdht (KIRKER-HEAD et al., 2000).

Der PAF ist, ahnlich wie die Leukotriene, ein aullerst effektiver Mediator wahrend
einer Entzindung oder anaphylaktischen Reaktion (DARGEL et al., 1995). Die
Synthese von PAF in Endothelzellen wird durch Thrombin, Histamin, Bradykinin,
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Angiotensin-Il, Vasopressin, Leukotrien-C4 oder Leukotrien-D4, IL-1, TNF-a und
Antikorper induziert. Auf der Zelloberflache von PNG, Monozyten und Thrombozyten
befinden sich PAF-Rezeptoren.

2.1.2.3.2 Peptidmediatoren (Zytokine)

Unter dem Begriff Zytokine wird eine Gruppe von Proteinen verstanden, die
hauptsachlich von mononuklearen Zellen sezerniert werden. Allerdings
kommunizieren alle Zellen, die an Immunreaktionen und entzindlichen Prozessen
beteiligt sind, miteinander Uber Zytokine. Hierbei handelt es sich um
Polypeptidhormone, die je nach Bildungsort als Lymphokine, Monokine, Chemokine,
Interleukine oder Interferone bezeichnet werden. Fur das Entzindungsgeschehen
sind die Zytokine IL-1, IL-6, IL-8, Interferon-y, transforming growth factor 3 und TNF-
a von besonderer pathobiochemischer Bedeutung (HILDEBRANDT, 1994; DARGEL
et al.,, 1995; GANGUR et al., 2002). Zytokine besitzen sowohl parakrine als auch
autokrine Eigenschaften (GRIMMINGER et al., 1997). Sie sind bereits in geringsten
Konzentrationen (picomol) fahig, Veranderungen des Zellmetabolismus zu bewirken
(DINARELLO, 1994). Zytokine induzieren Uber das zentrale Nervensystem, das
Lymphsystem und den Blutkreislauf eine Vielzahl von systemischen Reaktionen.
Diese umfassen unter anderem Fieber, gesteigerte Zellproliferation und
-differenzierung im Knochenmark, Stoffwechselveranderungen in vielen Organen und
eine Veranderung im Protein-Synthese-Profil der Leber (JENSEN und WHITEHEAD,
1998). IL-6, IL-1 und TNF-a stimulieren die Freisetzung von adrenokortikotropem
Hormon (ACTH) aus der Hypophyse, was zu einer gesteigerten Sekretion von
Glukokortikoiden aus der Nebennierenrinde fuhrt (HEINRICH et al., 1990). Um in
vitro eine umfassende Veranderung der Proteinsynthese (hepatische APR) zu
induzieren, mussen IL-6, IL-1, TNF-a und Glukokortikoide im Kulturmedium
vorhanden sein (BAUMANN et al., 1988). Humane APP konnen anhand des
Induktionsmediators in 2 Klassen unterteilt werden. Die Klasse 1 APP werden von IL-
1 mit Unterstltzung von IL-6 induziert, die Synthese der Klasse 2 APP wird nur durch
IL-6 aktiviert. IL-1 hat keinen oder nur hemmenden Einfluss darauf (SCHUMANN und
ZWEIGNER, 1999).
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2.1.2.3.2.1 Tumor Nekrose Faktor-a und - (TNF-a und -f3)

Beim Menschen gilt TNF-a als einer der Hauptmediatoren der Sepsis
(GRIMMINGER et al., 1997). TNF-a wird von Monozyten, Lymphozyten, naturlichen
Killerzellen, glomerularen Mesangialzellen, Astrozyten, Mikrogliazellen und
Makrophagen gebildet. Endotoxine, Viren, Pilze, parasitare Antigene, Enterotoxine,
Immunkomplexe und IL-1 regen die Synthese an. In Zellen von Leber, Lunge, Haut,
Milz und Fettgewebe sind TNF-a Rezeptoren zu finden. AuRerdem induziert TNF-a
die Freisetzung einer Vielzahl von Mediatoren, unter anderem IL-1, IL-6, IL-8,
Interferon-a, platelet derived growth factor und Prostaglandin-E,. TNF-a verursacht
einerseits zellulare Reaktionen, die sich gunstig auf die Zellproliferation und damit die
Wundheilung auswirken, andererseits wirkt TNF-a zytotoxisch (DARGEL et al.,
1995). TNF-a steigert die Adharenz von PNG und unterstitzt durch ,Priming“ der
GefalRendothelzellen die Leukodiapese (GRIMMINGER et al., 1997).

In vitro steigt die TNF Konzentration nach Inkubation von equinen Leukozyten mit
Lipopolysaccharid innerhalb 1,5 Stunden an (SEETHANATHAN et al.,, 1990;
HAWKINS et al., 1998). In den beiden genannten Veroffentlichungen wurde nicht
zwischen TNF-a und — unterschieden. Die intravenése Applikation von Endotoxin
verursacht bei Pferden einen signifikanten Anstieg der TNF-a Aktivitat innerhalb einer
Stunde im Blut (MACKAY et al., 1991; BARTON et al., 1997; BUENO et al., 1999).
Nach extremer Belastung und bei degenerativen Gelenkerkrankungen ist TNF-a in
der Synovialflissigkeit signifikant erhdht (BILLINGHURST et al., 1995). Die Gabe
eines TNF-Antikérpers neutralisiert fast vollstandig die LPS induzierte TNF-Aktivitat I.
(CARGILE et al., 1995). Der TNF-Spiegel in Blut und Peritonealflissigkeit ist bei an
Kolik leidenden Pferden im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant hoher (BARTON
und COLLATOS, 1999).

Tumor Nekrose Faktor-B (TNF-B) bzw. Lymphotoxin ist ein zytotoxisches Zytokin,
welches von aktivierten T-Lymphozyten synthetisiert wird. Die Bildung
koloniestimulierender Faktoren (CSF) wird durch TNF-B ausgelost (DARGEL et al.,
1995).
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2.1.2.3.2.2 Transforming growth factor-3 (TGF-[3)

Die Freisetzung von TGF-B aus Thrombozyten, Makrophagen und Keratinozyten
sowie zahlreichen anderen Zellarten wird durch Steroide, Retinoide, epitheliale
Wachstumsfaktoren, Nervenwachstumsfaktoren, Vitamin D3 und IL-1 hervorgerufen.
TGF-B wirkt sowohl immunstimulierend als auch immunsuppressiv. Die Aktivitat von
IL-1 wird durch TGF-f gehemmt (SCHARFFETTER-KOCHANEK et al., 1995;
DARGEL et al.,, 1995). TGF- kommt eine wichtige Funktion wahrend der
Wundheilung zu. Es hat Einfluss auf PNG, Makrophagen und Fibroblasten. Es
stimuliert die Synthese von Strukturproteinen, hemmt Matrix-Metalloproteinasen und
kontrolliert andere Wachstumsfaktoren der Wundheilung (SCHARFFETTER-
KOCHANEK et al., 1995). Die Freisetzung von TGF-3 wird durch eine Infektion mit
equinem Herpes Virus-1 (EHV-1) induziert (CHESTERS et al., 2000).

2.1.2.3.2.3 Interferon-y (IFN-y)

IFN-y ist ein pleiotrop wirksames Zytokin, welches die Regulation von Immun- und
Entzindungsprozessen beeinflusst. IFN-y wirkt als SchlUsselzytokin  der
zellvermittelten Immunitat. Vor allem T-Lymphozyten produzieren das glykolysierte
Polypeptid IFN-y. Stimuliert wird die Freisetzung vor allem durch Virusantigene.
(DARGEL et al., 1995; GUTMANN et al., 2005).

2.1.2.3.2.4 Interleukin-1 (IL-1)

IL-1 ist auch unter dem Namen Leukozyten-Pyrogen, endogener Leukozyten-
Mediator und Lymphozyten-aktivierender-Faktor bekannt. Bei Menschen und
Kaninchen besitzt dieses Molekul ein Molekulargewicht von 13 kD (BORNSTEIN,
1982). Die Synthese von IL-1 in Monozyten wird durch das Komplementsystem,
durch Anheftung an Oberflachen, die Blutgerinnung und Endotoxine aktiviert. Die
Interleukin-1 Familie besteht aus Interleukin1a (IL-1a), Interleukin-1B (IL-13) sowie
dem Interleukin-1 Rezeptorantagonisten (IL-1ra) (DINARELLO, 1994; KATO et al.,
1997). IL-1a wirkt in der Zelle als autokriner Botenstoff (DINARELLO, 1994).

KATO et al. (1997) gelang es, den equinen IL-1ra zu isolieren und zu
charakterisieren. In vitro hemmt equiner IL-1ra die zytostatischen und zytotoxischen
Effekte von IL-1 (KATO et al., 1997).
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IL-1 wird von den verschiedensten Zelltypen, unter anderem von Monozyten,
Makrophagen, PNG, dendritischen Zellen, Langerhans Zellen, Astrozyten,
Mikrogliazellen, Endothelzellen, Fibroblasten, Mesangialzellen, B-Lymphozyten und
adulten T-Lymphozyten leukamischer Zelllinien produziert (KITAGAWA und SAITO,
1988). Das Zytokin IL-1 fungiert als chemotaktischer Botenstoff fir PNG und
Monozyten, wobei es die zytotoxische Aktivitdt der Monozyten verstarkt
(SCHARFFETTER-KOCHANEK et al., 1995). Durch die Sekretion von IL-1 werden
auch Endothelzellen, Osteoblasten, T- und B-Zell-Lymphozyten, natirliche
Killerzellen, Fibroblasten, Synovialzellen, Hepatozyten und Myozyten stimuliert
(KITAGAWA und SAITO, 1988; GANGUR et al., 2002).

Laut DINARELLO (1994) unterdrickt IL-1 die Gentranskription von Albumin,
Lipoproteinlipasen und Zytochromen, steigert aber die Expression verschiedener
Zytokine. IL-1 induziert zusammen mit anderen Zytokinen aktivierter Makrophagen
die hepatische APP-Synthese (BORNSTEIN, 1982; SLETTEN et al., 1989).

Bei Kaninchen induziert die Injektion von IL-1 folgende Symptome (BORNSTEIN,
1982):

o Fieber
e Granulozytose

e Stimulation der zirkulierenden PNG (gesteigerter oxidativer Metabolismus,
Exozytose laktoferrin- und lysozymhaltiger Granula)

e Hyperferrinamie, Hypozinkamie

e Freisetzung von Glukagon

e Veranderung der Proteinsynthese in der Leber (Synthese von APP)
e Aktivierung von T-Lymphozyten

Wahrend der Wundheilung verursacht IL-1 eine Fibroblastenproliferation und die
Synthese von Matrix-Metalloproteinasen (SCHARFFETTER-KOCHANEK et al.,
1995). In vitro zeigen equine Leukozyten nach Stimulation mit Lipopolysaccharid
innerhalb 3 Stunden eine dosisabhangige IL-1 Freisetzung (SEETHANATHAN et al.,
1990). In entzundlichen Exsudaten ist innerhalb von 8 Stunden nach einem Trauma
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ein IL-1-Anstieg zu verzeichnen, welcher nach 24 Stunden sein hochstes Niveau
erreicht (MAY et al., 1991). Die Synthese von IL-1 und TNF-a wird durch
Glukokortikoide und IL-6 inhibiert (TILG et al., 1997). Die messenger RNA (mRNA)
von IL-1 und IL-6 wird im Bindegewebe frisch exstirpierter subchondraler Zysten
beim Pferd gefunden, was flr eine Aktivierung der Synthese spricht (VON
RECHENBERG et al, 2001). Werden bei Arthritis, antigen-induzierter
Histaminfreisetzung, autoimmunen Entzindungen des Gastro-Intestinaltraktes
(Inflammatory Bowel Disease) und Kontaktdermatitiden geringe Mengen IL-1
verabreicht, sind die Symptome der Erkrankung geringer ausgepragt. Wahrend
geringe Mengen IL-1 die APR begrenzen, konnen hohe Mengen IL-1 zu einer
uberschieldienden APR flhren (DINARELLO, 1994).

2.1.2.3.2.5 Interleukin-6 (IL-6)

IL-6 ist neben IL-1, TNF-a und Interferon B1 ein Vermittler zwischen der lokalen
Entzindungsreaktion und der systemischen APR (HILDEBRANDT, 1994). Es
stimuliert sowohl die humoralen wie auch die zellularen Abwehrmechanismen und ist
als endogenes Pyrogen bekannt (HEINRICH et al., 1990). IL-6 ist ein pleiotropes
Hormon bzw. Zytokin, welches unter anderem in die Regulation der Immunantwort,
der APR, der Hamatopoese und der Hamostase eingreift (ANDUS et al., 1989; LEE
et al., 1989; TILG et al.,, 1997; KERR et al., 2001). Indem IL-6 die Gy-Phase der
hamatopoetischen Stammzellen verkurzt, stimuliert es die Proliferation dieser Zellen
(HEINRICH et al., 1990). IL-6 war auch unter den Namen hepatocyte-stimulating
factor (HSF), Interferon-B, (IFNB2), B-Cell stimulatory factor-2 (BSF-2), 26 kD Protein
und hybridoma plasmazytoma growth factor (MGI-2A) bekannt, bis entdeckt wurde,
dass es sich um das gleiche Molekul handelt (TOSATO und PIKE, 1989; HEINRICH
et al., 1990). IL-6 wird in vitro von Monozyten, Makrophagen, T-Lymphozyten, PNG,
Fibroblasten, Adipozyten, Keratozyten, Endothelzellen, Osteoklasten, Astrozyten und
von Zellen des Hypophysenvorderlappens nach Inkubation mit Endotoxin oder TNF
gebildet (KITAGAWA und SAITO, 1988; MORRIS et al., 1992b; KERR et al., 2001;
BLAKE und RIDKER, 2002). IL-6 ist fur die Aufrechterhaltung vieler Funktionen
notwendig. Rezeptoren fur IL-6 befinden sich unter anderem im Hypothalamus, in der
Hypophyse, in der Leber, im Knochenmark und in den Zellen des Immunsystems
(ANDUS et al., 1989). IL-6 wird nach Stimulation der produzierenden Zellen durch IL-
1, TNF-a, TGF-B und LPS gebildet (DARGEL et al., 1995). Eine ausfuhrliche
Charakterisierung von IL-6 findet sich auch in der Dissertationsschrift
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».Charakterisierung der Bedeutung von Interleukin-6 und Prostaglandinen bei der
Fieberentstehung nach systemischer und lokaler Stimulation mit bakteriellem
Lipopolysaccharid bei Meerschweinchen (RUMMEL, 2005).

Das equine IL-6 Molekll ahnelt dem anderer Spezies sehr (SWIDERSKI et al.,
2000). SWIDERSKI et al. (2000) konnten durch Klonierung und Sequenzierung der
equinen IL-6 cellular DNA (cDNA) zeigen, dass die fur die Bioaktivitat
verantwortlichen Aminosauresequenzen des menschlichen IL-6 auch in denen des
Pferdes vertreten sind. Weiterhin kénnen SWIDERSKI et al. (2000) nachweisen,
dass das equine IL-6 in hohem MalRe Gemeinsamkeiten mit dem I|L-6 anderer
Spezies aufweist (s. Abb. 6).
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Abb. 6: Ubereinstimmung der Nukleotid- bzw. der Aminosauresequenz versch.
Spezies in Prozent (modifiziert nach SWIDERSKI et al. 2000).

Die biologische Aktivitat von humanem IL-6 wird durch zwei verschiedene
Rezeptorbereiche vermittelt, welche beide im IL-6-Molekll des Pferdes vorhanden
sind. Aul3erdem sind die dritten und vierten Cystein—Reste, welche flr die maximale
biologische Aktivitat notwendig sind, vorhanden (SWIDERSKI et al., 2000).

Equine Peritonealmakrophagen produzieren in vitro endotoxinabhangig IL-6, wobei
die Maximalaktivitat 6 bis 12 Stunden nach Zugabe des Endotoxin auftritt (MORRIS
et al., 1992a). In vitro lasst sich die IL-6-Sekretion LPS-stimulierter equiner
Peritonealmakrophagen durch Inkubation der Zellen mit humanem Interleukin 10
(hIL-10) hemmen (HAWKINS et al., 1998).

Verabreicht man 2-3 Tage alten Fohlen Lipopolysaccharid parenteral, zeigt sich
bereits nach 30 Minuten ein signifikanter IL-6 Anstieg im Serum (ROBINSON et al.,
1993). Hochstwerte werden 90 Minuten nach der Applikation gemessen. Die IL-6
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Freisetzung ist in diesem Versuch abhangig von der Versorgung mit Kolostrum
(ROBINSON et al., 1993). Anstieg und Maximalwert des IL-6 sind in der Kolostrum-
Gruppe deutlich hoher als in Gruppe ohne Kolostrumaufnahme. Wird adulten Tieren
eine geringe Dosis Endotoxin i.v. verabreicht, verursacht dies eine IL-6 Antwort
innerhalb der 1. bis 8. Stunde nach Verabreichung (MORRIS et al., 1992b; BUENO
et al.,, 1999). Nach ca. 18 bis 24 Stunden ist der Ausgangswert wieder erreicht. Wird
Pferden eine 30-fach hdhere Endotoxindosis parenteral appliziert, so ist eine
Korrelation zwischen Endotoxinmenge und Plasma-IL-6-Konzentration zu erkennen
(MACKAY und LESTER, 1992). Der Endotoxin bedingte Anstieg von IL-6 und TNF-a
kann nicht durch die Gabe von Pentoxifyllin reduziert werden (BARTON et al., 1997,
BASKETT et al., 1997). Pentoxifyllin hemmt bei Pferden dosisabhangig die IL-6 und
TNF-a Aktivitat in vitro aber nicht in vivo (BARTON und MOORE, 1994; BARTON et
al., 1997).

Werden aus dem Knochenmark stammende Makrophagen mit Equinem Infektiésem
Anémie Virus (EIAV) inkubiert, zeigt sich eine enge Verknlpfung zwischen Viruslast
und IL-6 Produktion (SWARDSON et al., 1997). Interessanterweise hat die Infektion
der Zellkultur keinen Einfluss auf die Produktion von TNF-a. Auch bei Infektion einer
Pferdepopulation mit der Wyoming-Linie des EIAV zeigt sich, dass IL-6 post
infectionem ansteigt und mit dem Verlauf der Viramie korreliert (SELLON et al.,
1999).

Bei Pferden mit einer akuten Kolik ist eine erhodhte IL-6 Aktivitdt in Blut und
Peritonealflissigkeit positiv mit der Mortalitdt der untersuchten Tiere Kkorreliert
(BARTON und COLLATOS, 1999). Bei Pferden mit einer akuten abdominalen
Erkrankung sind sowohl Endotoxin- als auch Zytokinkonzentrationen in der
Peritonealflissigkeit deutlich héher als im Blut. Dies entspricht weitgehend der
Beobachtung, dass Lipopolysaccharid (LPS), TNF und IL-6 bei Pferden mit einer
akuten Erkrankung der Bauchhdhle im Vergleich zu gesunden Individuen erhoht ist
(STEVERINK et al., 1995).

2.1.2.3.2.6 Interleukin-8 (IL-8)

IL-8 ist ein niedermolekulares, nicht glykosyliertes Polypeptid, das aus 72
Aminosauren besteht. Ein Synonym fur IL-8 ist neutrophil activating factor 1. Eine
grolde Zahl sehr unterschiedlicher Gewebezellen schittet IL-8 nach Stimulation durch
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IL-1, TNF-a oder LPS aus. Ein weiterer wichtiger Stimulus zur Synthese von IL-8 sind
Immunkomplexe. Seine grofte Bedeutung findet IL-8 als Mediator der Chemotaxis
und Aktivierung von PNG (DARGEL et al., 1995; GANGUR et al., 2002). Indem es
Integrine auf deren Oberflache aktiviert, erleichtert IL-8 die Adhasion und Diapedese
von PNG an bzw. durch die Kapillarwande. Dies spielt z.B. eine grol3e Rolle bei der
Entstehung der recurrent airway obstruction (RAO). IL-8 stimuliert die Angiogenese.
Hamatopoese, Organogenese und die Immunantwort (GANGUR et al., 2002).

2.1.2.4 Biogene Amine und Neuropeptide

Zu den biogenen Aminen zahlen unter anderem Histamin und Serotonin. Die Gruppe
der Neuropeptide umfasst eine ganze Reihe kleiner Transmittermolekule, welche in
Folge einer Entzindung fur die gesteigerte Schmerzempfindlichkeit verantwortlich
sind. Naher soll hier nur auf die Rolle des Histamins im Entzindungsgeschehen
eingegangen werden.

Histamin ist als biogenes Amin in Pflanzen wie auch in tierischen Geweben zu
finden. Es kommt in hohen Konzentrationen in Lunge, Haut und Gastrointestinaltrakt
vor. Fur das Entzindungsgeschehen sind aber vor allem die Histamin bildenden und
speichernden Gewebemastzellen und basophilen Granulozyten interessant
(BUDDECKE, 1994). Histamin wird durch die Dekarboxylierung von Histidin
synthetisiert.

Als Stimulus zur Histaminfreisetzung dienen vor allem Antikorper der Klasse IgE, die
Anaphylatoxine C3a und C5a sowie Endotoxin. Die Zytokine Interleukin-1, -3, -5 und
—8 aktivieren ebenso die Freisetzung. Histaminrezeptoren sind in Gefallen, im
Verdauungstrakt, auf Nervenzellen, in Lungengewebe und auf Zellen des
Immunsystems zu finden. Indem Histamin die Produktion von adrenokortikotropem
Hormon (ACTH) stimuliert und Uber Histamin-Rezeptoren in der Leber die Synthese
von APP beeinflusst, hat es neben seiner lokalen Wirkung auch Einfluss auf den
Ablauf der systemischen APR (DARGEL et al., 1995).

2.1.2.5 Glukokortikoide

Glukokortikoide haben innerhalb der APP zwei Hauptwirkungsweisen. Einerseits
verstarken sie die Effekte von TNF-a und IL-1, andererseits hemmen sie die
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Synthese dieser Zytokine (JENSEN und WHITEHEAD, 1998). Glukokortikoide
fungieren als Co-Faktoren der Zytokine. In vitro verstarken sie die Syntheserate
einiger, aber nicht aller APP (KUSHNER et al., 1989; GAULDIE et al., 1989). Sie
hemmen die Emigration von PNG sowie die Emigration und Funktion von
phagozytisch aktiven Monozyten (HIGGINS und LEES, 1984). Aullerdem kdnnen
Glukokortikoide laut HIGGINS und LEES (1984) eine Vasokonstriktion erzeugen.
Wahrend die Glukokortikoide, in diesem Fall meist Dexamethason, in vitro die
Wirkung der Zytokine in Hepatozyten unterstitzen, hemmen sie die Freisetzung von
IL-1 und IL-6 aus Monozyten (BAUMANN et al., 1989; CASTELL et al.,, 1989;
FULLER und GRENETT, 1989; MORRIS et al.,, 1991). In vitro zeigen IL-1 und
Dexamethason unterschiedliche Wirkung auf die Synthese verschiedener APP
(BAUMANN et al.,, 1989). Die Hepatozyten aus Rattenlebern reagieren mit einer
gesteigerten Synthese von z.B. Fibrinogen, wohingegen die Syntheserate von a-
Antitrypsin und Transferrin nach Applikation von IL-1 und Dexamethason sinkt. Bei
gesunden Ratten erzeugt die Verabreichung von Dexamethason einen Anstieg von
Haptoglobin und Albumin im Blut (LEWIS et al., 1998).
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2.1.3 Akute Phase Proteine (APP)

Plasmaproteine, deren Konzentration sich bei akuten Entzindungen innerhalb von
24 bis 48 Stunden um mindestens 25 Prozent gegenuber dem Referenzbereich
andert, gelten als Akute Phase Proteine (APP) (KUSHNER, 1982). APP sind eine
heterogene Gruppe von ungefahr 30 verschiedenen Plasmaproteinen mit
unterschiedlichen molekularen und physiologischen Eigenschaften. Alle APP, die im
Entzindungsfall einen Konzentrationsanstieg um 25 Prozent und mehr aufweisen,
werden als positive Akute Phase Proteine bezeichnet. Im Gegensatz dazu werden
alle Plasmaproteine, deren Serumkonzentration wahrend der Entzindungsphase um
30 bis 60 Prozent sinkt unter dem Begriff der negativen APP zusammengefasst.
Positive APP konnen anhand ihres Anstiegs nach Beginn der APR in drei Gruppen
eingeteilt werden (KUSHNER, 1982). Es werden minor (-2 fache Erhdhung),
moderate (2-10 fache Erhéhung) und major (10-1000 fache Erhéhung) APP
unterschieden (MURATA et al., 2004). Die Funktion der APP ist in erster Linie als
antiinflammatorisch bzw. entzindungshemmend zu bezeichnen (TILG et al., 1997,
ROSSBACHER et al., 1999). APP haben vier grundlegende Wirkungsweisen (WANG
et al., 2001):

Hemmung extrazellularer Proteinasen

¢ Neutralisierung und Beseitigung schadlicher Produkte der Entzindung, wie
freies Hdmoglobin, Hdm, Metallionen und anderer freier Radikale

e Bereitstellung einer ausreichenden Menge von Proteinen der Gerinnung und
Fibrinolyse

e Modulierung der zellularen Abwehr

Dadurch wird die Schadigung des Organismus begrenzt, infektiose Keime werden
eliminiert und entstandene Wunden zur Heilung gebracht (NEUMANN et al., 1995).

Die Synthese der APP findet hauptsachlich in der Leber statt, es sind aber auch
extrahepatische Bildungsorte bekannt (JENSEN und WHITEHEAD, 1998; WANG et
al., 2001). Die Aktivierung erfolgt in vivo durch das Zusammenspiel verschiedener
Zytokine und Hormone, wobei letztere hauptsachlich aus der Hypophyse, der
Nebennierenrinde und der Bauchspeicheldrise stammen (KOJ, 1989; MILLS et al.,
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1997). In Zellkulturen kénnen insbesondere die vier Zytokine IL-6, IL-1, TNF-a und
Interferon-y die APR auslésen (KUSHNER et al., 1989).

APP sind speziesspezifisch (CASTELL et al., 1989; MURATA et al.,, 2004). Bei
Klhen verandert sich z.B. die Konzentration von C-reaktivem Protein (CRP) nur
unerheblich wahrend einer Entziindungsreaktion (minor APP), wohingegen es beim
Hund ein major APP ist (CONNER et al., 1988; ECKERSALL und CONNER, 1988).
Haptoglobin, beim Menschen und bei Pferden ein moderates APP, zeigt bei Rindern
einen 100- bis 1000-fachen Anstieg im Serum (major APP) (MURATA et al., 2004).

Im Allgemeinen sind APP (aul3er z.B. Fibrinogen) bei gesunden Tieren entweder gar
nicht oder nur in sehr geringen Konzentrationen nachweisbar. Der Anstieg und die
Dauer der Erhéhung sind von dem auslésenden Faktor abhangig. Einige APP (z.B.
CRP) sinken sofort nach Entfernung des Storfaktors, wahrend andere (z.B.
Fibrinogen) erst nach Wochen wieder beim Ausgangswert angelangt sind (THOMAS,
2000a).

Ausloser einer systemischen APR ist z.B. die Induktion einer aseptischen Arthritis
beim Pferd mit Amphoterizin B, welche mit einem Konzentrationsanstieg von Serum-
Amyloid-A (SAA), Haptoglobin, Fibrinogen und a,-Globulin einhergeht (HULTEN et
al., 2002).

2.1.3.1 Serum-Amyloid-A (SAA)

Serum-Amyloid-A (SAA) ist ein charakteristisches und sensibles APP des Menschen
und vieler anderer Spezies. Es steigt nach infektiosen und nicht infektidsen
Entzindungen sowie Gewebetraumata im Serum von Menschen und Pferden um
das 1000-fache seines Ausgangswertes an (SLETTEN et al., 1989; NUNOKAWA et
al., 1993; JENSEN und WHITEHEAD, 1998). SAA tritt in hohen Konzentrationen bei
Pferden auf, die der Antiserumgewinnung dienen. Diese erkranken oft an einer
sekundaren Amyloidose vom AA Typ, wobei SAA in Form von Fibrillen in
verschiedenen Geweben eingelagert wird (HUSEBEKK et al., 1986).

Die Primarstruktur des equinen SAA. Die cDNA umfasst 480 Nukleotide und es
konnen drei Isoformen des equinen SAA im Serum isoliert und charakterisiert werden
(SLETTEN et al., 1989; HULTEN et al., 1997; MA et al., 2000). In der Synovia von
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Pferden mit endotoxininduzierter Arthritis kdénnen noch zwei weitere,
synoviaspezifische Isoformen nachgewiesen werden (JACOBSEN et al., 2005c).

SAA ist ein Apolipoprotein, welches im Plasma hauptsachlich konjugiert mit der High
Density Lipoproteinfraktion 3 (HDL3) vorliegt (BENDITT und ERIKSEN, 1977). Die
Verbindung von SAA mit HDL; erleichtert die Aufnahme und Beseitigung von
Cholesterin aus sterbenden Zellen durch Monozyten (JENSEN und WHITEHEAD,
1998). Freies SAA hat hemmenden Einfluss auf einige Aspekte der Immunantwort
(JENSEN und WHITEHEAD, 1998). Darunter fallen Fieber, die PGE2-Synthese, die
Thrombozytenaktivierung, die Freisetzung von Sauerstoffradikalen (oxidative burst)
und die Antikdrperproduktion. Nicht mit HDL3 assoziiertes SAA wirkt chemotaktisch
auf Monozyten, PNG und T-Zellen (JENSEN und WHITEHEAD, 1998). Humanes
SAA kann extrahepatisch von Makrophagen, Endothelzellen und glatten
Muskelzellen synthetisiert werden (JENSEN und WHITEHEAD, 1998).

SAA ist kaum alters- oder geschlechtsabhangig, steigt aber im peripartalen Zeitraum
deutlich an (NUNOKAWA et al., 1993; POLLOCK et al.,, 2005). Die SAA
Konzentration ist bei Pferden mit klinischen Symptomen einer Entziindung deutlich
erhoht (NUNOKAWA et al., 1993; POLLOCK et al., 2005). Aus den Ergebnissen der
Untersuchungen kann geschlossen werden, dass SAA ein sensibles APP ist,
welches die frihe Phase verschiedenster Entzindungen mit einem deutlichen
Konzentrationsanstieg widerspiegelt (NUNOKAWA et al., 1993). Die SAA
Konzentration korreliert sehr gut mit der CRP-Konzentration, wobei SAA fruher und
deutlicher ansteigt als CRP (NUNOKAWA et al., 1993).

SAA- und Fibrinogenkonzentrationen sind bei Fohlen mit nachgewiesenen
bakteriellen Infektionen deutlich hdher als bei Tieren, welche negative oder nicht
eindeutige Blutkulturen haben (HULTEN und DEMMERS, 2002). Erkrankte Fohlen
reagieren auf eine Therapie mit Antibiotika mit klinischer Besserung und
abnehmenden SAA-Konzentrationen.

Nach Kastrationen und experimentell induzierten aseptischen Arthritiden kann ein
SAA-Anstieg beobachtet werden, welcher am 2. Tag sein héchstes Niveau erreicht
und am 15. Tag wieder auf das Ausgangsniveau sinkt (PEPYS et al., 1989; HULTEN
et al., 1999b; HULTEN et al.,, 2002; POLLOCK et al., 2005; JACOBSEN et al.,
2005a). Storungen der Wundheilung im postoperativen Verlauf nach Kastration
zeichnen sich im Vergleich mit einem ungestérten Heilungsverlauf durch signifikant
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héhere SAA-Werte aus (JACOBSEN et al.,, 2005a). Die Infektion mit equinem
Influenza-Virus verursacht in den ersten 48 Stunden einen signifikanten Anstieg der
SAA-Konzentration im Serum, welche in komplikationslosen Fallen innerhalb der
folgenden 11 bis 22 Tage wieder in den Referenzbereich zurickkehrt (HULTEN et
al., 1999a).

Zur Bestimmung von equinem SAA (siehe Tab.1) kommen mehrere ELISA zum
Einsatz (SATOH et al., 1995; HULTEN et al., 1999b). PEPYS et al. (1989) setzen zur
SAA-Diagnostik ein Elektroimmunoassay ein. Zur Bestimmung von SAA beim
neonatalen Fohlen kommt ein immunoturbidimetrischer Latex-Agglutinations-Assay
aus der Humanmedizin zum Einsatz (STONEHAM et al., 2001). Die Bestimmung von
SAA mit diesem Testkit bei 79 gesunden Pferden ergibt im Mittel 4,5 ug/ml mit einer
Standardabweichung von 11,4 4,5 pg/ml (VANDENPLAS et al., 2005). SATOH et al.
(1995) bestimmen die Serumkonzentration von SAA bei klinisch unauffalligen
Pferden, tragenden Stuten, Pferden mit experimentell induzierten Entzindungen und
bei Pferden mit klinischen Symptomen einer Entzindung. Bei tragende Stuten ist
SAA am 3. Tag post partum erhoht, bleibt Uber eine Woche hinweg auf diesem
Niveau, um dann innerhalb von 2 Monaten wieder unter das obere Referenzlimit zu
sinken (SATOH et al., 1995). Eine Allgemeinanasthesie (n=2) ohne chirurgischen
Eingriff hat keine erkennbare Auswirkung auf die SAA-Konzentration im Plasma
(PEPYS et al., 1989). Im Falle einer Entzindung ist ein SAA Anstieg bis zum 30-
fachen des Ausgangswertes zu verzeichnen (PEPYS et al.,, 1989; NUNOKAWA et
al., 1993).
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Tab. 1: Nachweisverfahren zur Bestimmung von equinem SAA und
Referenzbereiche gesunder Tiere. Angaben in Mittelwert und Standardabweichung

Autor Testsystem Rasse/Alter ggferenzwert Xz
PEPYS et al. : _ Bei gesunden Tieren
(1989) Elektroimmunoassay Vollblut >2J n=47 nicht nachweisbar
NUNOKAWA | Gel-Filtration mit <12Monaten n=108 |19,337+9,41 ug/l
B L Sephadex G-75 > 18 Monate n=97  |21,5349,81 ug/l
SATOH et al. ELISA <12 Monate n=102 |21,23+12,2 ug/mli
(1995) > 18 Monate n=93 14,93+9,07 pg/ml
Immunoassay mit
HULTEN et | polyklonalem anti _
al. (1999b) | equine Amyloid A Traber n=170 <7mg/l
Antikorper
1.Tag x=0,9 mg/I
Latex-Agglutination-
S,[T a(l)l\ggéﬁl\)ﬂ Immunoassay ?f?g a;aalg)lznclhzlgg 2.Tag x=4,0 mg/I
: (immunturbidimetrisch) C
3.Tag x=2,5 mg/l
Latex-Agglutination- .
Vandenplas Immunoassay adulte Tl_ere (3-18 4.5+ 11,4 ug/ml
et al. (2005) |, o . Jahre) n=79
(immunturbidimetrisch)
< 12Monate n=11 0,15 £+ 0,05 pg/mi
ELISA (Tridelta
POOEIR e Development Limited, 1-4 Jahre n=20 0,15 £ 0,07 pg/mi
al. (2005) B
ry/Irland)
> 4 Jahre n=17 0,09 £ 0,06 pg/ml

2.1.3.2 Haptoglobin (Hp)

Haptoglobin (Hp) ist ein ax-Glycoprotein (TAIRA et al., 1992a). Die Bezeichnung leitet
sich von dem griechischen Wort haptein (=anziehen, fangen) ab. Hp bindet freies
Hamoglobin (Hb) (JAYLE und BOUSSIER, 1954). Die Hp-Konzentration im Serum ist
bei Tieren mit hamolytischer Anamie oder ausgepragten Hamatomen erniedrigt
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(THOMAS, 2000a). Hp schitzt unter anderem das Nierengewebe wahrend einer
Hamolyse, indem es die oxidative Wirkung des Hb durch Komplexbildung hemmt.
Gleichzeitig reduziert es die glomerulare Filtrationsrate und die Anhaufung des Hb in
tubularen Endothelzellen durch Bildung von Makromolekilen (LIM, 2001). Hp steigt
infolge eines Entziindungsgeschehens bei einer Vielzahl von Spezies (Katzen,
Hunde, Pferde, Schweine, Rinder und Schafe) an (THOMAS, 2000a).

Humanes Hp vermindert die chemotaktische Aktivitat von PNG, es setzt die
Phagozytoseaktivitat von PNG und Monozyten herab und hemmt die intrazellulare
Zerstorung von Bakterien (ROSSBACHER et al., 1999). Im Gegensatz dazu wirkt es
im Komplex mit Hb als Opsonin bei der Aufnahme dieses Komplexes in
Makrophagen (MADSEN et al.,, 2001; GRAVERSEN et al.,, 2002). Der Hp-Hb-
Komplex und der in der Zellmembran von Makrophagen lokalisierte Hb-Rezeptor
HbSR/CD163 sind Schllisselmolekile zur Vermittlung des Hamoglobinabbaus und
der Regulation der APR (MADSEN et al.,, 2001; GRAVERSEN et al.,, 2002).
HbSR/CD163 bindet Hp-Hb-Komplexe, welche dann in die Zelle aufgenommen
werden und in Lysosomen abgebaut werden. Durch die Verknupfung zweier
HbSR/CD163-Rezeptoren wird die Sekretion von IL-6 und granulocyte-macrophage
colony stimulating factor induziert (GRAVERSEN et al., 2002).

Beim Menschen sind drei genetisch unterschiedliche Hp-Molekile differenzierbar
(SMITHIES et al., 1962). In der Gelelektrophorese trennte sich das Hp in Typ 1-1,
Typ 2-1 und Typ 2-2 auf (SMITHIES et al., 1962). Beim Pferd gibt es im Gegensatz
zum Menschen nur einen Phanotyp des Hp, welcher dem Typ 1-1 des humanen Hp
gleicht (SCHWANTES et al., 1967). Humanes Hp 1-1 und equines Hp wandern in
einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese bei einem pH-Wert von 8,3 in einer Bande
(DOBRYSZYCKA und KRAWCZYK, 1979; JOHNSON et al, 1983). Die
isoelektrischen Punkte des humanen und equinen Hp unterscheiden sich
(DOBRYSZYCKA und KRAWCZYK, 1979). Equines Hp hat ein Molekulargewicht
zwischen 105 kD und 108 kD, ermittelt mit einer SDS-PAGE-Analyse (TAIRA et al.,
1992a). Das humane Molekil des 1-1-Typ ist aus zwei leichten a- und zwei
schweren B-Untereinheiten aufgebaut (KRAWCZYK und DOBRYSZYCKA, 1980;
KATNIK et al., 1998). Es bestehen Ahnlichkeiten zwischen der Hp-Struktur und der
Struktur von Antikérpern (SASAZUKI, 1971; COHEN-DIX et al., 1973).

Die Hp-Synthese findet hauptsachlich in der Leber statt und wird durch IL-6 induziert
(WANG et al.,, 2001). Hp wird auch in der Lunge produziert, allerdings
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speziesspezifisch in verschiedenen Zellen des Lungengewebes (YANG et al., 2000;
YANG et al., 2001). In den adventitiellen Fibroblasten von Kaninchenarterien kann
Hp-mRNA nachgewiesen werden (DE KLEIJN et al., 2002).

Zur Altersabhangigkeit der Hp-Werte gibt es unterschiedliche Angaben (ALLEN und
ARCHER, 1971; HARVEY et al.,, 1984; POLLOCK et al.,, 2005). HARVEY et al.
(1984) stellen keine Unterschiede zwischen Jungtieren und Adulten fest. Im
Gegensatz dazu gibt GALLAGHER (Tridelta Development Limited, Bry/lrland)
unterschiedliche Referenzwerte fir Fohlen (<12 Mon.) und adulte Tiere (>18 Mon.)
an (personliche Mitteilung). Neben dieser Altersabhangigkeit scheinen die
Referenzwerte flr equines Hp auch in geringem Masse geschlechts- und
gestationsabhangig zu sein (ALLEN und ARCHER, 1971; TAIRA et al., 19923;
POLLOCK et al., 2005). Es besteht zudem die Madoglichkeit, dass Hp eine
Rasseabhangigkeit zeigt (ALLEN und ARCHER, 1971). Ein Konzentrationsanstieg
von Hp ist im peripartalen Zeitraum zu verzeichnen (TAIRA et al., 1992a). Bei fast
allen Entzindungsformen, nach Kastrationen und nach einer Jejunojejunostomie
kann ein Anstieg der Hp-Konzentration nachgewiesen werden (TAIRA et al., 1992a;
POLLOCK et al., 2005).

Eine Infektion mit equinem Influenza Virus verursacht einen Hp-Anstieg, dessen
hdchstes Niveau zwischen dem 7. bis 10. Tag erreicht wird (KENT und GOODALL,
1991). Geschlechtsspezifische Unterschiede kdnnen von KENT und GODALL (1991)
nicht beobachtet werden. Erhdohte Hp-Werte treten beim equinen Grass Sickness
Syndrom, bei Infektion mit dem Darmparasiten Strongylus vulgaris, akuter
Pododermatitis diffusa, nach einer diagnostischen Laparotomie und experimentell
induzierter aseptischer Arthritis auf (JOHNSON et al., 1983; KENT, 1987; MILNE et
al., 1991; EURELL et al., 1993; FAGLIARI et al., 1998; HULTEN et al., 2002). Hp
liegt im Serum von Pferden mit iatrogen induzierter Hamolyse am 7. Tag post
injektionem unter der Nachweisgrenze (MCGUIRE und HENSON, 1969). Sehr
niedrige Hp-Werte werden bei Hyperlipidamie, Bilirubinamie und idiopathischer
Anamie gemessen (ALLEN und ARCHER, 1971).

Bei Rindern induzieren sowohl virale als auch bakterielle Infektionen die APR, was
durch den Anstieg der Hp-Konzentration gekennzeichnet ist (DEIGNAN et al., 2000;
HEEGAARD et al., 2000). Eine ausfiihrliche Ubersicht liber die Referenzwerte bei
der Bestimmung von equinem Hp ist bei ROSCHER (2000) zu finden.
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Tab. 2: Nachweisverfahren flr equines Hp

Bestimmungsmethode

Prinzip

Hamoglobin-
Bindungskapazitat  von
Haptoglobin (ALLEN und
ARCHER, 1971)

Das gewonnene Serum wird mit einer SephadexG-100-
Saule getrennt, wobei sich auch das freie Hamoglobin
von den Hp-Hb-Komplexen trennt. Das freie Hamoglobin
wird dann quantitativ bestimmt.

Peroxidasemethode
(OWEN et al., 1960)

Die Hp-Konzentration im Serum wird Uber die
Peroxidaseaktivitat des Hp-Hb-Komplexes bestimmt. Die
Bildung des braunen Tetragujakols durch Oxidation von
Gujakol wird photometrisch bestimmt.

Rivanolmethode
(KORINEK, 1963)

Das Plasma wird mit einer bekannten Menge Hb versetzt,
die Hp-Hb-Komplexe mit Rivanol gefallt und das im
Plasma verbliebene Hb bestimmt.

Bestimmung mittels | Diese Methode trennt die einzelnen Plasmabestandteile,
SephadexG-100 welche dann mit einem Fraktionssammler aufgefangen
(RICHTER und | werden. Der Hp-Gehalt wird mittels Extinktion bestimmt.
WAGNER, 1974)

Elektrophoretische Die Trennung der Serumbestandteile erfolgt durch
Trennung (MCGUIRE | anlegen einer Spannung an eine Elektrophoresekammer.

und HENSON, 1969)

Zur quantitativen Hp-Bestimmung kann z.B. das

Verfahren von NYMANN (1959) eingesetzt werden.

Immunturbidimetrie
(KENT und GOODALL,
1991)

Immunturbidimetrische Messung von Haptoglobin mit
einem ovinen Antikdrper gegen equines Haptoglobin

2.1.3.3 Fibrinogen

Fibrinogen ist ein Glykoprotein, welches Bestandteil der Gerinnungskaskade ist. Es

wird durch das Enzym Thrombin in Fibrin umgewandelt. Equines Fibrinogen besitzt
die Eigenschaft, Ferritin zu binden (ORINO et al., 1993). Hauptsyntheseort ist die
Leber. Beim Menschen wird Fibrinogen in Epithelzellen der Lunge synthetisiert
(NGUYEN et al., 2000). Abbaufragmente von Fibrinogen und Fibrin induzieren die
Fibrinogensynthese, indem sie Monozyten zur Sekretion von IL-6 stimulieren
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(FULLER und RITCHIE, 1982). Die Beurteilung einer Hyperfibrinogenamie wird durch
Bildung eines Quotienten unterstitzt.

Gesamteiweil3 (in g/l) — Fibrinogen (in g/l)

Q=
Fibrinogen (in g/l)

Werte von Q = 15 sprechen fir eine Dehydratation, Werte von Q < 10 fur eine
selektive Erhéhung des Fibrinogens und damit flr entzindliche Vorgange. Werte
zwischen 10 und 15 deuten auf eine mogliche Entziindung hin (JAIN, 1986b). Die
Fibrinogenkonzentration im Pferdeplasma kann auf verschiedene Weisen
determiniert werden. Zum Einen wird, z.B. mit der Koagulationsmethode nach
CLAUSS (1957) oder der Proteingerinnungsmethode nach RATNOFF und MENZIE
(1951), nur das hamostatisch aktive Fibrinogen gemessen. Heparin, Abbauprodukte
des Fibrins und Dysfribrinogenamien kénnen das Ergebnis beeinflussen (HOEGEE-
DE NOBEL et al., 1988; MISCHKE et al., 2000). Eine andere Moglichkeit ist die
Messung aller Fibrinogenmoleklile, unter Vernachlassigung ihrer
Funktionstichtigkeit, durch Hitzeprazipitation nach MILLAR et al. (1971) oder
SCHALM et al. (1970).

Beim Pferd steigt die Fibrinogenkonzentration im Plasma 2 Tage nach einem
Stimulus an, um dann am 6.Tag die Hochstwerte zu erreichen (ALLEN und KOLD,
1988). Wahrend einer Trachtigkeit steigt die Fibrinogenkonzentration vom 4. Monat
prapartal bis 36 Stunden post partum stetig an. Einen Monat post partum sinken die
Werte wieder auf das Ausgangsniveau (GENTRY et al., 1992). Das Referenzintervall
fur Fibrinogen ist beim Pferd nicht altersabhangig (JAIN, 1986b). Die experimentelle
Induktion einer chronischen Weichteilentzindung durch dreimalige Injektion von
Freundschem Adjuvants flhrt zu einem Fibrinogenanstieg innerhalb der ersten 48
Stunden um das zwei- bis dreifache (AUER et al., 1989; MILLS et al., 1997). Im
Vergleich der Fibrinogenwerte von Tieren mit Frakturen der distalen Gliedmaf3en und
Tieren mit Abszessen oder tiefen, nicht eiternden Wunden ist zu erkennen, dass
besonders Weichteilerkrankungen zu einer Erhohung der Fibrinogenkonzentration
fuhren (CAMPBELL et al.,, 1981). Bei den Tieren mit Frakturen bewegen sich die
Fibrinogenwerte an der oberen Grenze des Referenzbereiches (CAMPBELL et al.,
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1981). Fibrinogen steigt in Folge einer Infektion mit Ehrlichia risticii deutlich an und ist
bei nicht Uberlebenden Tieren in hdheren Konzentrationen im Plasma vertreten als
bei Uberlebenden Tieren (MORRIS et al., 1988). Fibrinogen ist bei Pferden mit
Koliksymptomen im Plasma eindeutig erhdht (TOPPER und PRASSE, 1998). Ebenso
befinden sich die Fibrinogenwerte bei Pferden mit akuter Hufrehe, Endotoxamie,
experimentell induzierter aseptischer Arthritis, chronischen Entzindungen,
verschiedenen Weichteiloperationen und nach Kolikoperationen Uber dem oberen
Referenzwert (MILLS et al., 1997; BARTON et al.,, 1997; FAGLIARI et al., 1998;
HULTEN et al., 2002; FEIGE et al., 2003; POLLOCK et al., 2005). Nach Operationen
steigt die Fibrinogenkonzentration innerhalb von 2 Tagen um das zwei- bis dreifache
an (ALLEN und KOLD, 1988; FEIGE et al., 2003; JACOBSEN et al., 2005a). Dabei
sind die Fibrinogenwerte nach Kastrationen mit Wundheilungstérungen am 8. Tag p
OP signifikant hoher als nach Kastrationen mit ungestorter Wundheilung
(JACOBSEN et al., 2005a).

2.1.3.4 C-reaktives-Protein (CRP)

C-reaktives-Protein erscheint beim Menschen im Serum in Folge vieler
verschiedener Entzindungsformen. Den Namen hat das CRP durch seine Fahigkeit
erhalten, in vitro mit dem C-Kohlenhydrat der Polysaccharidkapsel von
Pneumokokken zu reagieren (LOFFLER und PETRIDES, 1998). Diese Bindung ist
Ca?*-abhangig (GOTSCHLICH, 1989). Auch ischamische Veranderungen des
Gewebes, maligne Neoplasien, mechanische Verletzungen wie Frakturen,
Operationen oder Verbrennungen sowie viele Infektionserkrankungen sind beim
Menschen mit einem erhdhten CRP-Spiegel kombiniert (KAPLAN, 1982).

Das equine C-reaktive Protein (CRP) ist ein Pentamer, welches aus 5 identischen,
nicht glykosylierten, nicht kovalent gebundenen Proteinuntereinheiten besteht
(TAKIGUCHI et al., 1990). Es gehort zu den B-Globulinen (LOFFLER und
PETRIDES, 1998). Equines CRP wandert in der Immunelektrophorese in der Region
zwischen B- und y-Globulinen (TAKIGUCHI et al., 1990). Es kommt im Blut der
meisten Saugetiere vor und wurde wahrend der Evolution sehr gut biologisch
konserviert (BALLOU und KUSHNER, 1992). CRP wirkt als Opsonin fur bakterielle
Infektionen und bindet Ca** und Phosphocholin (SZALAI et al., 1999). Die CRP-
Synthese beim Menschen wird hauptsachlich durch IL-6 induziert (BALLOU und
KUSHNER, 1992). Andere Zytokine wie IL-1, TNF-a, Transforming Growth Factor 3-
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1, Interferon-y und auch Kortikosteroide haben einen Einfluss auf die Induktion
(BALLOU und KUSHNER, 1992). GOTSCHLICH (1989) fasst die Funktion des
humanen CRP innerhalb der APR zusammen. Neben der opsonierenden Wirkung
von CRP nennt er auch die Rolle des CRP als Regulator von Effektorzellen, z.B.
PNG, Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten (BALLOU und KUSHNER, 1992).
Das Molekulargewicht des equinen und des humanen CRP liegt bei 118 kD, die
Aminosauresequenzen ahneln sich ebenfalls (TAKIGUCHI et al., 1990). CRP zeigt
bei Menschen, Affen und Kaninchen wahrend einer APR extreme
Konzentrationsanstiege, wohingegen es bei Rindern wahrend einer APR nicht
ansteigt (ECKERSALL und CONNER, 1988; MURATA et al., 2004).

Equines CRP ist alters- und geschlechtsabhangig (YAMASHITA et al., 1991). In der
perinatalen Periode sind deutliche Konzentrationsschwankungen zu beobachten.
CRP ist laut YAMASHITA et al. (1991) ein APP des Pferdes, welches 24 Stunden
nach einem Stimulus im Serum zunimmt und seine Hochstkonzentration 3 bis 5 Tage
spater erreicht. Die Serumkonzentration steigt nach Induktion einer sterilen
Entzindung um das 3- bis 6-fache (YAMASHITA et al., 1991). Laut YAMASHITA et
al. (1991) konnten erhéhte Werte nach Injektion von Terpentin, Kastrationen, einer
Jejunojejunostomie, Fohlen-Enteritis und —Pneumonie und bei Pneumonien adulter
Tiere festgestellt werden. CRP ist ein APP bei der akuten Form der Hufrehe und
steigt bei Infektionen und chirurgischen Eingriffen um das 2 bis 6 fache innerhalb von
2 bis 4 Tagen an (TAKIGUCHI et al., 1990; FAGLIARI et al., 1998).

2.1.3.5 Coeruloplasmin

Coeruloplasmin ist ein Kupfertransportmolekul, welches eine hohe Oxidaseaktivitat
besitzt, wobei Substrate besonders Eisenionen und zahlreiche aromatische Amine
und Phenole sind. Unter anderem dient Coeruloplasmin auch als intravasale
Superoxiddismutase und ist somit ein Fanger von freien Radikalen (GOLDSTEIN et
al., 1982; REILLY und AUST, 1997; REILLY et al., 1998).

Die Referenzwerte fur Pferde liegen zwischen 11,6 und 35,8 U/L (n=52). Es konnte
eine Korrelation zwischen dem Coeruloplasmingehalt und der Kupferkonzentration
des Blutes festgestellt werden (SMITH et al., 1983). Coeruloplasmin wurde aus
Pferdeplasma isoliert und sowohl qualitativ und als auch quantitativ untersucht
(OKUMURA et al., 1991). Das Glykoprotein Coeruloplasmin hat demzufolge ein
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Molekulargewicht von 115 kD, wandert in der Gelelektrophorese mit der ay-
Globulinfraktion und besteht aus ca. 890 Aminosauren. Die Referenzwerte sind laut
OKUMURA et al. (1991) beim adulten Pferd 6,06 £+ 0,74 mg/ml. Der
Coeruloplasminspiegel steigt in der Intermediar- bis Spatphase der Entzindung
(OKUMURA et al., 1991). Nach experimenteller Induktion einer Weichteilentzindung
kommt es am 5. bzw. 6. Tag zum signifikanten Anstieg der
Coeruloplasminkonzentration (AUER et al., 1989; OKUMURA et al., 1991). Bei
akuter Hufrehe ist Coeruloplasmin ebenfalls erhéht (FAGLIARI et al., 1998).

2.1.3.6 aq-saures Glykoprotein (Oromukoid)

as-saures Glykoprotein gehort zu den a¢-Globulinen. Es ist ein APP des Pferdes,
welches bei Infektionen, Entzindungen, malignen Tumoren, nach Operationen
(Kastrationen) und Geburten im Serum ansteigt (TAIRA et al., 1992b). Das as-saure
Glykoprotein  hemmt die Blastogenese der Lymphozyten und die
Antikorperproduktion. Die Freisetzung wird durch Entzindungen, Verletzungen,
Endotoxin und Injektion von rekombinantem Interleukin-1 (IL-1) stimuliert (THOMAS,
2000a).

TAIRA et al. (1992b) konnten auch eine signifikante Konzentrationserhdhung des a-
sauren Glykoproteins bei 3 Fohlen mit Erkrankungen des Skelettes (Osteomyelitis,
Entzindung des Hufbeins und ein Osteom der Patella) feststellen. Das Grass
Sickness Syndrome verursacht einen Anstieg der Konzentration von as-saurem
Glykoprotein ebenso wie akute Hufrehe (MILNE et al., 1991; FAGLIARI et al., 1998).

2.1.3.7 ay,-Makroglobulin

ax-Makroglobulin - gehdrt zu den  Glykoproteinen und wandert in der
Gelelektrophorese mit der a-Globulinfraktion. In Hepatozyten-Zellkulturen von Ratten
induziert IL-6 die Synthese von az-Makroglobulin. Dabei kommt es zu einem 54-
fachen Konzentrationsanstieg. Der Zusatz von IL-1 verstarkt diesen Effekt (ANDUS
et al., 1988). Nach Injektion von Terpentin bzw. Laparotomie bei Ratten ist ein
deutlicher Anstieg der Serumkonzentration nachweisbar, wobei geringflgige
geschlechtsspezifische Unterschiede vorhanden sind (OKUBO et al., 1981).
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Das Protein az-Makroglobulin wird hauptsachlich in der Leber synthetisiert. WINDER
et al. (1989) konnten az-Makroglobulin in histologischen Praparaten gesunder Lebern
und in Lungenpraparaten von Pferden, welche an einer Erkrankung der unteren
Atemwege litten, nachweisen. In der Lunge wird az-Makroglobulin vermutlich in
Alveolarmakrophagen produziert (WINDER et al., 1989). Das Molekulargewicht des
equinen ay-Makroglobulin betragt 720 kD (PELLEGRINI et al., 1983). PELLEGRINI et
al. (1983) konnten eine Kreuzreaktion zwischen equinem ay-Makroglobulin und
humanen anti-a;-Makroglobulin-Antikbrpern nachweisen. a;-Makroglobulin ist ein
universeller Inhibitor nahezu aller Proteinasen, es reagiert mit diesen im Verhaltnis
1:2 (DUBIN et al.,, 1984). Gebunden werden Serine, Metalloproteinasen, Plasma-
Kallikrein, Kathepsin G, Trypsin, Chymotrypsin, Proteinase K und die Elastase PNG
(BARRETT und STARKEY, 1973; PELLEGRINI et al.,, 1983; SALVESEN et al.,
1983). Die Produktion von Sauerstoffradikalen durch PNG und Makrophagen wird
durch az-Makroglobulin inhibiert (TILG et al., 1997). Gereinigtes equines ax-
Makroglobulin hemmt die Anheftung humaner Influenzaviren an Zellen (PRITCHETT
und PAULSON, 1989). Da a,-Makroglobulin IL-1, IL-6 und tranforming growth factor
B bindet, hemmt es auch die Aktivitat dieser Botenstoffe (DARGEL, 1995b). Es wird
vermutet, dass ap-Makroglobulin das Tumorwachstum bei Menschen und Mausen
inhibiert (KOO, 1983).

Die ap-Makroglobulinkonzentration ist erhdht bei der akuten Form des Grass
Sickness Syndrome (MILNE et al., 1991).

2.1.3.8 Serin-Proteinase Inhibitoren/Serpine

Zur Superfamilie’ der humanen Serin-Proteinase Inhibitoren (Serpine) gehéren ay-
Antitrypsin, as-Antichymotrypsin, as-Proteinase Inhibitor, ax-Antiplasmin, Inhibitor von
C1 und Angiotensinogen (ERIKSSON et al.,, 1988; SALVESEN und ENGHILD,
1993). Der Ausdruck Serpin ist abgeleitet von Serin Proteinase Inhibitor (SALVESEN
und ENGHILD, 1993). Hauptsachlich regulieren diese Proteine beim Menschen die
Gerinnung, die Fibrinolyse und die Proteinasen der PNG.

! Definition Superfamilie: In einer Superfamilie werden Proteine zusammengefasst, die vom gleichen ,Urgen* abstammen.
Ublicherweise umfasst dies Proteine mit einer Ubereinstimmung von mehr als 30% (PERLMUTTER, 1993).
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Im Verlauf der humanen APR reagieren aq-Proteinase-Inhibitor und a-
Antichymotrypsin als positive APP. Sie vermindern den negativen Einfluss
verschiedener, im Verlauf der Entzindung freigesetzter, Proteinasen (SALVESEN
und ENGHILD, 1993). Als Urtyp as-Antitrypsin gilt der Serpine. Hauptsachlich wirkt
es als Inhibitor der Elastase der PNG in humanem Serum. Im gesunden Organismus
bilden Elastase und a-Antitrypsin  ein  Gleichgewicht. Wahrend eines
Entzindungsgeschehens verhindert as-Antitrypsin die Zerstérung umliegenden
Gewebes (PERLMUTTER, 1993).

2.1.3.9 Ferritin

Das Ferritinmolekll besteht aus Polypeptid-Ketten, in deren Zentrum ein
Eisenspeicherkern liegt. Die Ferritinmoleklle verschiedener Spezies haben trotz
grol3er Unterschiede in der Aminosauresequenz die gleiche Molekulstruktur. Ferritin
besitzt die Fahigkeit Fe (Il) durch Oxidation in Fe (lll) zu Uberflhren und dieses zu
speichern. Ferritin stellt das intrazellulare Eisenspeichermolekll dar, wahrend
Transferrin (s. a. Kap. 2.1.3.13) im extrazellularen Raum den Transport Ubernimmt
(HARRISON und AROSIO, 1996). Ferritin mRNA wird bei der Differenzierung von
Zellen vermehrt gebildet. Darunter fallen unter anderem die Differenzierung humaner
Promyelozyten zu PNG und Makrophagen, die Entwicklung von Vorlauferzellen zu
Adipozyten bei der Maus und in vitro die Differenzierung von Monozyten zu
Makrophagen (HARRISON und AROSIO, 1996).

Die Anwesenheit von Ferritin in vitro steigert die Ferrooxidaseaktivitdt von
Coeruloplasmin signifikant (REILLY und AUST, 1997; REILLY et al., 1998). Sowohl
Ferritin, als auch das eisenfreie Apoferritin besitzen die Fahigkeit, die Synthese von
Sauerstoffradikalen durch humane PNG zu stimulieren (BRAILSFORD et al., 1985).

Die Serumkonzentration von Ferritin bei Pferden steigt nach Injektion von Terpentin,
entzundlichen Erkrankungen und Verletzungen (THOMAS, 2000a). Die
Ferritinkonzentration im Blut von Pferden wird durch Injektion von Kortikosteroiden
nicht beeinflusst (THOMAS, 2000a).
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2.1.3.10 Prokalzitonin (PCT)

Prokalzitonin (PCT) ist das Propeptid von Kalzitonin. Es wird seit 1993 zur
Bestatigung und Verlaufsbeobachtung bakterieller Infektionen beim Menschen
eingesetzt. Hauptstimulus der PCT-Freisetzung sind bakterielle Endo- und Exotoxine,
aber auch Entzindungsmediatoren wie Zytokine und operative Traumata stimulieren
die Freisetzung (BRUNKHORST et al.,, 2002; MOLTER et al., 2003). Neuere
Untersuchungen deuten darauf hin, dass PCT kein ausschlieRlicher Sepsismarker
ist. Vielmehr korreliert PCT beim Menschen mit dem Schweregrad der Erkrankung
und zeigt dynamisch den Therapieerfolg an (KUNZ und KOHSE, 2002).

Die Kombination von CRP und PCT kann beim Menschen zur Differenzierung einer
normalen APR in Folge eines operativen Eingriffs und einer post operativen
systemischen Infektion eingesetzt werden (ROTHENBURGER et al., 1999).

2.1.3.11 Lipopolysaccharidbindendes Protein (LBP)

Lipopolysaccharidbindendes Protein (LBP) bindet an die Lipid A-Untereinheit des
Lipopolysaccharids (LPS) (GIGUERE und PRESCOTT, 2000). Es ahnelt in seiner
Aminosauresequenz anderen Proteinen, die LPS binden und in PNG sowie
Cholesterin-Ester-Transportproteinen gefunden werden (SCHUMANN et al., 1990).
Weiterhin fungiert LBP als Transportmolekul fur LPS und kontrolliert dadurch die
Monozytenaktivierung (SCHUMANN et al., 1990). WRIGHT et al. (1990) weisen
nach, dass der LBP-LPS-Komplex an den CD14-Rezeptor von Monozyten bindet.
Dies induziert dann laut SCHROEDL et al. (2001) die Freisetzung von
Entzindungsmediatoren.

Lipopolysaccharidbindendes Protein (LBP) steigt im Serum in Folge eines Traumas,
des ,Systemic inflammatory response Syndrome® (SIRS) und Sepsis (SCHUMANN
und ZWEIGNER, 1999).

LBP ist ein Marker der APR bei Rindern (SCHROEDL et al.,, 2001). Die LBP-
Konzentration ist bei Kalbern, welche mit Mannheimia haemolytica experimentell
infiziert werden, im Vergleich zum Nullwert signifikant erhoht. Der LBP-Anstieg kann
6 Stunden vor der Hp-Konzentrationserhohung festgestellt werden. SCHROEDL et
al. (2001) beschreiben auch das Phanomen, dass Kalber, die nicht Uberleben,
deutlich hohere LBP-Spiegel aufweisen als Uberlebende Kalber. Bei 79 gesunden
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Pferden konnte eine mittlere LPB-Serumkonzentration von 4,1 ug/ml mit einer
Standardabweichung von 2,3 ug/ml bestimmt werden (VANDENPLAS et al., 2005).
Die Bestimmung von LPB bei Pferden mit abdominalem Schmerz (Kolik) ergibt
keinen signifikanten Unterschied der Serumkonzentration beim Vergleich zwischen
uberlebenden und nicht Gberlebenden Tieren (VANDENPLAS et al., 2005).

2.1.3.12 Albumin

Das Plasmaprotein Albumin versorgt das Gewebe mit Aminosauren, reguliert den
kolloid-osmotischen Druck und bindet sowie transportiert eine Vielzahl von Molekulen
und lonen (LOFFLER und PETRIDES, 1998). Die Albuminkonzentration steigt mit
zunehmender Dehydratation. Eine Hypoalbumindmie muss in Verbindung zum
Globulingehalt gesehen werden. Eine Verringerung der Albuminkonzentration in
Kombination mit normalen oder erhdhten Globulinspiegeln ist ein Hinweis auf einen
selektiven  Verlust von Albumin (bei z.B. nephrotischem  Syndrom,
Glomerulonephritis, Vaskulopathien oder Ergussen in die grolien Korperhdhlen) oder
eine verminderte Synthese durch z.B. Leberinsuffizienz, Malnutrition, Maldigestition,
Malabsorption oder wahrend einer APR (THOMAS, 2000b).

Die Albuminkonzentration im Blut gesunder und kranker Tiere ist negativ mit dem
Fibrinogengehalt  korreliet ~ (ALLEN  und  BLACKMORE, 1984). Die
Albuminkonzentration sinkt nach Operationen und experimentell induzierten
Weichteilentzindungen signifikant, was die Schlussfolgerung zulasst, dass Albumin
beim Pferd ein negatives APP ist (ALLEN und KOLD, 1988; PATTERSON et al.,
1988; AUER et al., 1989).

2.1.3.13 Transferrin

Transferrine sind eine Reihe homologer, glykolysierter metallbindender Proteine,
welche einerseits Eisen in die Zellen transportieren und andererseits
bakteriostatische Eigenschaften besitzen (PENHALLOW et al., 1991). Transferrin
dient der Versorgung von Geweben mit Eisen, indem es Eisen aus dem
Retikuloendothelialen-System, aus parenchymalen Geweben wund aus den
Schleimhautzellen des Darmes aufnimmt und in das Knochenmark und andere
eisenabhangige Gewebe transportiert (HARRISON und AROSIO, 1996). Humanes
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eisenfreies Transferrin kann Endotoxin binden, wobei die Toxizitat des Endotoxins
verstarkt wird (BERGER et al., 1990).

Die verschiedenen Isoformen equinen Transferrins zeigen in der SDS-PAGE ein
Gewicht zwischen 69 kD und 80 kD (PENHALLOW et al., 1991).

2.2 Diagnostischer Einsatz Akuter Phase Proteine beim Pferd

Akute Phase Proteine haben in der Entzindungsdiagnostik beim Pferd mit
Ausnahme des Fibrinogens bisher noch einen niedrigen Stellenwert. Ein schon
praktizierter Ansatz liegt in der Bestandsbetreuung grolRer Gestlite und in der
Leistungskontrolle von Rennpferden. So kann die Bestimmung von SAA
beispielsweise zur Uberwachung der Herdengesundheit eingesetzt werden
(STONEHAM et al., 2001). Auch Haptoglobin erwies sich als zuverlassiger
Parameter bei der Gesundheitskontrolle (KENT und GOODALL, 1991).

2.3 Akute Phase Proteine in der klinischen Anwendung

Die Bestimmung von Akute Phase Proteinen in der Humanmedizin, insbesondere
von CRP ist bereits seit Jahrzehnten etabliert. Die diagnostische Bandbreite erstreckt
sich von der Sepsisdiagnostik bei Neonaten uber die Stellung einer Prognose bis zur
Kontrolle des Heilungsverlaufes. Erhohte APP-Werte bei Krebspatienten sind
beispielsweise Hinweise auf eine schlechte Prognose bzw. fortschreitende
Metastasierung (COOPER, 1988).

Interleukin-6 und der tissue factor (Aktivator der Gerinnungskaskade) sind
Blutparameter, welche bei kongestiver Herzinsuffizienz als prognostische Parameter
eingesetzt werden konnen (CHIN et al., 2003). Sind diese Werte erhoht, kann dies
eine ungunstige Prognose bezuglich Thrombose- und Schlaganfallgefahr anzeigen.
Bei der Diagnose einer Appendizitis ist IL-6 nur in der Spatphase oder bei
perforiertem Appendix ein verlasslicher Parameter (GURLEYIK et al., 2002). Zytokine
im Allgemeinen finden vermehrt Einsatz in der Sepsisdiagnostik beim Fruhgeborenen
(BERNER et al., 1998; KRUEGER et al., 2001). Bakterielle Infektionen konnen beim
Neonaten auch mit der Bestimmung von CRP und LBP nachgewiesen werden
(BERNER et al.,, 1998; BERNER et al., 2002). Dies kann laut den Autoren zur
Fruherkennung und Therapie der Erkrankungen genutzt werden. Prokalzitonin ist ein
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Sepsismarker bei Erwachsenen und Kindern (FRANZ et al., 1999a; KUNZ und
KOHSE, 2002). FRANZ et al. (1999) berichten Uber den Einsatz der IL-8
Bestimmung. Anhand dieser kann der Einsatz von Antibiotika auf ein Mindestmal}
beschrankt werden (FRANZ et al., 1999b). KUNZ und KOHSE (2002) betrachten IL-
6, IL-8 und PCT als sinnvolle Parameter zur Erganzung der padiatrischen
EntzGndungsdiagnostik. Dabei sollen IL-6 und IL-8 zur Frihdiagnostik und PCT und
CRP zur Verlaufskontrolle eingesetzt werden. Die Praventivbestimmung von IL-1ra
und IL-6 ermdglicht bei Kindern mit sehr niedrigem Geburtsgewicht eine
Sepsisfrihdiagnostik. Bei zwei von drei Kindern kann die Diagnose 1 bis 2 Tage vor
den klinischen Anzeichen erkannt werden (KUSTER et al., 1998).

Die Kombination von CRP und IL-6 kann als Erweiterung der diagnostischen Palette
bei der Erkennung der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit dienen (VOLKEL et al., 2001).
Seit den 90er Jahren haufen sich die Untersuchungen zu CRP bei
Koronarerkrankungen des Herzens (BLAKE und RIDKER, 2002). So gilt ein erhdhter
CPR-Grundspiegel bei scheinbar gesunden Menschen als Hinweis auf
kardiovaskulare Stérungen, Schlaganfalle und Erkrankungen des peripheren
Gefalsystems (LIUZZO et al., 1994; BLAKE und RIDKER, 2002). CRP kann zur
Nachsorge bei Lebertransplantationen eingesetzt werden wund zeigt dann
unspezifisch AbstoRungsreaktionen oder bakterielle Infektionen an (THEIR et al.,
2002). Hohe CRP-Spiegel zu Beginn der Schwangerschaft verdoppeln die Gefahr
einer Fruhgeburt (HVILSOM et al., 2002).



Schrifttum 48

2.4 Hintergrund und Fragestellung der wissenschaftlichen
Arbeit

Die klinische Untersuchung, die Bestimmung von Gesamtleukozytenzahl und
Differenzialblutbild haben nur eine geringe Aussagekraft bei der Beurteilung von
Entzindungen bei Pferden nach Standardeingriffen. Das weil3e Blutbild unterliegt
beim Pferd nur geringen Schwankungen (JAIN, 1986d). Bei minimalinvasiven
Eingriffen stof3t auch die klinische Untersuchung mit Adspektion der Wunde an ihre
Grenzen, da nur die Hautwunde beurteilt werden kann. Wohingegen die Beurteilung
von Gelenken und anderen Korperhodhlen (Thorax, Abdomen) nur unter grolderem
Aufwand (Verbandwechsel, Rontgen, Sonographie) maglich ist.

Diese Arbeit soll als Grundlage fur die klinische Anwendung experimentell erforschter
Akute Phase Proteine (APP) beim Pferd dienen. Die Bandbreite der diagnostischen
Moglichkeiten in der Humanmedizin ist bei Akute Phase Proteinen sehr gro3. Sie
reicht von der Diagnostik Uber das Monitoring bis hin zu prognostischen Aussagen.
Auf dieser Grundlage sollten folgenden Fragen beantwortet werden:

Kommt es nach verschiedenen chirurgischen Eingriffen zur Induktion einer
systemischen Akute Phase Reaktion?

Wie verlauft diese?

Eignen sich Akute Phase Proteine als diagnostische Parameter nach chirurgischen
Eingriffen?

Ist die Akute Phase Reaktion abhéngig von der Art des Eingriffes?
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Probengewinnung

3.1.1.1  Entnahmeprotokoll und klinische Untersuchung

Alle in die Studie aufgenommenen Tiere wurden unmittelbar vor dem Eingriff und 6,
12, 24, 48, 72, wenn moglich auch 7 Tage nach der Operation klinisch untersucht
und es wurde eine Blutprobe gewonnen. Zum Zeitpunkt der Probenentnahme wurde
bei allen Tieren eine allgemeine Untersuchung durchgefuhrt. Die Herzfrequenz pro
Minute wurde mittels eines Stethoskops im Bereich der linken Regio cubiti
auskultiert. Die Atemfrequenz pro Minute wurde anhand der Bewegung des
Brustkorbes und der Flanke ausgezahlt. Die Koérperinnentemperatur wurde rektal mit
einem digitalen Thermometer in °C gemessen. Die Beurteilung der
Operationswunden erfolgte subjektiv mit Hilfe eines vor Beginn der Studie

festgelegten Schemas.

Tab. 3: Scoring-System zur Objektivierung der klinischen Befunde.

Grad 0 1 2 3

Tumor keine geringgradig | mittelgradig hochgradig
Calor keine geringgradig | mittelgradig hochgradig
Dolor kein geringgradig | mittelgradig hochgradig
Exsudation:

Menge ohne geringgradig | mittelgradig hochgradig
Charakter | --—--—-- serds blutig eitrig
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3.1.1.2 Entnahme der Blutproben

Die Entnahme der Blutproben erfolgte nach lokaler Desinfektion an der Vena
jugularis externa. Zum Einsatz kam das System S-Monovette® (Sarstedt,
Nurnbrecht). Serum wurde mit Hilfe eines Koagulationaktivatorgels gewonnen, da flr
die Bestimmung von Haptoglobin eine Hamolyse verhindert werden musste. Des
Weiteren wurden Proben in Rdéhrchen mit Antikoagulantien gewonnen. Dabei
handelte es sich um Lithium-Heparin (10-30 I.E./ml), Zitrat (1:10) und Kaliums-EDTA
(1%) (Sarstedt, Nurnbrecht).

3.1.1.3 Probenaufbereitung

Nach Entnahme wurden die Proben gekuhlt und innerhalb von zwei Stunden
bearbeitet. Die Analyse der EDTA-Blutproben zur Bestimmung des roten und weil3en
sowie des Differenzialblutbildes erfolgte direkt. Zur Herstellung des Heparinplasmas
wurde das Probenréhrchen eine Minute bei 10 000 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert. Die Bestimmung von Totalplasmaprotein (TPP) und Albumin geschah
mit bei 4°C gelagerten Proben. Das Restplasma wurde aliquotiert und bei -18°C fur
weitere Untersuchungen eingefroren. Zitrat-Plasma wurde durch 10 minutiges
zentrifugieren bei 30 000 Umdrehungen pro Minute gewonnen, der Uberstand
abpipettiert, zur Fibrinogenbestimmung genutzt und das Restplasma bei —18°C
gelagert. Bis zur vollstandigen Gerinnung musste das Serumrdhrchen eine halbe
Stunde bei Raumtemperatur ruhen. Die Zentrifugation bei 10 000 Umdrehungen pro
Minute trennte das Serum vom Blutkuchen. Auch das Serum wurde aliquotiert und
bei —18°C eingefroren.

3.1.2 Laboruntersuchungen

Die Laboruntersuchungen gliederten sich in zwei Abschnitte. Die hamatologischen
Parameter wie rotes, weiles und das Differenzialblutbild wurden innerhalb von zwei
Stunden nach Entnahme bestimmt. Die Bestimmung der einzelnen Proteine erfolgte
je nach Moglichkeit entweder mit frischen, mit gekihlten oder tiefgefrorenen Proben.
Um die Ubereinstimmung der Ergebnisse zu Uberprifen wurden zwei
Lagerungsversuche durchgeflhrt.
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3.1.3 Methodenvergleich

Zur Bestimmung der hamatologischen Parameter dienten der Vet ABC® (ABX
Hématologie, Montpellier/Frankreich) der QBC®VetAutoread™ (IDEXX, Wérrstadt)
und zusétzlich zur Bestimmung des Differenzialblutbildes der ADVIA 120 (Bayer®,
Leverkusen). bzw. ein Blutausstrich. Eine genaue Beschreibung der Funktionsweisen
der verwendeten Hamatologiesysteme ist in der Habilitationsschrift von MORITZ
(2000) zu finden.

3.1.3.1 Vet ABC® (ABX Hématologie, Montpellier/Frankreich)

Der Vet ABC® (ABX  Hématologie,  Montpellier/Frankreich) ist ein
Durchflusszytometer, welches zur Zahlung und Differenzierung der korpuskularen
Blutbestanteile die Impedanzmessung (Widerstandsmessung, Coulter-Prinzip) nutzt.
Neben der Widerstands- und Hochfrequenzmessung wird zusatzlich noch die
reagenzvermittelte Zelllyse zur Leukozytendifferenzierung eingesetzt.

Bei der Widerstandmessung wird ein Gleichspannungsfeld in der Zahlkammer
angelegt. Die durch die Zahlkapillare geleiteten Zellen verandern den elektrischen
Widerstand im System. Diese Schwankungen der Stromstarke sind proportional zur
Zellgrolle. Die Hochfrequenzmessung wird mit Hilfe eines Wechselstromfeldes
durchgefuhrt. Dadurch kann die Fahigkeit zur Energieaufnahme jeder einzelnen Zelle
gemessen werden. Dies lasst eine Aussage Uber Struktur und Grole des Zellkerns,
sowie Uber das Kern/Plasma-Verhaltnis zu. Zur Verfeinerung dieser Methode dient
das Lysereagenz. Seine Wirkung ist abhangig vom Zelltyp. So bringt es
Lymphozyten zum Schrumpfen, wohingegen es z.B. bei PNG fast keine Veranderung
bewirkt.

3.1.3.2 QBC®VetAutoread™ (IDEXX, Wérrstadt)

Der QBC®VetAutoread™ (IDEXX, Wérrstadt) H&amatologie-Analyzer nutzt die
Aufsplittung der verschiedenen Blutzellen in einem Mikrohamatokritrohrchen mit der
Zentrifuge in Kombination mit Acridinorange zur Anfarbung von fur jeden Zelltyp
spezifischen Zellbestandteilen. Dazu wird in das mit Acridinorange beschichtete
Rohrchen Ks-EDTA-Blut und ein Schwimmer eingebracht, dessen spezifisches
Gewicht dem des Buffy-Coats entspricht. So wird der Buffy-Coat auf die Lange des
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Schwimmers ausgedehnt. Zu Beginn jedes Arbeitstages muss das Gerat mit einem
speziellen Eichstabchen kalibriert werden. Nach einer 5 minutigen Zentrifugation in
der QBC®VetCentrifuge™ (IDEXX, Worrstadt) wird das Probenrdhrchen in den
QBC®VetAutoread™ (IDEXX, Wérrstadt) eingelegt. Die sich im Gerét befindende
Optik analysiert Rohrchen, Schwimmkoérper und misst die Fluoreszenz der
angefarbten Blutzellen. Mit den erhaltenen Messwerten kdnnen folgende Parameter
berechnet werden: Hamatokrit (HKT) in %, Hamoglobin (Hb) in g/dl, mittlere
Hamoglobinkonzentration der Erythrozyten (MCHC) in g/dl, Gesamtleukozytenzahl
(WBC) in 10%1, Granulozytenzahl in % und 10%I, Lymphozyten- und Monozytenzahl
als ein Parameter in % und 101 sowie die Thrombozytenzahl (PLT) in 107/.

Monozyten, Eos. und neutr.
Lymphozyten Granulozyten

f a Normoblasten
Thrombozyten .

Retikulozyten
' Erythrozyten

L 3

— Schwimmer

Abb. 7: Schematische Darstellung der einzelnen Schichten nach Zentrifugation
QBC®Analyse VetAutoread™ Hamatologiesystem (IDEXX, Wérrstadt).
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3.1.3.3 Manuelle Leukozyytendifferenzierung/ADVIA (Bayer®,
Leverkusen)

Bei allen nicht in Giessen entnommenen Proben erfolgte eine manuelle
Leukozytendifferenzierung. Dazu wurden die Blutausstriche mit der panoptischen
Farbung nach Pappenheim gefarbt. Fur die Farbung wurde May-Grunwald-Lésung
(Nr.1424 Fa. Merck, Darmstadt) und Giemsa-Losung (Nr.9204 Fa. Merck,
Darmstadt) verwendet. Die Differenzierung wurde mit zweimal 100 Leukozyten
durchgefuhrt, ohne dass die Untersucherin die Gruppenzugehdrigkeit kannte.

Die Bestimmung des grof3en Blutbildes mit Leukozytendifferenzierung erfolgte bei
Proben aus Giessen mit dem Hamatologie-Messgerat ADVIA 120 (Bayer®,
Leverkusen). Dieses Gerat nutzt die Doppelwinkel-LASER-Streulicht-Technologie
sowie die Absorption (Peroxidaseaktivitat) und Streuung (Volumen) einer
Halogenlichtquelle zur Diagnostik.

3.1.4 Proteinbestimmung

3.1.4.1 Interleukin-6 (IL-6)

Ein IL-6 Bioassay fand Verwendung fur die Bestimmung des biologisch aktiven
Interleukin-6 (IL-6) im Plasma. Grundlage dieses Bioassays ist die Hybridoma
Zelllinie B 9 (ARDEN et al., 1987; VAN OERS et al., 1988). Dieser Nachweis findet in
den meisten Literaturstellen zur Bestimmung von equinem IL-6 Verwendung
(MORRIS et al.,, 1992b; MOORE et al.,, 1995; BARTON et al., 1997). Fur das
Wachstum dieser Zelllinie ist IL-6 essentiell. Es wirkt hochspezifisch und beeinflusst
dosisabhangig das Zellwachstum. Die resultierende Zellzahl ist somit proportional zur
IL-6-Aktivitdt der Plasmaprobe. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt nach der
Inkubation mit einem Farbstoff, welcher in den Mitochondrien lebender Zellen
verstoffwechselt wird. AnschlieRend werden die Zellen lysiert und der Farbstoffgehalt
photometrisch bestimmt. Internationale Standardreihen dienen der Quantifizierung
von Verdunnungsreihen um eine Dosis-Wirkungsbeziehung herstellen zu kdnnen
(MEAGER und DAS, 1994).

Die fur diesen Versuch verwendete B 9 Zelllinie ist ein Subklon der von
LANDSDORRP et al. (1986) entwickelten Hybridoma Zelllinie B 13.29. Mit Hilfe dieser
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Zelllinie ist es moglich, das von einem einzigen menschlichen Monozyten gebildete
IL-6 nachzuweisen (ARDEN et al., 1987). Das Kultur- und Assaymedium besteht aus
.Rothwell Park Memorial Institut Medium“ (RPMI), fétalem hitzeinaktiviertem
Kalberserum (FCS), L-Glutaminsaure, Mercaptoethanol und Gentamicin (alle
Substanzen Fa. Life Technologies, Paisley/Schottland). Dem Kulturmedium wird hriL-
6 zugesetzt.

Das Assay wird in sterilen 96-Well Mikrotiterplatten (Cellstar®, Greiner,
Frickenhausen) durchgefuhrt. Zu Beginn eines Testdurchlaufes werden die Zellen
vom |L-6-haltigen Kulturmedium befreit. Dies geschieht durch dreimaliges
zentrifugieren (2300 U/min, je 10 Minuten), dekantieren und durch Resuspension in
IL-6 freiem Kulturmedium. Daraufhin wird die Zahl der lebenden Zellen in einer
Zahlkammer (Hamozytometer nach THOMA) bestimmt, um eine Zellsuspension
herzustellen, welche ca. 5000 Zellen/100 pyl Medium enthalt. Jedes Assay beinhaltet
zwei Standards und 2zwei Qualitdtskontrollen. Die Standards wund die
Qualitatskontrollen bestehen aus festgelegten Mengen hriL-6 (Referenz-Code
89/548, National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC), Potters
Bar/Great Britain). Die Qualitatskontrolle wird mit 10 1U/ml und 30 IU/ml, der
Standard (St) mit 50 IU/ml IL-6 durchgefiihrt. Von den Qualitatskontrollen (QK), dem
Standard und den Proben werden Verdunnungsreihen mit dem Faktor 1:1 erstellt.
Die Standardverdinnungsreihe wird einfach bestimmt, Kontrollen und Proben
werden doppelt bestimmt. Der hdchste Verdlinnungsfaktor ist 1:16.

Die so bestlckte Mikrotiterplatte wird fur 72 Stunden bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit
und CO»-Gehalt von 5% im Brutschrank inkubiert. Im nachsten Schritt werden in
jedes Well 25ul des Farbstoffs MTT (Sigma Chemicals, St. Louis/USA) in einer
Konzentration von 5 mg/ml eingebracht. Es folgen weitere 4 Stunden Inkubation. In
den lebenden Zellen setzt wahrenddessen die mitochondriale Succinyl-
Dehydrogenase das gelbe MTT-Tetrazoliumsalz in dunkelblaue MTT-formazan-
Kristalle um (MOSMAN, 1983; IBELGAUFTS, 1995). Nach Ablauf der Inkubationszeit
werden 125 pl abpipettiert und verworfen. Eine Lyse der Zellen bewirken je 100yl
eines Salzsaure-(0.04M)-Isopropanol-Gemisches, welche in jedes Well verbracht
wird. Die Mikrotiterplatte wird abgedunkelt flr weitere 12 Stunden inkubiert. Die
Extinktionen werden dann bei einer Wellenlange von 550 nm in einem ELISA-Reader
(Digiscan, Asys Hitech, Eugendorf/Osterreich) photometrisch bestimmt und
aufgezeichnet (Mikrowin 2000, Asys Hitech, Eugendorf/Osterreich). Die Bestimmung
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von Interleukin-6 wurde durch die Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Roth im Institut
fur Veterinarphysiologie (JLU Giessen) durchgeflhrt.

3.1.4.2 Totalplasmaprotein (TPP)

Die Totalplasmaprotein-(TPP)-Konzentration wurde mit dem Testkit Total Protein 250
(ABX Diagnostics, Montpellier/Frankreich) und dem Analyzer COBAS Plus
(Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen) quantitativ bestimmt. Das Testprinzip
beruht auf der photometrischen Bestimmung eines Eiweil3-Kupferionen-Komplexes in
alkalischer Losung. Dabei binden Proteine Kupfer-Tartrat und bilden dabei einen
Farbkomplex. Die Farbintensitat dieser Biuret-Reaktion steht im direkten Verhaltnis
zur Proteinkonzentration.

3.1.4.3 Albumin

Die Albuminplasmakonzentration wurde mit dem Testkit LT-SYS®Albumin
Bromkresolgrun (Labor+Technik Eberhard Lehmann, Berlin) und dem COBAS Plus
(Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen) durchgefuhrt. Bromkresolgrun bildet mit
Serumalbumin einen Farbkomplex, der bei 578 nm photometrisch gemessen wird.

3.1.4.4 Globulin

Die Subtraktion der Albuminkonzentration von der TPP-Konzentration ergab die
Globulinkonzentration im Plasma.

3.1.4.5 Serum-Amyloid-A (SAA)

Die Bestimmung von SAA erfolgte mit dem LZ Test ,Eiken’ SAA (Eiken Chemical Co.
Ltd., Tokyo/Japan). Dabei handelt es sich um einen immunturbidimetrischen Latex
Agglutinationstest. Mit einem automatischen Analysegerat wird photometrisch eine
Tribung gemessen. Diese Tribung wird durch die Reaktion antikérperbeschichteter
Latexpartikel mit dem SAA in der Probe hervorgerufen. Die Latexpartikel sind mit
mono- und auch mit polyklonalen Antikérpern beschichtet (WADA et al., 1997). Von
der gleichen Firma gelieferte Standards dienen der Erstellung einer Kalibrationskurve
mit welcher die gemessenen Extinktionen verglichen werden. Gemessen wurden die
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Proben mit dem Analysegerat ADVIA1650 (Bayer, Leverkusen) bei einer
Wellenlange von 658nm und nach 10 Minuten Inkubationszeit.

Der Messbereich des Tests liegt zwischen 5 — 300 ug/ml.

Der Hersteller des Tests gibt Serum als geeignete Probenart an. Entweder frische
oder bei -20°C gelagerte Proben kénnen ohne Beeinflussung der Ergebnisse
bestimmt werden. Auch haben Bilirubin, Hdmoglobin und Lipide keinen Einfluss auf
die Messung (WADA et al.,, 1997). Gemessen wurden Serumproben welche bei
-20°C gelagert worden waren. STONEHAM et al. (2001) verwendeten dieses Testkit
zur Messung von SAA bei Fohlen. Die Evaluierung des LZ Test ,Eiken’ SAA (Eiken
Chemical Co. Ltd, Tokyo/Japan) fur Pferde ergab eine sehr gute Testsicherheit bei
der Bestimmung von SAA im mittleren und oberen Messbereich des Testkits
(JACOBSEN et al., 2005b). Bei einer SAA-Konzentration von ca. 0,7 ug/ml ist der
Variationskoeffizient 24,4 % bei der mehrmaligen Messung einer Probe (JACOBSEN
et al., 2005b).

3.1.4.6 Haptoglobin

Haptoglobin wurde mit Hilfe des Phase™ Range Haptoglobin Testkits (Tridelta
Development Limited, Bry/lrland) am COBAS Mira S (Hoffmann-La Roche AG,
Grenzach-Wyhlen)  photometrisch  bestimmt. Dieses  Testkit nutzt die
Pseudoperoxydaseaktivitat des Hamoglobins zum Nachweis von Haptoglobin in
Serum oder Plasma. Die Pseudoperoxydaseaktivitat des Hamoglobins wird durch
einen niedrigen pH-Wert gehemmt. Das Haptoglobin in der Probe bildet mit dem
Hamoglobin einen Komplex. Dadurch bleibt die Peroxidaseaktivitat des Hamoglobins
auch bei niedrigem pH-Wert erhalten. Im nachsten Schritt wird dann Chromogen und
Substrat mit der Probe vermischt. Wahrend der Inkubationszeit kommt es zu einem
Farbwechsel, welcher durch die Peroxidase katalysiert wird. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wird die optische Dichte bei 600 nm photometrisch bestimmt. Die
gemessene Farbintensitat korreliert mit der Haptoglobinkonzentration in der Probe.
Die Test-Sensitivitat liegt bei 0,05 mg/ml Haptoglobin. Die Nachweisgrenzen des
Testkits liegen zwischen 0,12 mg/ml und 2,0 mg/ml. Tridelta Development Limited
hatte zum Zeitpunkt der Versuche noch keine offiziellen Referenzwerte der
Haptoglobinwerte beim Pferd herausgegeben. Nach GALLAGHER (pers. Mitteilung)
liegen die Referenzwerte beim Fohlen bei 5,35 £ 2,36 mg/ml und die adulter Tiere bei
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2,19 + 1,54 mg/ml Haptoglobin. Deshalb wurden die Proben auf Empfehlung von
Herrn Gallagher (Marketing Manager, Tridelta Development Limited, Wicklow/Irland)
1:10 mit Phosphat Buffered Saline (PBS) des Testkits verdinnt.

Tab 4: Prazision bzw. Variation (n=10) des Phase™Range Haptoglobin Testkits
(Tridelta Development Limited, Bry/Irland)

Intraassay Prazision/Variation

Bereich Mittlere HP Konzentration (mg/ml) SD Variationskoeffizient (%)
niedrig 0,23 0,003 1,36
mittel 0,97 0,009 0,09
hoch 2,04 0,02 0,89

Interassay Prazision/Variation

Bereich Mittlere HP Konzentration (mg/ml) SD Variationskoeffizient (%)
niedrig 0,26 0,03 11
mittel 1,11 0,08 6,9

3.1.4.7 Fibrinogen

Zum Nachweis der Fibrinogenkonzentration im Blutplasma wurden zwei Methoden
verwendet.

Die Hitzeprazipitation beruht auf der Eigenschaft von Fibrinogen, zwischen 56°C und
58°C auszufallen, wahrend die restlichen Plasmaproteine in Losung bleiben (JAIN,
1986b). Verwendung fand in dieser Studie der QBC®VetAutoread™ (IDEXX,
Worrstadt) in Kombination mit dem IDEXX Fibrinogen-Heizblock (IDEXX, Worrstadt).
Nach der hamatologischen Bestimmung kamen die Mikrohamatokritrohrchen zur
Erwarmung 5 Minuten in den Heizblock. Nach erneuter Zentrifugation in der
QBC®VetCentrifuge™ (IDEXX, Wérrstadt) erfolgte die Auslesung des Ergebnisses
mit dem QBC®VetAutoread™ (IDEXX, Wérrstadt).

Das zweite Verfahren war die Fibrinogenbestimmung nach CLAUSS (1957) mit dem
Dade® Thrombin Reagent (Dade Behring Marburg GmbH, Marburg) unter
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Verwendung des Dade® Owren’s Veronal-Puffer (Dade Behring Marburg GmbH,
Marburg). Das Prinzip der Methode beruht auf der Umwandlung des Plasmaproteins
Fibrinogen in sein unlésliches Polymer Fibrin durch das Enzym Thrombin. Bei hohen
Thrombinkonzentrationen (ungefahr 100 NIH - Einheiten/ml) und niedrigen
Fibrinogenkonzentrationen (5 - 80 mg/dl) wird die Reaktionsrate und damit die
Zeitspanne bis zur vollstandigen Koagulation des Fibrins von der
Fibrinogenkonzentration bestimmt. Auf doppeltlogarithmischem Papier
aufgezeichnet, ist die Thrombingerinnungszeit in Relation zur
Fibrinogenkonzentration linear (CLAUSS, 1957). Diese Kalibration der Messung
erfolgte mit humanen Standards der Dade Behring Marburg GmbH (Marburg).

Zur Bestimmung wurden 100 pl Zitratplasma mit 900 pyl Dade® Owren’s Veronal-
Puffer (Dade Behring Marburg GmbH, Marburg) in einem Eppendorf® Gefal
gemischt. Davon wurden 200 ul zur Fibrinogenbestimmung in eine Klvette des
Amelung Coagulometers KC44 (Heinrich Amelung GmbH, Lemgo) eingebracht. Fur
jede Probe erfolgte eine Doppelbestimmung. Nach der Inkubationszeit von 120
Sekunden wurden 25 pl Dade® Thrombin Reagent (Dade Behring Marburg GmbH,
Marburg) in die Klvette gegeben und die Stoppuhr des Koagulometers aktiviert. Die
gestoppte Zeit bis zur Gerinnung der Probe verglichen mit einer Labor- und
chargenspezifischen Tabelle in mg/dl ergab den gesuchten Fibrinogenwert. Zur
Auswertung kam der Mittelwert beider Messungen.

3.1.5 Gruppen

Das Patientenmaterial setzt sich aus Tieren zusammen, die zwischen August 2002
und September 2003 an der Klinik fur Pferde, -Chirurgie- und Lehrschmiede der JLU
Giessen, der Tierklinik Starnberg sowie in dem Gestut Lewitz operiert wurden.
Unmittelbar vor den Routineeingriffen zeigten alle Patienten klinische Parameter
innerhalb des Referenzintervalles und ein ungestortes Allgemeinbefinden. Vier
verschiedene operative Eingriffe dienten im Rahmen dieser Arbeit als
Entzindungsmodell. Zusatzlich wurden die Entzindungsparameter bei Pferden mit
unterschiedlichen Verletzungen verfolgt. Eine Gruppe gesunder Pferde in
unterschiedlicher Haltung und Nutzung diente als Referenzgruppe.
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3.1.5.1 Referenzgruppe

Die Festlegung laborspezifischer Referenzwerte gelang mit Hilfe von Blutproben 50
gesunder Pferde. Um geschlechtsspezifische Schwankungen der untersuchten
Parameter festzustellen wurden die 50 Tiere nach Geschlecht und
Fortpflanzungsfahigkeit in drei Gruppen unterteilt (Hengste, Stuten, Wallache). In der
Gruppe der Hengste sind die Rassen wie folgt vertreten: 1 Vollbluter, 1 Haflinger, 1
Quarter Horse und 22 Warmbluter mit einem mittleren Alter von 7,5 £ 5,5 Jahren. Die
Stutengruppe setzt sich aus 2 Vollblitern, 1 Quarter Horse und 12 Warmblatern mit
einem mittleren Alter von 11,4 + 3,9 Jahren zusammen. Drei Haflinger, 1 Quarter
Horse, 4 Warmbliter und 2 deutsche Reitponys mit einem mittleren Alter von 7,3 +
3,4 Jahren bilden die Gruppe der Wallache.

3.1.5.2 Arthroskopische Eingriffe (Gruppe 1)

Diese Gruppe umfasst insgesamt 24 Patienten, bei welchen Aufgrund einer Lahmheit
wahrend einer Allgemeinnarkose ein bzw. zwei Gelenke arthroskopiert wurden. Die
Pferde hatten ein mittleres Alter von 8,7 + 3,6. In der Gruppe sind folgenden Rassen
vertreten: 18 Warmbluter, 2 Quarter Horse, 1 Traber, 1 Friese, 1 Haflinger und ein
Reitpony.

3.1.5.3 Laparoskopische Eingriffe (Gruppe 2)

Insgesamt sind in dieser Gruppe 27 Pferde vertreten. Bei 16 Pferden wurde eine
diagnostische Laparoskopie aufgrund rezidivierender Koliksymptomatik durchgefuhrt.
Einem endoskopischen Verschluss des Milz-Nieren-Raumes wurden sechs Pferde
unterzogen. Diese Operationen fanden in einen Zeitraum von 14 Tagen bis 6
Monaten nach einer Laparotomie statt. Bei vier Stuten musste aufgrund tumordser
Entartung ein Ovar bzw. beide Ovarien endoskopisch entfernt werden und einem
kryptorchiden Hengst mit beidseitig abdominal gelegenen Hoden wurden diese
ebenfalls endoskopisch entfernt. Das mittlere Alter betrug 10,3 + 3,8 Jahre. In der
Gruppe sind 22 Warmbluter, 2 Arabische Vollbluter und je ein Friese, Haflinger und
ein Reitpony vertreten.
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3.1.5.4 Konventionell-chirurgische Eingriffe (Gruppen 3 und 4)

Die konventionell-chirurgischen Eingriff, die in Gruppe 3 zusammengefasst wurden,
waren zum einen die bedeckte Kastration und zum anderen die Exstirpation eines
Griffelbeinanteils. Diese Gruppe umfasst 31 Tiere, davon 22 Kastrationen und 9
Griffelbeinexstirpationen.

Patienten in Gruppe 4 sind 12 Pferde, welche im Stall mit Hilfe einer
Injektionsnarkose abgelegt und bedeckt kastriert wurden. In Folge dieser Operation
zeigten alle Tiere Erhdhung der Képertemperatur, Schwellung und Schmerzhaftigkeit
sowie in manchen Fallen Exsudation. Insgesamt wurde bei allen Tieren dieser
Gruppe eine mittel- bis hochgradige Wundheilungsstérung diagnostiziert. Alle Tiere
entstammten einer Gruppenhaltung, sie waren zum Zeitpunkt der Kastration 2 Jahre
alt und es handelte sich hierbei ausschlieRlich um Warmbluter.

Tab. 5: Ubersichtstabelle Gruppen, Zahl der Tiere, Alter (X + SD) und Geschlecht der

Tiere.
_ Geschlecht
Gruppe Zahl der Tiere Alter (X £ SD)
mannlich [ weiblich | kastriert
1 n= 24 8,7+3,6 0 7 17
2 n= 27 10,3+ 3,8 2 7 17
3 n= 31 6,3+4,9 22 6 3
4 n=12 2 12 0 0
75155 (J) 25
Referenzgruppe n= 50 11,4 £ 3,9 (9) 15
7,3 £ 3,4 (§+kastr.) 10
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3.1.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten flhrte die Arbeitsgruppe
Biomathematik (Dr. Failing) mit dem Statistikprogrammpaket BMDP/Dynamic
Release 7.0 (BMDP Statistical Software, Inc., Los Angeles/USA) durch. Die einfache
Datenbeschreibung erfolgte mit dem Programm BMDP1D unter Angabe der
arithmetischen Mittelwerte (Xx), der Standardabweichung (SD), des Standardfehlers
(SE), des Stichprobenumfanges (n), der Minimal- und Maximalwerte und der
Spannbreite der Resultate (Range). Um die Darstellung Ubersichtlich zu gestallten,
enthalten die folgenden Tabellen das arithmetische Mittel ( x ), die
Standardabweichung (SD) und den Stichprobenumfang (n). Zur Beschreibung eines
Parameters innerhalb einer Gruppe im Zeitverlauf wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse gefolgt von dem A-posteriori Dunn’s multiple comparison-Test mit
Hilfe der GraphPad® Software 3.0 (San Diego, Kalifornien/USA) durchgefiihrt. Die
zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) zur Feststellung des Gruppen- und
Zeiteinflusses berechnete das Programm BMDPS5V. Die statistischen Verfahren des
Methodenvergleichs werden in den entsprechenden Kapiteln behandelt. Die
graphische Darstellung erfolgte mit der GraphPad® Software (San Diego,
Kalifornien/lUSA) und dem Programm Microsoft® Excel 2002 (Microsoft
Corporation/USA).

Die Signifikanzgrenze wurde bei p<0,05 gezogen.
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 Methodenvergleich

Es wurden die Ergebnisse der beiden Hamatologiesysteme Vet ABC® (ABX
Hématologie, Montpellier/Frankreich) und QBC®VetAutoread™ (IDEXX, Wérrstadt),
miteinander verglichen. Der Methodenvergleich wurde mit allen gemessenen Proben
durchgeflhrt. Die statistische Analyse erfolgte mit dem Programm BMDP/Dynamic
Release 7.0 (BMDP Statistical Software, Inc., Los Angeles/USA) mit Unterstitzung
durch die Arbeitsgruppe Biomathematik (Dr. Failing). Die Daten wurden mit der
Bland-Altman-Analyse, dem t-Test fir verbundene Stichproben (Mittelwertvergleich)
und der Korrelations- und Hauptkomponentenanalyse berechnet.

3.2.1.1 Hamatologie

Zum Vergleich der beiden Hamatologiesysteme wurden die Parameter HKT, PLT,
WBC-Count, PNG absolut, PNG in %, L/M absolut und in % herangezogen.

Anhand Tabelle 6 ist zu erkennen, dass die beiden Messverfahren sehr gute
Kongruenzen bezlglich der Parameter WBC-Count (r=0,942) und PNG absolut
(r=0,934) aufweisen. Die Messung der Parameter HKT (r=0,82), PNG in % (r=0,857)
und L/IM in % (r=0,854) zeigt eine brauchbare Ubereinstimmung. Mit einem
Korrelationskoeffizient von r=0,561 decken sich die Resultate fur PLT nicht. Um
diese Daten zu verifizieren wird der t-Test flr verbundene Stichproben berechnet. Mit
Hilfe des t-Testes werden die beiden Mittelwerte der Stichproben miteinander
verglichen. Diese Berechnung wurde mit dem Programm BMDP3D durchgefiihrt. Lag
die errechnete Uberschreitungswahrscheinlichkeit P (ber oder war gleich dem
Signifikanzniveau a, so galt die Nullhypothese, dass die Mittelwerte der beiden
Messungen Ubereinstimmen als angenommen.
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Tab. 6: Aufstellung der Hauptkomponentengleichungen, die fiir den
Methodenvergleich mit der Korrelations- und Hauptkomponentenanalyse berechnet
wurden. Das Signifikanzniveau liegt bei allen Parametern unter p<0,001.

Parameter Stichprobenumfang Korrelationskoeffizientr  Hauptkomponentengleichung
HKT n=688 0,82 y=7,6368+0,75064*x

PLT n=682 0,561 y=115,63+0,59456*x

WBC n=687 0,942 y=1,2526+0,85771*x

PNG in x10°/L n=686 0,934 y=0,94272+0,7964*x

PNG in % n=686 0,857 y=2,6615+0,92125

L/M absolut - - -

L/Min % n=686 0,854 y=5,1574+0,92228*x

HKT= Hamatokritwert; PLT= Thrombozytenzahl; WBC= Leukozytenzahl; PNG= polymorphkernige
neutrophile Granulozyten; L/M= Lymphozyten/Monozyten

Als einziger der untersuchten Parameter wurde fir den WBC-Count ein gleicher
Mittelwert mit einem Signifikanzniveau a= 0,0001 gefunden. Die Bland-Altman-
Analyse als 3. Testverfahren bezeichnet die Abhangigkeit der Differenz eines
Variablenpaares von dem Mittelwert dieser beiden (s. Tab. 7). Die Signifikanz der
hamatologischen Parameter, mit Ausnahme der PLT-Messung ist P<0,001. Die
Bland-Altman-Analyse fur PLT erwies sich als nicht signifikant (P=0,69).
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Tab. 7: Tabellarische Darstellung von Stichprobenumfang, Korrelationskoeffizient r
und der Regressionsgerade, welche mit der Bland-Altmann-Analyse fir den
Methodenvergleich ermittelt wurden. Das Signifikanzniveau ist P<0,001 aul3er fur

PLT.
Parameter Stichprobenumfang Korrelationskoeffizient r Regressionsgerade
HKT n=688 0,152 y=-2,3772+0,0964*x
PLT (P=0,69) n=682 -0,069 y=-46,424-0,0737*x
WBC n=687 0,272 y=-0,84034+0,09692*x
PNG absolut n=686 0,407 y=-0,62844+0,16405*x
PNG in % n=686 -0,147 y=-1,0074-0,08322*x
L/M absolut - - -
L/Min % n=686 -0,147 y=-1,0074-0,08322*x

HKT= Hamatokritwert; PLT= Thrombozytenzahl; WBC= Leukozytenzahl; PNG= polymorphkernige
neutrophile Granulozyten; L/M= Lymphozyten/Monozyten

Das durch die Bland-Altman-Analyse berechnete Verhaltnis zwischen Differenz und
Mittelwert der Ergebnisse der beiden Bestimmungsverfahren ist in Tab. 7 dargestellt.
Der Korrelationskoeffizient war flr keinen Parameter zufrieden stellend. Die
Regressionsgeraden wiesen nur geringe Steigungen auf und kamen damit der
angestrebten Parallelen zur x-Achse nahe.

3.2.1.2 Fibrinogenbestimmung

Die unterschiedlichen Messverfahren zur Fibrinogenbestimmung korrelierten nach
Berechnung mit der Hauptkomponentenanalyse gut miteinander, wobei die Steigung
der Regressionsgeraden 0,51082 anstatt der geforderten 1 betrug. Die
Regressionsgerade der Bland-Altmann-Analyse zeigte ebenfalls, wie in Tab. 8
dargestellt, eine Steigung von 0,53962. Allerdings wird bei dieser Berechnung im
Idealfall eine Gerade ohne Steigung erwartet. Das bedeutet, dass die Differenz
niedriger Messwerte annahernd O ist, wohingegen ein hoherer Fibrinogengehalt in
den Proben deutlich hohere Resultate mit der Hitzeprazipitation als mit der
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Koagulationsmethode nach CLAUSS (1957) ergeben. Die Mittelwerte, berechnet mit
dem t-Test, unterschieden sich deutlich.

Tab. 8: Ergebnisse der Korrelations- und Hauptkomponentenanalyse sowie der
Bland-Altmann-Analyse zum Vergleich der beiden Fibrinogenbestimmungen
(p<0,001).

Stichprobenumfang Korrelationskoeffizient Hauptkomponentengleichung

Korrelations- und Hauptkomponentenanalyse

n=668 0,854 y=55,089+0,51082*x

Bland-Altman-Analyse

n=668 0,718 y=-41,416+0,53962*x

3.2.2 Lagerungsversuche

Mit zwei Lagerungsversuchen sollte der Einfluss verschiedener Lagerungstechniken
auf den Proteingehalt der Proben untersucht werden.

3.2.2.1 Zitrat-Plasma

Zu Beginn des Versuches wurde von einem Pferd aus dem Besitz der Klinik flr
Pferde Blut aus der V. jugularis entnommen. Das mit Zitrat versetzte Blut wurde
umgehend, wie in Kap. 3.1.1.3 beschrieben, zentrifugiert und aliquotiert. Die
Lagerung des Zitrat-Plasmas erfolgte bei Raumtemperatur (20-25°C), im
Klhlschrank (4-8°C) und tiefgekuhlt (-18°C). Fibrinogen wurde viermal mit der
Methode nach CLAUSS (1957) bestimmt. Ein dem Ausgangswert entsprechendes
Ergebnis ergab 24 Stunden nach der Entnahme eine Messung aller drei verschieden
gelagerten Proben. Nach 21 Tagen wich die bei -18°C gelagerte Probe um 3,1%, die
bei 4-8°C gelagerte um 6,1% und die bei Raumtemperatur aufbewahrte um 11% vom
Ausgangswert ab (s. Tab. 9).
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Tab. 9: Auswirkung verschiedener Lagerungstechniken auf die

Fibrinogenbestimmung nach CLAUSS (1957). Fib in g/L.

Zeit
Ausgangswerte: 1(24h) | 2@48h) | 3(72h) | 1(214d)

Lagerung bei
1,70 1,55 1,65 1,50
1,65 1,55 1,65 1,45

20-25°C
1,70 1,50 1,63 1,48
1,68 1,53 1,65 1,45
1,60 1,60 1,55 1,55
1,60

1,65 1,65 1,50 1,55 1,55

4-8°C
1,70 1,70 1,58 1,55 1,55

1,65

1,72 1,58 1,52 1,60
1,70 1,50 1,50 1,65
1,70 1,60 1,55 1,60

-18°C
1,75 1,58 1,55 1,60
1,75 1,55 1,55 1,55
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3.2.2.2 Heparinplasma

Ob die Lagerung den Proteingehalt von Heparinplasma beeinflusst, wurde in
Plasmaproben 10 gesunder Pferde untersucht. Die Gewinnung des Heparinplasmas
erfolgte wie in Kap. 3.1.1.3 beschrieben. Eine Doppelmessung von TPP und Albumin
direkt und nach verschiedenen Lagerungsperioden schloss sich an. Die Lagerung je
einer Probe fur funf Tage bei 20-25°C und bei 4-8°C sollte Aufschluss uber
Konzentrationsanderungen geben. Weitere Proben wurden funf Tage bei 4-8°C und
dann weitere zwei Tage bei 20-25°C aufbewahrt. Eine 2. Messung folgte nach 14
Tagen Lagerung bei -18°C. Die erzielten Ergebnisse sind in Tab. 10 und 11
dargestellt.

Die Doppelbestimmung von TPP in der Probe 1 zeigte bei der Anfangsmessung um
18% abweichende Werte. Die verschiedenen Lagerungsformen fuhrten bis auf die
kombinierte Lagerung zu kaum signifikanten Abweichungen der TPP-Werte
gegenuber dem 0-Wert (p<0,01). Eine Kihlung bei 4-8°C fur 5 Tage und eine
anschlielfende Lagerung bei Raumtemperatur korrelierte nur schwach signifikant mit
dem 0-Wert.

Die verschiedenen Lagerungsformen hatten, wie in Tab. 11 gezeigt, keinen Einfluss
auf die Albuminkonzentration (p<0,001). Schwankungen von Uber 5% bei der
zeitgleichen Doppelbestimmung von 7 Proben weisen auf einen Methodenfehler hin.
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Tab. 10: TPP-Werte des Lagerungsversuches in g/l. Fett gedruckt sind die
Ergebnisse, welche mehr als 5% voneinander abweichen.
Pferd Nr. m:sr‘f; 5dbei20-25°C | 5dbeid8°C | 294D AN [ 44 4pei1gC
1 89,1 74,9 78,8 68,2 70,9
73 73,1 76,9 66,4 70
74,3 75,1 79,1 71,1 74,4
’ 68,9 74,2 76,5 68,6 71
70,2 74,4 72,7 65,5 69,3
’ 68,9 70,8 70 65 65,9
69,9 69,8 72,7 66,7 68,2
* 69,4 70,2 71,6 63,4 66,9
74,4 75,4 76,8 68 72
° 73,2 73,9 74,6 68 70,6
71,1 67,6 72,8 67,6 69,5
° 69,8 67,4 714 68,4 68,3
64,9 64 68,8 63,2 64,2
! 65,9 63,3 69,1 60,7 63,5
72,4 70,7 77,5 68,2 70,9
° 71,7 69,6 74,3 66,2 68,8
63,9 62,2 68,4 59,5 61,8
’ 63 61,7 67,4 59,4 62,5
71,2 69,2 71 64,8 70,7
h 69,8 67,1 71,2 62,5 67,4




Eigene Untersuchungen 69
Tab. 11: Albuminwerte des Lagerungsversuches in g/l. Fett gedruckt sind die
Ergebnisse der Doppelbestimmung, welche um mehr als 5% voneinander
abweichen.

Pferd Nr. Qr;f::f:é 5dbei20-25°C | 5dbeid-8°C | ° g g'g;_cz’s‘i""c”” 14 d bei -18°C
] 39,7 38 40,1 37,8 37,7

39 36,5 38,8 36,1 37,2
32,3 30,8 34,2 31,6 32,3
° 31,7 31,8 32,8 30,8 29,9
31,2 31,4 29,6 31,6 29,6
’ 31,3 30 30,8 29,2 30,3
26,9 26,9 28,1 26,6 24,8
* 26,3 27,3 271 25,9 26,4
37,7 36,7 38,8 35,3 36,9
° 37,1 36,5 38,4 36,2 37,1
34 334 32,8 33,8 32
° 34,4 32,5 334 32 30,8
37,6 37,4 39 36,3 36,5
! 37,7 36,1 37,7 35,9 35,5
34 33,9 34,8 31,7 31,9
° 34 30,8 33,5 32,9 32,2
33,9 32,2 35,4 32,5 34,2
° 33,7 33,7 32,8 32,5 33,8
34 32,8 34,3 33,5 34
10
33,1 33,2 33,8 31,7 32,3
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3.2.3 Referenzgruppen

Die Untersuchung der geschlechtsspezifischen Varianzen unabhangig vom Alter
ergab einige statistisch signifikante Unterschiede. Dies betraf insbesondere die
Gesamtleukozytenzahl (WBC-Count), das Differenzialblutbild und einige serologische
Parameter. Die Berechnung erfolgte mit dem Programm BMDP7D (einfaktorielle
Varianzanalyse). Im Folgenden werden nur die Parameter mit signifikanten
Unterschieden zwischen den Geschlechtern beschrieben. Eine ausfuhrliche Tabelle
befindet sich im Anhang (s. Tab I).

Die Bestimmung der Leukozyten wies bei Wallachen niedrigere (p<0,01)
Leukozytenzahlen als bei Stuten und Hengsten auf. Der arithmetische Mittelwert (X)
und die Standardabweichung (SD) der Wallache betrug 6,91 + 1,02 x 10%L im
Vergleich zu Stuten und Hengsten, deren Messergebnisse hoher lagen (8,35 + 1,23 x
10%/L bzw. 8,29 + 1,32 x 10°%/L).

Die Messung der Lymphozyten in % ergabt hoch signifikant (p<0,001) niedrigere
Werte fur Stuten im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen. Fir Stuten lagen das
arithmetische Mittel und die Standardabweichung bei 23,91 £ 1,23 %, wahrend diese
Werte bei Wallachen und Hengsten 34,98 £ 7,11 % bzw. 26,95 + 9,63 % betrugen.
Da hier mit dem Levens-Test deutliche Streuungsunterschiede berechenbar waren,
kam beim Varianz-Test der Welch Test zum Tragen. Auch der prozentuale Anteil der
Monozyten war bei Stuten niedriger (p<0,05) als in den beiden anderen Gruppen
(Stuten 4,43 £ 0,82 %, Wallache 5,93 £ 1,48 % und Hengste 4,79 £ 1,61 %).

Der prozentuale und der absolute Anteil an PNG lag bei Wallachen deutlich niedriger
(p<0,001) als in den beiden anderen Gruppen.

Bei den serologischen Parametern unterschieden sich TPP, Albumin und
Haptoglobin. Wallache hatten signifikant niedrigere (p<0,01) TPP- und Albumin-
Konzentrationen als die beiden anderen Gruppen. Die Resultate der einzelnen
Gruppen waren wie folgt: TPP/Albumin 62,59 + 3,4 g/L / 31,5 + 3,2 g/L (Wallache),
68,0+4,4g/L /34,23 +2,8 g/L (Hengste) und 67,1 £ 5,0 g/L /36,1 £ 2,9 g/L (Stuten).

Haptoglobin war mit 1,76 £ 0,62 mg/ml bei Stuten hoher (p<0,001) als bei Hengsten
(1,12 £ 0,37 mg/ml) und Wallachen (1,12 + 0,67 mg/ml).
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Tab. 12: Zusammenfassung der Referenzintervalle der in dieser Arbeit bestimmten
Parameter und die Mittelwerte (X ) und Standardabweichung (SD) von 50 gesunden
Tieren fUr den jeweiligen Parameter.

Parameter Referenzbereiche * gesunde Tiere (n=50) X + SD
HKT in % 32,0-46,0 332+45

PLT x10%/ 100-300 121 £45

WBC x10%/1 5,0-10,0 8,03 £ 1,34

PNG x10%/I 1,2-6,8 55+1,3
Lymphozyten x10%/1 1,2-3,2 22+0,8
Monozyten x10%/1 0,3-0,8 0,3+0,1

TPP 55-75 g/l 67 +5gll

Albumin 24-45 gl 34 +3 gl

Globulin (TPP-Albumin) Alb/TPP 0,7-1,1 35649l

Fib (CLAUSS, 1957)

1,5-3,3 g/l

183 + 28 mg/dI

Fib (QBC) 200-450 mg/dl 287 + 41 mg/dl
Hp 0,65-3,73 mg/mi 1,3 £ 0,6 mg/ml
SAA - 1,5+ 1,25 pg/ml
IL-6 (n=6) - 60,9 + 3,2 |lU/ml

* Referenzbereiche der Hersteller, fiir Pferde alter als 18 Monate

HKT= Hamatokritwert; PLT= Thrombozytenzahl;, WBC= Leukozytenzahl; PNG= polymorphkernige
neutrophile Granulozyten; TPP= Gesamteiweillgehalt; Fib= Fibrinogen, Hp= Haptoglobin; SAA=
Serum Amyloid A; IL-6= Interleukin-6
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3.2.4 Ergebnisse der klinischen Untersuchung

3.2.4.1 Allgemeine klinische Untersuchung

3.24.1.1 Puls

Die Bestimmung der Pulsfrequenz in den Gruppen Arthroskopie (Gruppe 1),
Laparoskopie (Gruppe 2) und Kastration (Gruppe 3) ergab keine statistisch
signifikanten Veranderungen innerhalb der Gruppen oder zwischen den Gruppen (s.
Diagramm 1). Im Zeitverlauf sank die Pulsfrequenz bei allen Tieren (p=0,0156).

—0— Gr. 1 (Arthr.)
50 — - Gr. 2 (Laparosk.)

Gr. 3 (konv. Eingr.)
45—

in min™

25 | | | |

T T T
0 24 48 72 96 120 144 168
Zeit in h post OP

Diagramm 1: Pulsfrequenz der Gruppen 1, 2 und 3 wahrend des Beobachtungs-
zeitraumes. Referenzgruppe X + SD: 38 + 5 min™'. Absolutwerte siehe
Anhang Tab. II.
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3.24.1.2 Atmung

Die Atemfrequenz der untersuchten Tiere bewegte sich mit wenigen Ausnahmen
innerhalb des Referenzbereiches und zeigte sich im Gruppenvergleich
unterschiedlich (p=0,001), wobei in Gruppe 3 die hdochsten Werte zu verzeichnen

waren (s. Diagramm 2). Innerhalb der Gruppen konnten Kkeine signifikanten
Unterschiede berechnet werden.

35_ —— Gr.1 (Arthr.)

= Gr. 2 (Laparosk.)
30—

Gr. 3 (konv. Eingr.)
254

204

in min-

15+

g

I T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168

Zeitin h post OP

Diagramm 2: Atemfrequenz der Gruppen 1, 2 und 3 wahrend des Beobachtungs-
zeitraumes. Referenzgruppe X + SD: 14 + 4 min™'. Absolutwerte siehe
Anhang Tab. .
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3.2.4.1.3 Korperinnentemperatur

Pferde der Gruppe 1 zeigten innerhalb der ersten 12 Stunden p. OP (38,1 £ 0,4 °C)
einen hoch signifikanten (p<0,001) Anstieg der Korperinnentemperatur. Die
Korpertemperatur sank zwischen 12 und 48 Stunden p. OP wieder deutlich ab
(p<0.001). Dabei uUberstieg der Mittelwert nie den oberen, aus der Literatur
bekannten, Referenzbereich von 38,2°C. Auch in Gruppe 2 kam es 12 Stunden nach
dem Eingriff zu einem klaren Temperaturanstieg (p<0,001; 38,1 + 0,6 °C), welcher
dann bereits 48 Stunden nach der Behandlung abnahm (p<0,001). Auch hier stieg
der Mittelwert nie Uber das obere Referenzlimit, wobei in dieser Gruppe Einzeltiere
ab 12 Stunden p. OP Korperinnentemperaturen deutlich Gber 39°C aufwiesen. Ein
ahnlicher Verlauf trat in Gruppe 3 auf. Hier war ein signifikanter Anstieg des 12
Stundenwertes  messbar  (p<0,001), Einzeltiere zeigten eine erhdhte
Korperinnentemperatur (38,2 £ 0,5 °C). Der Abfall war nach 48 Stunden nicht so
stark ausgepragt wie in den Gruppen 1 und 2 (p<0,05). In Gruppe 4 waren keine
signifikanten Unterschiede der Mittelwerte im Vergleich zum 0-Wert berechenbar,
auffallend war aber die Erhéhung der Korperinnentemperatur am 7. Tag p. OP bei
uber der Halfte der Tiere in dieser Gruppe (39,0 + 0,7 °C). Fur diesen Parameter
konnten sowohl signifikante Gruppen- als auch Zeitunterschiede berechnet werden
(p<0,0001; s. Diagramm 3).
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—@— Gr. 1 (Arthr.)

= Gr. 2 (Laparosk.)

41 -
Gr. 3 (konv. Eingr.)
404 Gr. 4 (Kastr. m. Kompl.)
£
38
37
36+ | | | | | | |
0 24 48 72 96 120 144 168

Zeitin h post OP

Diagramm 3: Korpertemperatur der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in °C. Referenzgruppe x %
SD: 37,6 + 0,2°C. Absolutwerte siehe Anhang. Tab IV.
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3.2.4.2 Spezielle klinische Untersuchung

3.2.4.2.1 Aligemeinbefinden (AB)

In Diagramm 4 ist das Allgemeinbefinden (AB) in den 4 Untersuchungsgruppen
dargestellt. Die Pferde der Gruppe 4 zeigten insgesamt haufiger ein gestortes AB 72
Stunden p. OP als die Pferde der anderen drei Gruppen. Dieser Unterschied war
nicht signifikant (p=0,2560). Allerdings zeigte die zweifaktorielle Varianzanalyse des
Gruppenvergleichs deutliche Anderungen im Zeitverlauf (p=0,0005). Mit dem
verwendeten Scoring-System war innerhalb der Gruppen im Untersuchungszeitraum
keine signifikante Veranderung des AB gegenuber dem Ausgangswert nachweisbar.

3_ —— Gr. 1 (Arthr.)
=fli== Gr. 2 (Laparosk.)
Gr. 3 (konv. Eingr.)

2 - Gr. 4 (Kastr. m. Kompl.)
(@]
£
o
O
n

1

0 | | | |

0 24 48 72 96 120 144 168

Zeitin h post OP

Diagramm 4: Allgemeinbefinden (AB) der Gruppen 1, 2, 3 und 4. Auf der y-Achse
sind die Scoring-Werte von 0= ungestort bis 3= hochgradig gestortes
AB aufgetragen.
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3.2.4.2.2 Schmerzhaftigkeit

Eine Zunahme der lokalen Schmerzhaftigkeit im Operationsgebiet war in Gruppe 1
innerhalb von 12 Stunden p. OP signifikant (p<0,05). Zwischen den Gruppen war
kein Unterschied zu erkennen (p=0,4561), wobei es nach der OP insgesamt zu
einem Anstieg der Schmerzhaftigkeit kam (p<0,0001). Dieser Anstieg spielte sich in
den ersten 72 Stunden p. OP in den ersten drei Gruppen ab, wohingegen in Gruppe
4 auch zu spateren Zeitpunkten eine erhohte Schmerzempfindung zu erkennen war.
Bei der abschlieRenden Untersuchung 7 Tage p. OP war nur noch bei Pferden nach
konventionell  chirurgischen  Eingriffen  (Gruppe 3) eine geringgradige
Schmerzreaktion auslosbar (s. Diagramm 5).

3 —— Gr. 1 (Arthr.)
== Gr. 2 (Laparosk.)
Gr. 3 (konv. Eingr.)

Gr. 4 (Kastr. m. Kompl.)

I I T*-
0 24 48 72 96 120 144 168

Zeitin h post OP
Diagramm 5: Schmerzhaftigkeit der Patienten in Gruppen 1, 2, 3 und 4. Auf der y-

Achse sind die Scoring-Werte von 0= keine bis 3= hochgradige
Schmerzhaftigkeit aufgetragen.
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3.2.4.2.3 Schwellung

Die Schwellung in der Operationsregion nahm in den Gruppen 3 und 4 innerhalb von
48 Stunden p. OP deutlich zu (p<0,001) und hielt bis zum Ende des
Beobachtungszeitraumes nahezu unverandert an. Die Gruppen 1 und 2 zeigten in
den ersten 48 Stunden nach der Operation eine Schwellung im Bereich der
Hautwunde, allerdings ging diese bis zum 7.Tag p. OP wieder zurick (s. Diagramm
6).

—— Gr. 1 (Arthr.)

3
== Gr. 2 (Laparosk.)
Gr. 3 (konv. Eingr.)
Gr. 4 (Kastr. m. Kompl.)
2

Scoring

0 24 48 72 96 120 144 168

Zeitin h post OP

Diagramm 6: Schwellung im Bereich der Operationswunde in den Gruppen 1, 2, 3
und 4. Auf der y-Achse sind die Scoring-Werte von 0= keine bis 3=
hochgradige Schwellung aufgetragen.
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3.24.24 Warme

Die Zunahme der Oberflachentemperatur als Ausdruck der Entzindungsreaktion
wies in keiner Gruppe Signifikanzen auf. Allerdings war ein deutlicher Gruppen- und
Zeitunterschied erkennbar (p<0,00001). Dabei war die Oberflachentemperatur in
Gruppe 4 deutliche héher als in den Ubrigen Gruppen (s. Diagramm 7).

—— Gr. 1 (Arthr.)
== Gr. 2 (Laparosk.)
Gr. 3 (konv. Eingr.)

Gr. 4 (Kastr. m.Kompl.)

| | | |
0 24 48 72 96 120 144 168

Zeitin h post OP

Diagramm 7: Erhohte Oberflachentemperatur im Bereich der Operationswunde in
den Gruppen 1, 2, 3 und 4. Auf der y-Achse sind die Scoring-Werte von
0= keine bis 3= hochgradige Erhéhung aufgetragen.
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3.2.4.2.5 Exsudationsmenge und -charakter

Eine lokale Wundexsudation trat bei einigen Probanden der Untersuchungsgruppe 2
und insbesondere der Gruppe 4 auf (s. Diagramm 8). Es bestand ein signifikanter
Gruppenunterschied (p<0,0001). Innerhalb von 24 Stunden p. OP war bei einzelnen
Patienten der Gruppe 4 bereits Exsudation zu erkennen. Dementsprechend wurde
auch bei der Bewertung des Exsudatcharakters ein signifikanter Gruppen- und
Zeitunterschied (p<0,00001) beobachtet. Das beobachtete Exsudat in Gruppe 4 war
von serosem bis eitrigem Charakter (s. Diagramm 9).

—— Gr. 1 (Arthr.)

3
== Gr. 2 (Laparosk.)
Gr. 3 (konv. Eingr.)
5 Gr. 4 (Kastr. m. Kompl.)

0 ’-L' & *= T T T *=

0 24 48 72 96 120 144 168
Zeitin h post OP
Diagramm 8: Exsudationsmenge im Bereich der Operationswunde in den Gruppen 1,

2, 3 und 4. Auf der y-Achse sind die Scoring-Werte von 0= keine bis 3=
hochgradige Exsudation aufgetragen.
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—@— Gr. 1 (Arthr.)

== Gr. 2 (Laparosk.)

3
Gr. 3 (konv. Eingr.)
Gr. 4 (Kastr. m. Kompl.)
2
o)
£
o
O
%)
14
0 *>= = T T T A
0 24 48 72 96 120 144 168

Zeit in h post OP

Diagramm 9: Exsudatcharakter im Bereich der Operationswunde in den Gruppen 1,
2, 3 und 4. Auf der y-Achse sind die Scoring-Werte von 0= keine bis 3=
putride Exsudation aufgetragen.
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3.2.5 Ergebnisse der hamatologischen Untersuchung

3.2.5.1 Hamatokritwert (HKT)

Nach einem anfanglichen Absinken des HKT in Gruppe 1 war ein Anstieg zwischen 6
und 24 Stunden p. OP offensichtlich (p<0,01). Dabei lag der Mittelwert 6 Stunden p.
OP unter dem Referenzbereich des Vet ABC® (ABX Hématologie,
Montpellier/Frankreich) von 32,0-46,0 L/L. In Gruppe 2 kam es ebenfalls zwischen
dem 0-Wert und dem 6 Stundenwert zu einem schwach signifikantem (p<0,05) Abfall
des HKT. Die Werte stiegen 12 Stunden p. OP wieder an. Insgesamt lagen die
Messpunkte am Ende des Beobachtungszeitraumes hoch signifikant (p<0,001) unter
denen des 0-Wertes. Pferde der Gruppe 3 wiesen einen Abfall des HKT innerhalb
von 6 Stunden auf (p<0,01) welcher innerhalb 12 Stunden p. OP wieder anstieg.
Gruppe 4 zeigte hinsichtlich des HKT keine Signifikanzen auf.

Es waren keine Gruppen- (p=0,8974), sehr wohl aber offensichtliche
Zeitunterschiede zu erkennen (p<0,0001). Berechnete man den Verlauf der HKT-
Resultate fur alle Pferde gemeinsam, zeigte sich folgendes Bild. Der Abfall des HKT
wahrend bzw. nach der Operation war hoch signifikant (p<0,001), zeigte dann einen
leichten Anstieg zwischen 12 und 48 Stunden p. OP und befand sich im Mittel am 7.
Tag unter dem arithmetischen Mittelwert der zu Beginn der Untersuchung gemessen
wurde (0-Wert) (s. Diagramm 10).
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—— Gr. 1 (Arthr.)

454 —i— Gr. 2 (Laparosk.)
TT Gr. 3 (konv. Eingr.)
40 -p - - T
Tl L Gr. 4 (Kastr. m. Kompl.)

in %

20

| | | | | | |
0 24 48 72 96 120 144 168

Zeitin h post OP

Diagramm 10: Darstellung des HKT in % fur die Gruppen 1, 2, 3 und 4.
Referenzgruppe x + SD: 33,2 £ 4,5 %. Absolutwerte siehe Anhang
Tab. V).
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3.2.5.2 Gesamtleukozytenzahl (WBC-Count)

Die Bestimmung der Gesamtleukozytenzahl (WBC-Count) offenbarte in der Gruppe 1
einen starken Anstieg innerhalb der ersten 12 Stunden (p<0,001), der sich in den
folgenden 12 Stunden (bis 24 Stunden p. OP; 8,57 + 2,24 x 10%/L) fortsetzte (s.
Diagramm 11). Ab 48 Stunden p. OP war ein Absinken des WBC-Counts zu
erkennen. Der WBC-Count dieser Gruppe uberstieg im Beobachtungszeitraum aber
nie das obere Referenzlimit. Bei den Pferden in Gruppe 2 kam es ebenfalls innerhalb
von 12 Stunden p. OP zu einem signifikanten Anstieg des WBC-Count (p<0,01). Der
WBC-Count bewegte sich bis 48 Stunden p. OP mit einigen Ausnahmen auf einem
erhdhten Niveau innerhalb des Referenzbereiches (48 Stunden p. OP 8,2 + 2,25 x
10%L). Daraufhin war eine deutliche Abnahme bis hin zum 7. Tag erkennbar (12 / 24
Stunden p. OP « 7.Tag p. OP p<0,001). Einen signifikanten Anstieg innerhalb der
ersten 12 Stunden (p<0,001) und einen ebensolchen Abfall (24 Stunden p. OP « 72
Stunden p. OP p<0,001) zeigten Pferde der Gruppe 3. Hierbei wurden 24 Stunden p.
OP die hochsten Werte gemessen, wobei der Mittelwert am oberen Referenzlimit lag
(10,04 + 2,58 x 10%L). In Gruppe 4 war schon zu Beginn der Beobachtungen eine
leichte Erhéhung des WBC-Count zu erkennen (10,94 + 1,59 x 10%L). Das Verhaltnis
von neutrophilen Granulozyten zu Lymphozyten (N:L) des 0-Wertes war in dieser
Gruppe 1,3:1 (mit Hilfe eines manuell ausgezahlten Differenzialblutbildes bestimmt).
Auch in dieser Gruppe war eine Erhéhung innerhalb der ersten 12 Stunden p. OP zu
erkennen (p<0,01; 14,89 + 2,46 x 10%L), die {iber den 72 Stundenwert p. OP anhielt.

Beim Vergleich der Gruppen untereinander war ein Anstieg der Leukozytenzahl in
den Gruppen 1, 2 und 3 zwischen 12 und 48 Stunden p. OP zu sehen, wobei die
Referenzwerte nicht Uberschritten wurden. Danach kam es zum Absinken des WBC-
Counts auf den Ausgangsmittelwert. Demgegenuber zeigte der WBC-Count in der
Gruppe 4 einen Anstieg uber den physiologischen Referenzwert hinaus in gesamten
Beobachtungszeitraum. Der WBC-Count war in dieser Gruppe auch nach Abschluss
des Untersuchungszeitraumes noch nicht im physiologischen Bereich.
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—@— Gr. 1 (Arthr.)

20 — =i Gr. 2 (Laparosk.)
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Diagramm 11: WBC-Count der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in x*10%L. Referenzgruppe X
+ SD: 8,03 + 1,34 x 10%L. Absolutwerte siehe Anhang Tab. VII.
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3.2.5.3 Differenzialblutbild

3.2.5.3.1 Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PNG)

In allen vier Gruppen war ein deutlicher Anstieg der PNG innerhalb der ersten 12
Stunden p. OP (p<0,001) zu beobachten. Die absolute PNG-Zahl war allerdings bei
Gruppe 4 im Vergleich mit den drei anderen Gruppen wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums deutlich héher (p<0,0001), der Mittelwert des 0-Wertes lag
noch im Referenzbereich (6,7 £ 1,2 x 109/L). Die drei anderen Gruppen hatten dabei
fast identische Werte. Die absolute Zahl der PNG sank in Gruppe 1 (p<0,01) und
Gruppe 2 (p<0,001) ab dem 48 Stundenwert, wahrend in Gruppe 3 die Abnahme 72
Stunden p. OP stattfand. Zweiundsiebzig Stunden p. OP waren die Ausgangswerte
nahezu wieder erreicht. Dies galt nicht fur die Gruppe 4. In dieser Gruppe war die
absolute PNG-Zahl auch noch am 7. Tag p. OP erhéht und aullerhalb des
physiologischen Referenzbereichs (s. Diagramm 13; 9,1 + 1,7 x 10%/L).

Bei den Pferden in Gruppe 1 stieg die PNG-Zahl innerhalb von 12 Stunden bis zum
Referenzlimit (7,0 + 2,2 x 10%L). Hohere Werte waren in Gruppe 2 und 3 sowie
besonders in Gruppe 4 messbar (s. Diagramm 12). Priuft man die
Konzentrationsanderungen der vier Gruppen untereinander, so verliefen sie in den
Gruppen 1, 2 und 3 relativ konform, wahrend in Gruppe 4 schon vor der Operation
hohere Zellzahl gemessen wurden, die dann starker anstiegen als die der anderen
Gruppen (p=0,0001). Der Zeitunterschied war in allen vier Gruppen signifikant
(p>0,00001).
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—0— Gr. 1 (Arthr.)
=i Gr. 2 (Laparosk.)
14 5 Gr. 3 (konv. Eingr.)

12 Gr. 4 (Kastr. m. Kompl.)
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Diagramm 12: PNG der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in x*10%/L. Referenzgruppe X + SD:
5,5+ 1,3 x 10%/L. Absolutwerte sieche Anhang Tab. VIII.

Die Erstellung eines manuellen Differenzialblutbildes zeigte sowohl fur die
segmentkernigen als auch die stabkernigen neutrophilen Granulozyten deutliche
Schwankungen innerhalb des Beobachtungszeitraumes.
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Segmentkernige neutrophile Granulozyten stiegen in Gruppe 4 innerhalb von 6
Stunden p. OP signifikant an (p<0,001), gefolgt von Gruppe 1 (p<0,001), 2 (p<0,001)
und 3 (0,001). Im Gruppenvergleich zeigten sich sowohl Gruppen- als auch
Zeitunterschiede (p<0,0001), wobei der absolute Anteil segmentkerniger neutrophiler
Granulozyten in Gruppe 4 deutlich héher war als in den Ubrigen 3 Gruppen (s.
Diagramm 13).

—&— Gr. 1 (Arthr.)

—— Gr. 2 (Laparosk.)

15.0— Gr. 3 (konv. Eingr.)

Gr. 4 (Kastr. m. Kompl.)
12.5
10.0+ T T

x 109L

36 48 60 72
Zeit in h post OP

Diagramm 13: segmentkernige neutrophile Granulozyten der Gruppen 1, 2, 3 und 4
in x*10°%/L. Absolutwerte sieche Anhang Tab. IX.

Der absolute Anteil stabkerniger neutrophiler Granulozyten erhdhte sich innerhalb
von 6 Stunden p. OP in den Gruppen 1 (p<0,05), 2 (p<0,001) und 3 (p<0,01). In
Gruppe 4 war 12 Stunden p. OP ein Anstieg erkennbar (p<0,05). Es waren auch
deutliche Gruppen- und Zeitunterschiede berechenbar (p<0,0001). Gruppe 1 zeigte
dabei die niedrigsten Werte, wohingegen Gruppe 2 und 4 die hdéchsten Werte
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aufwies. In Gruppe 2 und 4 lagen die Mittelwerte 12 Stunden p. OP {iber 600 x 10°/L.
Damit kann man in Gruppe 2 von einer Linksverschiebung 12 Stunden nach der
Laparoskopie und in Gruppe 4 6 und 12 Stunden nach Kastration zu sprechen (s.
Diagramm 14).

—e— Gr. 1 (Arthr.)

1400
—#— Gr. 2 (Laparosk.)
1200 T Gr. 3 (konv. Eingr.)
Gr. 4 (Kastr. m. Kompl.)
1000
800

x 108/L

Zeit in h post OP

Diagramm 14: stabkernige neutrophile Granulozyten der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in
x*10°%/L. Absolutwerte siehe Anhang Tab. X.

3.2.5.3.2 Lymphozyten

In den Gruppen 1, 2 und 3 verliefen die Konzentrationsanderungen fast gleichférmig
auf einem Niveau. Ein hoch signifikanter Unterschied (p<0,001) war zwischen den
genannten Gruppen und der Gruppe 4 zu erkennen. In der Gruppe 1 kam es
innerhalb von 6 Stunden zu einer deutlichen Abnahme der zirkulierenden
Lymphozyten (p<0,01; 1,2 + 0,5 x 10%L). Achtundvierzig Stunden p. OP zeigte sich
dann ein Anstieg, die Ausgangswerte wurden erreicht. Die Werte in Gruppe 2
nahmen innerhalb von 12 Stunden p. OP deutlicher ab (p<0,001; 0,9 £ 0,3 x 109/L),
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wohingegen der Anstieg 24 Stunden p. OP nur schwach signifikant (p<0,05) war. In
dieser Gruppe war 6 Stunden p. OP eine Lymphopenie erkennbar. Einen ahnlichen
Verlauf nahmen die Kurven der Gruppen 3 und 4. Allerdings wies Gruppe 4 nur eine
niedrige Signifikanz (12 Stunden p. OP p<0,05; 2,6 + 0,6 x 10%L) auf. Zum Zeitpunkt
0 war in der Gruppe 4 eine Lymphozytose messbar (3,6 + 0,7 x 10%L). Der
Gruppenvergleich zeigte eindeutige Unterschiede ebenso wie Zeitunterschiede
(p<0,00001), wobei die Gruppe 4 auf einem deutlich héheren Niveau lag als die drei
anderen Gruppen (s. Diagramm 15).

—@— Gr. 1 (Arthr.)
== Gr. 2 (Laparosk.)
Gr. 3 (konv. Eingr.)

4 Gr. 4 (Kastr. m. Kompl.)

x 109/L

| | | | | | |
0 24 48 72 96 120 144 168

Zeitin h post OP
Diagramm 15: Lymphozytenzahl der Gruppen 1, 2, 3 und 4 nach dem operativen

Eingriff in x*10%L. Referenzgruppe X + SD: 2,2 + 0,8 x 10%L.
Absolutwerte siehe Anhang Tab. XI.
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3.2.5.3.3 Monozyten

Die Bestimmung der Monozytenzahl ergab nur in Gruppe 3 signifikante Unterschiede
innerhalb von 24 Stunden p. OP (p<0,05). In diesem Zeitraum stiegen die Werte
leicht an (s. Diagramm 16). Vergleicht man die Gruppen miteinander, so ergaben
sich grofe Differenzen zwischen der Gruppe 4 und den anderen Gruppen (p<0,001).
Die Schwankungen der Monozytenzahl in den anderen Gruppen waren nicht
signifikant. Aufder Gruppe 1 und 2 unterschieden sich alle Gruppen untereinander
(p<0,00001).

—o— Gr. 1 (Arthr.)

1.0+ —#— Gr. 2 (Laparosk.)
Gr. 3 (konv. Eingr.)
0.84
Gr. 4 (Kastr. m. Kompl.)
< 0.6
(e}
=
X
0.4
0.2
0.0 | | | | | | |

0 24 48 72 96 120 144 168
Zeit in h post OP

Diagramm 16: Monozytenzahl der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in x*10°%/L. Referenzgruppe
X +SD: 0,3 + 0,1 x 10%L. Absolutwerte siehe Anhang Tab. XII.
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3.2.5.4 Thrombozyten (PLT)

Die Bestimmung der Thrombozyten (PLT) ergab fur die Gruppen 1, 2 und 3 keine
signifikanten Konzentrationsveranderungen im Beobachtungszeitraum (s. Diagramm
17). In Gruppe 4 stiegen die Werte innerhalb der ersten 6 Stunden an (202 + 46,7 x
10%L), um dann zwischen 6 Stunden und 72 Stunden p. OP deutlich abzufallen
(p<0,01). Die Differenz zwischen den Gruppen war mit Ausnahme der Gruppen 1
und 2 eindeutig (p<0,0001). Diese beiden Gruppen wiesen sich durch praktisch
identische Resultate aus. Gruppenunterschiede prasentierten sich eindeutig
signifikant (p=0,0001) und im Beobachtungszeitraum kam es ebenfalls zu deutlichen
Veranderungen (p=0,0002).

—— Gr. 1 (Arthr.)

== Gr. 2 (Laparosk.)

300 —
Gr. 3 (konv. Eingr.)

250 Gr. 4 (Kastr. m. Kompl.)

200 T
:I -
3
— 150+
X

100
50 & 4
0 | | | | | | |
0 24 48 72 96 120 144 168

Zeitin h post OP

Diagramm 17: PLT der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in x*10%/L. Referenzgruppe x *+ SD:
121 + 45 x 10%/L. Absolutwerte seihe Anhang Tab. VI.
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3.2.6 Ergebnisse der Proteinbestimmung

3.2.6.1 Interleukin-6 (IL-6)

Die Interleukin-6 (IL-6) Bestimmung mittels des Bioassays wurde aus Kosten- und
Zeitgrinden nur bei den jeweils ersten 10 Tieren der Gruppen 1, 2, 3 sowie bei 6
Wallachen der Referenzgruppe durchgefihrt. Mittelwert und Standardabweichung
der 6 gesunden Wallache betrugen 60,9 + 3,2 [U/ml.

Maximalwerte traten in Gruppe 2 auf (s. Diagramm 18). IL-6 war bei den meisten
Patienten dieser Gruppe im Heparinplasma 6 (780,2 + 664,6 IU/ml) bzw. 12 (637,5
162,1 IU/ml) Stunden p. OP um das 30 fache des Ausgangswertes erhéht und sank
bis 48 (110,8 £ 50,5 IU/ml) Stunden p. OP wieder auf die Ausgangswerte ab. In den
beiden anderen Gruppen verdoppelten sich die IL-6 Werte. Die drei Gruppen
unterschieden sich in der zweifaktoriellen Varianzanalyse sehr deutlich
untereinander. Dabei waren die Konzentrationssteigerungen in Gruppe 2 am
deutlichsten. Die Resultate dieser Gruppe unterschieden sich von denen der
Gruppen 1 und 3 signifikant (p<0,0001 bzw. p<0,001).
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16004 —e— Gr. 1 (Arthr.)

1400 — == Gr. 2 (Laparosk)
12004 | - Gr. 3 (konv. Eingr.)
1000

in IU/L

2=

72 96 120 144 168

Zeitin h post OP

Diagramm 18: Interleukin-6 der Gruppen 1, 2 und 3 in IU/L. IL-6-Werte der 6
gesunden Wallache x + SD: 60,9 + 3,2 IU/L. Absolutwerte siehe
Anhang Tab. XX.

3.2.6.2 Totalplasmaprotein (TPP)

Gruppe 1 zeigte sinkende Gehalte an Totalplasmaprotein (TPP) im Blut, wobei
zwischen 6 und 12 Stunden p. OP schon wieder ein leichter Anstieg zu verzeichnen
war. Dieser leichte Abfall nach 6 Stunden und das Einpendeln auf den Ausgangswert
12 Stunden p. OP war auch in Gruppe 2 zu erkennen, allerdings konnten keine
Signifikanzen berechnet werden. Die Proteinkonzentration im Plasma von Pferden
der Gruppe 3 unterschied sich von den Vorherigen insofern, dass es zu einem
eindeutigen Anstieg (p<0,001) innerhalb von 12 Stunden p. OP (72,2 + 7 g/L) kam,
wobei das obere Referenzlimit vom Mittelwert nicht Uberschritten wurde. Gruppe 4
wies innerhalb von 6 Stunden einen mittleren Plasmaproteingehalt auf, der den
Referenzbereich Uberstieg (76,7 + 3,7 g/L). Signifikant unterschied sich der
Plasmaproteingehalt vom 0-Wert innerhalb von 24 Stunden (p<0,05). In dieser
Gruppe war auch der Ausgangswert deutlich niedriger als der letzte gemessene Wert
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am 7.Tag (p<0,01; 78,8 + 5,3 g/L). Vergleicht man die Gruppen untereinander, so
zeigten sich eindeutige Gruppen- und Zeitunterschiede (p<0,0001; s. Diagramm 19).

—— Gr. 1 (Arthr.)
=——de—= Gr. 2 (Laparosk.)
Gr. 3 (konv. Eingr.)

90 —
Gr. 4 (Kastr. m. Kompl.)

80 —

in g/L

50

| | | | | | |
0 24 48 72 96 120 144 168

Zeitin h post OP

Diagramm 19: TPP der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in g/L. TPP der Referenzgruppe x %
SD: 67 £ 5 g/L. Absolutwerte siehe Anhang Tab. XIII.

3.2.6.3 Albumin

In Gruppe 1 bewirkte die Operation einen Konzentrationsanstieg des Albumins
zwischen 6 (32,4 + 2,7 g/L) und 12 (36,1 £ 2,7 g/L) Stunden p. OP (p<0,01), so das
am Ende der Studie eine Erhohung des Serumspiegels um 1% im Vergleich zum
Ausgangswert feststellbar war. Gruppe 2 =zeigte eine Abnahme der
Albuminkonzentration im Plasma zum 7 Tag hin (p<0,05; 26,1 + 7 g/L). Das

entspricht einer Abnahme um 22% vom Ausgangswert. Hoch signifikant sank das
gemessene Albumin zwischen der 12. Stunde (35,2 £ 5,2 g/L) und dem 7.Tag (28,1
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4,9 g/L) p. OP (p<0,001) in Gruppe 3. Das bedeutet eine Abnahme um 13%.
Kastrationen mit  Komplikationen  wiesen keine  Signifikanz in ihrer
Albuminkonzentration auf, wobei eine ansteigende Tendenz zu verzeichnen war. Am
7.Tag p. OP befanden sich die Werte dann wieder auf dem Ausgangsniveau (32,6 *
2,8 g/L). Vergleicht man die Gruppen untereinander so ist kein Unterschied zwischen
den Gruppen, aber Uber die Zeit zu berechnen. Innerhalb der ersten 12 Stunden
zeigte sich eine geringgradige Zunahme. Wahrend in Gruppe 2 und 3 die
Albuminkonzentration bis zum 7. Tag p. OP sank, gelangte sie im Gruppe 1 und 4
am 7. d p. OP wieder zum Ausgangswert zuruck (s. Diagramm 20).

—— Gr. 1 (Arthr.)
45 —— Gr. 2 (Laparosk.)

Gr. 3 (konv. Eingr.)

- Gr. 4 (Kastr. m. Kompl.)

in g/L

20

| | | | | | |
0 24 48 72 96 120 144 168

Zeitin h post OP
Diagramm 20: Albuminkonzentration der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in g/L.

Referenzgruppe x + SD: 34,1 + 3,3 g/L. Absolutwerte siehe
Anhang Tab. XIV.
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3.2.6.4 Globulin

Die Globulinkonzentration im Plasma wurde nicht direkt bestimmt, sondern ergab
sich aus den gemessenen TPP-Werten abzlglich der Albuminwerte (s. Diagramm
21). Die Globulinwerte unterschieden sich zwischen Gruppe 1 und 2 schwach
(p<0,05) und zwischen Gruppe 3 und 4 deutlich (p<0,001).

—®— Gr. 1 (Arthr.)
=l Gr. 2 (Laparosk.)
95 Gr. 3 (konv. Eingr.)

50 — Gr. 4 (Kastr. m. Kompl)

in g/l

20

T T T T J T T
0 24 48 72 96 120 144 168

Zeitin h post OP
Diagramm 21: Globulinkonzentration der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in g/L.

Referenzgruppe x + SD: 32,4 + 6,1 g/L. Absolutwerte siehe
Anhang Tab. XV.
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3.2.6.5 Serum Amyloid A (SAA)

Serum Amyloid A (SAA) stieg in allen vier Gruppen signifikant an (s. Diagramm 22).
Diese Konzentrationserhdhung im Serum war in den Gruppen 1 (138 £ 93,7 pg/ml)
und 3 (173,9 £ 135,6 pg/ml) innerhalb 12 Stunden p. OP (p<0,01) und in den
Gruppen 2 (275,6 £ 194,9 ug/ml) und 4 (203,8 £ 128,5 pg/ml) innerhalb 24 Stunden
p. OP (p<0,001) signifikant. Dabei wurden die Hochstwerte in den Gruppen 1 (210,4
+ 147,7 pg/ml) und 3 (250,0 + 173,9 ug/ml) 48 Stunden p. OP, in den Gruppen 2
(302,5 + 196,3 pg/ml) und 4 (250,7 + 173,4 (302,5 + 196,3 pg/ml) innerhalb von 72
Stunden p. OP erreicht. In Gruppe 4 stiegen bei Einzeltieren die SAA-Werte
zwischen 72 und 168 Stunden p. OP weiter an. Wahrend der Mittelwert etwas
absank, nahm die Standardabweichung aus diesem Grund zu (214,0 + 259,0 pg/ml).
Sieben Tage p. OP sanken die Messwerte der Gruppe 1 (1,4 £ 0,6 pg/ml) deutlich
ab, wohingegen die Gruppen 2 (121,6 + 206,1 ug/ml) und 3 (80,6 + 101,8 ug/ml) auf
erhohtem Niveau blieben.
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Diagramm 22: SAA-Werte der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in pg/ml. Referenzgruppe x %
SD: 1,5 = 1,2 pg/ml. Die Darstellung ist halblogarithmisch.
Absolutwerte siehe Anhang Tab. XVI.

3.2.6.6 Haptoglobin (Hp)

Die operativen Eingriffe der Gruppe 1 verursachten innerhalb von 48 Stunden einen
schwachen (p<0,05; 2,9 £ 1,5 mg/ml), innerhalb 72 Stunden einen deutlichen
(p<0,01; 3,2 + 1,6 mg/ml) Hp-Anstieg. Das Hp stieg hoch signifikant 48 Stunden p.
OP in Gruppe 2 an (p<0,001; 4,2 £ 1,5 mg/ml). Dieser Trend blieb bis zum 7. Tag p.
OP bestehen (4,9 £ 3,1 mg/ml). Die drastische Zunahme nach 48 Stunden war auch
in Gruppe 3 erkennbar (3,3 £ 1,3 mg/ml). Allerdings sank Hp in den Gruppen 1 und 3
7 Tage p. OP bereits wieder (p<0,05; Gr. 1: 2,5 £ 1,1 mg/ml; Gr. 3: 3,2 + 1,1 mg/ml).
Einen Hp-Anstieg zeigte Gruppe 4, der aber erst nach 72 Stunden nachdricklich
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wurde (p<0,001; 4,1 £ 0,6 mg/ml). Auch am 7. Tag war in Gruppe 4 noch eine
steigende Tendenz zu sehen (4,8 £ 0,8 mg/ml).

Gruppen- und Zeitunterschiede waren eindeutig (p<0,0001) far alle Gruppen.
Tendenziell stiegen die Resultate in Gruppe 2 und 4 am 7. Tag noch an und
bewegten sich dabei oberhalb des Referenzlimits. Diese beiden Gruppen wiesen
untereinander keine Differenzen auf. Im Gegensatz dazu standen die Gruppen 1 und
3. In diesen Gruppen war am 7. Tag p. OP ein Absinken von Hp zu sehen. Mit
Ausnahme der Gruppe 1 verdoppelte sich der Hp Gehalt im Serum innerhalb von 7
Tagen p. OP (s. Diagramm 23).

—@— Gr. 1 (Arthr.)

== Gr. 2 (Laparosk.)

8 - -
Gr. 3 (konv. Eingr.)
7
Gr. 4 (Kastr. m. Kompl.)
6 -

in mg/ml

| | | |
96 120 144 168

Zeit in h post OP

Diagramm 23: Haptoglobinwerte der Gruppe 1, 2, 3 und 4 in mg/ml. Referenzgruppe
X £ SD: 1,3 £ 0,6 mg/ml. Absolutwerte siehe Anhang Tab. XIX
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3.2.6.7 Fibrinogen (Fib)

Innerhalb von 24 Stunden zeigte sich in Gruppe 1 eine schwache Erhéhung (p<0,05;
214 + 33 mg/dl), nach 48 Stunden kam es zu einem eindeutigen Fibrinogenanstieg
(p<0,001; 239 + 45 mg/dl). Auch Gruppe 2 liel3 sich eine signifikante Steigerung der
Fibrinogenkonzentration 48 Stunden p. OP erkennen (p<0,001; 289 + 80 mg/dl). Die
Eingriffe in Gruppe 3 verursachten ebenfalls deutliche Konzentrationssteigerungen
schon 24 Stunden p. OP (p<0,001; 241 £ 43 mg/dl). Gruppe 4 zeigte ab 48 Stunden
p. OP eine Fibrinogenzunahme (p<0,01; 307 + 41 mg/dl). Die Differenz der Werte 6
Stunden p. OP (240 = 43 mg/dl) und am 7.Tag p. OP (372 + 84 mg/dl) ergaben
eindeutige Unterschiede (p<0,001). Vergleicht man die Gruppen untereinander, so
unterschieden sich alle Gruppen (p<0,0001). Gruppe 4 ist die einzige Gruppe, deren
Mittelwert am 7. Tag den oberen Referenzwert Uberstieg (s. Diagramm 24).
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Diagramm 24: Fibrinogenkonzentration (CLAUSS) der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in
mg/dl. Referenzgruppe X + SD: 183 + 28 mg/dl. Absolutwerte siehe
Anhang Tab. XVII.

Bei der Fibrinogenbestimmung kam es zu deutlichen Unterschieden zwischen den
beiden Messmethoden in den Konzentrationen. Deshalb sind sowohl die Werte aus
der Bestimmung nach CLAUSS (1957) (s. Diagramm 24) als auch die mit dem
QBC®VetAutoread™ (IDEXX, Wérrstadt) (s. Diagramm 25) bestimmten Werte hier
dargestellt.

Wie in Diagramm 25 ersichtlich kam es in Gruppe 1 innerhalb 24 Stunden p. OP zu
einem eindeutigen Fibrinogenanstieg (p<0,01; 312 £ 51 mg/dl). 48 Stunden p. OP
war dieser Anstieg noch deutlicher (p<0,001; 333 + 55 mg/dl). Gruppe 2 zeigte
innerhalb 48 Stunden p. OP verglichen mit dem 0-Wert signifikante Steigerungen des
Fibrinogengehaltes (p<0,01; 414 + 81 mg/dl). Der 6 Stundenwert unterschied sich
von dem 48 Stundenresultat hoch signifikant (p<0,001). Die Operationen der Gruppe
3 verursachten innerhalb von 24 Stunden p. OP einen bemerkenswerten (p<0,01;
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351 £ 76 mg/dl), innerhalb 48 Stunden p. OP einen eindeutigen (p<0,001; 380 + 98
mg/dl) Fibrinogenanstieg. Nach 48 Stunden kam es in Gruppe 4 zu der ersten
deutlichen Erhéhung (p<0,01; 505 £ 55 mg/dl), welche sich 72 Stunden p. OP noch
verstarkte (p<0,001; 536 £ 73 mg/dl). In dieser Gruppe war der Anstieg am
drastischsten. Im Gruppenvergleich war zu erkennen, dass sich alle Mittelwerte,
aulBer denen der Gruppe 4, innerhalb des Referenzbereiches bewegten.
Achtundvierzig Stunden p. OP Uberstieg der Mittelwert dieser Gruppe die obere
Grenze. Die Gruppen unterschieden sich deutlich untereinander (p<0,0001).

—@— Gr. 1 (Arthr.)
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Diagramm 25: Fibrinogenkonzentration (QBC®VetAutoread™ (IDEXX, Wérrstadt))
der Gruppen 1, 2,3 und 4 in mg/dl. Referenzgruppe x + SD: 287 %
49 mg/dl. Absolutwerte siehe Anhang Tab. XVIII.
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4  DISKUSSION DER ERGEBNISSE
4.1 Diskussion des Methodenvergleichs

4.1.1 Vergleich des VetABC® (ABX Hématologie, Montpellier/Frankreich)
mit QBC®VetAutoread™ (IDEXX, Wérrstadt)

Die beiden Analyseverfahren, welche zum Einsatz kamen, beruhen wie bereits
erwahnt auf unterschiedlichen Messprinzipien (s. Kap. 3.1.3). Die beste Kongruenz
der hier parallel eingesetzten Blutanalysegerate VetABC® (ABX Hématologie,
Montpellier/Frankreich) und QBC®VetAutoread™ (IDEXX, Wérrstadt) zeigt die
Bestimmung der Gesamtleukozytenzahl (WBC-Count). Allein flr diesen Parameter
kann ein gleicher Mittelwert berechnet werden. Die Bestimmung von HKT, PNG und
L/M in % ergibt eine gute Korrelation der beiden Verfahren, aber die Mittelwerte
weichen deutlich voneinander ab. Das sagt aus, dass die Ergebnisse einer Probe,
gemessen mit den beiden unterschiedlichen Messverfahren, verschiedene
Absolutwerte ergeben, diese aber Uber einen Koeffizienten im Bedarfsfall
vergleichbar sind. Eine Ausnahme bildet die Thrombozytenzahl. Bei diesem
Parameter korrelieren die beiden Methoden nicht, die Mittelwerte sind nicht gleich
und die Bland-Altman-Analyse ergibt keine Signifikanz. Dies ist auf die
Aggregationsneigung der Thrombozyten zuriuckzufuhren. In der Bland-Altman- und
der Korrelationsanalyse zeigt sich, dass mit der Zentrifugationsmethode hdhere
Resultate gewonnen werden.

Das VetABC® (ABX  Hématologie,  Montpellier/Frankreich) und  das
QBC®VetAutoread ™ (IDEXX, Wérrstadt), beide fiir den Praxisgebrauch konzipiert,
zeichnen sich durch eine gute bis sehr gute Korrelation ihrer hdmatologischen
Messungen (Ausnahme ist PLT-Bestimmung) aus.
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4.1.2 Fibrinogenbestimmung

Die Koagulationsmethode nach CLAUSS (1957) wird mit dem QBC®VetAutoread™
(IDEXX, Worrstadt) verglichen, welches mit dem Prinzip der Hitzeprazipitation nach
MILLAR (1971) arbeitet. Die Koagulationsmethode nach CLAUSS (1957) weist nur
funktionell aktives Fibrinogen nach, wahrend bei der Hitzeprazipitation nach MILLAR
(1971) alle Proteinbestandteile des Plasmas, welche bei 57°C koagulieren, bestimmt
werden. Daraus ergibt sich, dass bei der Messung mit dem QBC®VetAutoread™
(IDEXX, Worrstadt) hdhere Werte zu erwarten sind.

TAMZALI et al. (2001) veroffentlichten eine Vergleichsstudie zur Messung von
Plasmafibrinogen. Fibrinogen wurde dabei von gesunden und kranken Pferden nach
drei verschiedenen Methoden bestimmt. Manuell mit der Methode nach SCHALM
(1970), automatisch mit dem QBC®VetAutoread™ (IDEXX, Wérrstadt) mit dem
Prinzip nach MILLAR (1971) und mit der Koagulationsmethode nach CLAUSS (1957)
(TAMZALI et al., 2001). Die Korrelation zwischen den beiden
Hitzeprazipitationsmethoden war bis zu einem Plasmafibrinogengehalt von 6 g/L sehr
gut, wahrend die mit der Koagulationsmethode gemessenen Werte um 30 % unter
denen der manuellen Hitzeprazipitation nach MILLAR (1971) lagen. Auch die
eigenen Untersuchungen sprechen fur eine gute Korrelation der beiden
Bestimmungsmethoden im physiologischen Bereich. Resultate von Proben, die 168
Stunden nach dem Entziindungsreiz enthommen wurden, sind bei einer Bestimmung
mit Hilfe des QBC®VetAutoread™ (IDEXX, Wérrstadt) deutlich hdher als die mit der
Koagulationsmethode nach CLAUSS (1957) gefundenen Werte. Diese Unterschiede
erklaren sich aus den beiden Messprinzipien. Die Koagulationsmethode nach
CLAUSS (1957) Dbestimmt das gerinnungsfahige  Fibrinogen,  wobei
Fibrinogenabbauprodukte (die vermehrt bei einer Entzindungsreaktion auftreten)
den Gerinnungsprozess storen und in niedrigeren Fibrinogenwerte resultieren
(MISCHKE et al., 2000). Das QBC®VetAutoread™ (IDEXX, Wérrstadt) arbeitet mit
der Hitzeprazipitation nach MILLAR (1971), wobei nach dem ersten Zentrifugieren
alle bei 57°C koagulierenden Proteine ausgefallt werden. Dies ist hauptsachlich
Fibrinogen, aber mit der Veranderung der Plasmaproteinzusammensetzung wahrend
einer APR wahrscheinlich zunehmend auch andere APP. Dies kdnnte die Erklarung
fur die hoheren Messwerte mit der Hitzeprazipitation bei zunehmender
Fibrinogenkonzentration und einer somit bestehenden APR sein.
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Die beiden Messverfahren zur Fibrinogenbestimmung, die Hitzepréazipitation nach
MILLAR (1971) und die Koagulationsmethode nach CLAUSS (1957) zeigen bei
niedrigen Fibrinogenwerten eine gute Ubereinstimmung. Fibrinogenkonzentrationen
im pathologischen Bereich erzielen bei der Hitzeprézipitation hbhere Ergebnisse als
bei der Koagulationsmethode. Dies muss bei der Interpretation der Ergebnisse
berticksichtigt werden.

4.2 Lagerungsversuche

4.2.1 Heparinplasma

Schon beim Messen des Totalplasmaproteins (TPP) der O0-Probe mit
Doppelbestimmung trat bei einer Probe eine Abweichung von 18,1 % auf. Ursache
fur diese Schwankung kann also nicht eine mangelhafte Lagerung, sondern
fehlerhafte Probenverarbeitung oder ein Methodenschwachpunkt (hohe intra-assay
Varianz) sein. Ein &ahnlicher Lagerungsversuch wurde bereits mit dem gleichen
Messverfahren im Rahmen einer Dissertation angefertigt (ROSCHER, 2000). Dabei
wurden starke Abweichungen gegenuber dem 0-Wert gesehen. Diese
Schwankungen gegenlber dem 0-Wert wurden leider nicht mit einer Doppelmessung
verifiziert, sondern als lagerungsbedingt diskutiert.

Die Bestimmung von Albumin hat gezeigt, dass es nach langerer Lagerungszeit nur
zu geringen Schwankungen gegenuber dem 0-Wert kommt, viel wichtiger erscheinen
aber die Abweichungen einzelner Doppelbestimmungen unabhangig von der
Lagerungsdauer und —art voneinander um mehr als 5%.

Um groBe Schwankungen bei der Bestimmung von TPP und Albumin zu vermeiden
sollten entsprechende Proben zweifach gemessen werden.



Diskussion der Ergebnisse 107

4.2.2 Zitratplasma

Ein Lagerungsversuch mit Zitrat-Plasma war notwendig, da laut Hersteller des
Blutentnahmesystems (Sarstedt®, NUrnbrecht) die Bestimmung von
Gerinnungsparametern innerhalb von 4 Stunden nach Entnahme stattfinden soll.
Dies war im Rahmen dieser Untersuchung versuchsbedingt nicht bei allen Proben
mdglich. Trotz des geringen Probenumfanges des Lagerungsversuches konnte
gezeigt werden, dass innerhalb von 19 Tagen niedrigere Fibrinogenkonzentrationen
gemessen werden, diese Unterschiede aber abhangig von der Lagerungsform sind.
In tiefgefrorenen Proben kommt es zum geringsten Verlust an Fibrinogen, gefolgt von
der Lagerung im Kuihlschrank, wahrend bei Raumtemperatur gelagerte Proben
deutlich weniger Fibrinogen aufweisen als nach den beiden anderen
Lagerungsformen. Tiefgekuhlte Proben kdnnen also mit geringen Verlusten noch
mindestens 19 Tage nach Entnahme gemessen werden.

Bei der Bestimmung von Fibrinogen besteht eine gute Ubereinstimmung zwischen
frischen und tiefgekiihlten Proben.

4.3 Referenzgruppe

Die statistischen geschlechtsspezifischen Unterschiede bezuglich des WBC-Count,
des Differenzialblutbildes und den serologischen Parametern wie TPP, Albumin und
Haptoglobin zwischen den drei Referenzgruppen sind ohne klinische Bedeutung. Die
hamatologischen Parameter unterscheiden sich zwar hoch signifikant, aber mit einer
niedrigen Differenz, so dass daraus keine klinische Relevanz folgt. Gleiches gilt fur
TPP und Albumin. Eine Ausnahme bildet das Hp. TAIRA et al. (1992a) berichteten
uber alters- und geschlechtsspezifische Differenzen bei der Festlegung von
Referenzwerten. Die altersbedingten Unterschiede konnten durch HARVEY et al.
(1984) nicht beobachtet werden. Bei der eigenen Referenzgruppe wird zwar nach
Geschlecht und grundsatzlicher Fortpflanzungsfahigkeit unterteilt, allerdings befinden
sich in dieser Gruppe nur adulte Tiere ohne Berucksichtigung des Zyklus- bzw.
Gestationsstandes (Stuten). Diese Differenzierung empfiehlt sich als Gegenstand
weiterer Untersuchungen.
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Fiir die APP dieser Studie bestehen in der Referenzgruppe keine klinisch relevanten
geschlechtsspezifischen Unterschiede.

4.4 Diskussion der klinischen Untersuchung

4.4.1 Allgemeine klinische Untersuchung

Die Herz- und Atemfrequenz sowie die Kérperinnentemperatur kdnnen physiologisch
aufgrund von Aufregung, Anstrengung und hohen Umgebungstemperaturen erhoht
sein. Pathologische Steigerungen dieser Parameter im Entziindungsfall sind
Ausdruck gestorter Regelkreise. Veranderungen der klinischen Parameter
Herzfrequenz und Korpertemperatur kdnnen als Folge einer Endotoxininfusion
innerhalb einer Stunde (abhéngig von der Endotoxindosis) beobachtet werden
(MORRIS et al., 1992b; BARTON et al., 1997).

Die Herzfrequenz erhéht sich innerhalb einer Stunde und erreicht 2 Stunden nach
Endotoxininfusion Maximalwerte, wobei das Referenzintervall schon 3 Stunden nach
Versuchsbeginn wieder erreicht wird (MORRIS et al., 1992b; BARTON et al., 1997).
Die eigenen Untersuchungen zeigen bei Pferden der Gruppen 1, 2 und 3 keine
signifikanten Veranderungen der Pulsfrequenz, wobei aber insgesamt der Mittelwert
der Pulsfrequenz 6 bzw. 7 Tage nach dem Eingriff niedriger ist als zu Beginn. Dies
lasst sich durch den psychischen Stress bei der Probenentnahme und eine
Gewdhnung der Tiere an die Untersuchung und Blutprobenentnahme erklaren.

Die Auswertung der Atemfrequenz ergibt in der Studie von BARTON et al. (1997) 6
Stunden nach der Infusion mit Endotoxin eine signifikante Erhéhung von 25 auf ca.
34 Atemzugen pro Minute (genaue Werte sind nicht angegeben). 24 Stunden nach
der Infusion erreicht die Atemfrequenz wieder den Referenzbereich (BARTON et al.,
1997). Nach Induktion einer aseptischen Arthritis ist hingegen 24 Stunden nach
intraartikularer Injektion ein Anstieg der Atemfrequenz zu erkennen, welcher 24
Stunden anhalt (HULTEN et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit treten dagegen in
keiner Gruppe signifikante Veranderungen der Atemfrequenz auf.
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Herz- und Atemfrequenz scheinen abhangig von Art und Starke des Stimulus
(Endotoxinkonzentration, operativer Eingriff) unmittelbar anzusteigen und daraufhin
wieder in den Referenzbereich zu fallen. Vermutlich sind lege artis durchgefuhrte
operative Eingriffe relativ geringe Stimuli um signifikante Veranderungen dieser
Parameter auslosen zu konnen. Dies bedeutet dann im Umkehrschluss, dass einem
erheblichen Anstieg von Herz- oder Atemfrequenz innerhalb der ersten 6 bis 12
Stunden nach einem operativen Eingriff eine schwere entzindliche Reaktion
zugrunde liegen konnte.

Die Korperinnentemperatur steigt nach Endotoxininfusion innerhalb von zwei
Stunden an und erreicht nach 12 Stunden wieder normales Niveau (MORRIS et al.,
1992b; BARTON et al., 1997; BASKETT et al., 1997). Wird hingegen das Endotoxin
intraartikular injiziert, so steigt die Kérpertemperatur erst innerhalb von 18 Stunden
signifikant an (HAWKINS et al., 1993). Die eigenen Beobachtungen zeigen den
ersten signifikanten Anstieg 12 Stunden nach dem Eingriff in allen vier Gruppen.
Unterschiede zwischen den ersten drei Gruppen und Gruppe 4 sind 24 Stunden p.
OP erkennbar. Zu diesem Zeitpunkt liegen die Werte der Pferde mit
Wundheilungsstérung Uber denen mit einem komplikationslosen Heilungsverlauf,
was bis zum 7. Tag bestehen bleibt. Unterschiede im Heilungsverlauf scheinen
anhand der Temperaturmessung differenzierbar zu sein, da die Mittelwerte der
Gruppe 3 (Kastration oder Griffelbeinexstirpation mit  unkompliziertem
Heilungsverlauf) 48 Stunden p. OP deutlich niedriger liegen als die der Gruppe 4
(Kastration in Laufstallhaltung mit Komplikationen der Wundheilung; s. Diagramm 3).
Psychischer Stress kann sich auch durch Erhdhung der Korperinnentemperatur
bemerkbar machen. Dies ist beim Vergleich der 0-Werte nachzuvollziehen. Pferde in
Gruppe 4, welche an den Umgang mit Menschen nicht gewdhnt waren und mit viel
Aufregung aus dem Gruppenverband getrennt wurden, hatten bereits bei
Untersuchungsbeginn eine hohere Korperinnentemperatur als die Pferde der
anderen drei Gruppen. Diese Tiere waren meist den Umgang mit Menschen
gewohnt. Allerdings ist im Verlauf von Puls, Atmung und Temperatur ein Absinken in
den Gruppen 1, 2 und 3 gegen Ende der Studie zu sehen, wahrend die
Korperinnentemperatur in Gruppe 4 trotz zunehmender Gewdhnung an die
Untersucherin deutlich erhdhte Werte aufweist. In dieser Gruppe war zu Beginn der
Untersuchung eine Bestimmung von Puls- und Atemfrequenz nicht mdglich, weshalb
diese Parameter fur Tiere in Gruppe 4 fehlen.
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Puls- und Atemfrequenz sowie Korpertemperatur steigen nach einer Injektion von
Endotoxin bei Pferden an. Diese Reaktion ist in ihrem zeitlichen Ablauf abhangig von
der Applikationsart (intravends oder intraartikular) (MORRIS et al., 1992b; HAWKINS
et al., 1995; BARTON et al., 1997; HULTEN et al., 2002).

Innerhalb von 12 Stunden nach einer QOperation zeigt jede Gruppe einen
Temperaturanstieg. Dieser Anstieg bewegt sich allerdings bei den meisten Patienten
innerhalb des Referenzintervalls und (bersteigt bei ungestértem postoperativem
Heilungsverlauf den physiologischen Grenzwert weder markant noch dauerhaft.
Demgegentiber fiihren Wundheilungsstérungen (Gruppe 4) zu einem febrilen
Temperaturanstieg, der Gber den Untersuchungszeitraum anhélt.

4.4.2 Spezielle klinische Untersuchung

4.4.2.1 Allgemeinbefinden (AB)

Stérungen des AB kdnnen von leichter Lethargie bis zu heftiger Koliksymptomatik
und Festliegen reichen. Diese klinischen Zeichen einer entzundlichen Erkrankung
werden allerdings nur selten in Studien untersucht. Die Infusion von Endotoxin fihrt
neben einem Anstieg der Korpertemperatur und der |IL-6-Konzentration bereits nach
einer Stunde zu einer Beeintrachtigung des AB (MORRIS et al., 1992b). Innerhalb
von 12 Stunden p. OP sind geringgradige Stérungen des Allgemeinbefindens (AB)
bei einigen Tieren der Gruppe 1 (arthroskopischer Eingriff) offensichtlich, wahrend
sich die Pferde in den anderen Gruppen meist unauffallig verhalten. Zweiundsiebzig
Stunden nach dem Eingriff zeigen die Pferde aus Gruppe 4 vermehrt ein mittelgradig
reduziertes AB. Das AB ist in Gruppe 4 am 7. Tag nach der Kastration nur noch
geringgradig gestort. Dabei hatten die Pferde sowohl 72 Stunden als auch 7 Tage
nach der Operation eine febrile Kérpertemperatur. Als ausgesprochene Fluchttiere
zeigen Pferde ihre Schwachen erst sehr spat, was bei der Beobachtung der Tiere
berucksichtigt werden muss.
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4.4.2.2 Schmerzhaftigkeit

Pferde in Gruppe 1, 2 und 3 zeigen innerhalb von 72 Stunden nach der Operation
eine geringgradige Schmerzhaftigkeit im Bereich der Operationswunde, welche 6
bzw. 7 Tage nach dem Eingriff bereits wieder abnimmt. Im Gegensatz dazu sind
Tiere in Gruppe 4 erst 72 Stunden p. OP geringgradig schmerzhaft. Diese sehr spat
nach der Operation auftretende Schmerzhaftigkeit ist teilweise durch die
Haltungsform und die Art der Untersuchung zu erklaren. Die Tiere in Gruppe 4
mussten aus dem Herdenverband separiert und zur Untersuchung in einen
Zwangstand, teilweise mit zusatzlichen Zwangsmalinahmen (Oberlippenbremse)
verbracht werden. Dies verursachte wahrscheinlich eine Freisetzung von
Stresshormonen (Adrenalin, Cortison) und Endorphinen. Diese korpereigenen
Botenstoffe reduzieren das Schmerzempfinden.

4.4.2.3 Schwellung

Eine mindestens geringgradige Schwellung der Operationswunde tritt bei fast allen
Pferden der Gruppen 1, 2, 3 und 4 innerhalb von 48 Stunden p. OP auf. Vermehrt
konnte dieses Entzindungssymptom in den Gruppen 3 und 4 beobachtet werden.

4424 Warme

Pferde in Gruppe 1, 2 und 3 haben im Bereich der Operationswunde innerhalb der
ersten 72 Stunden eine geringgradig erhdhte Oberflachentemperatur. In Gruppe 4 ist
eine mittelgradige Steigerung der Oberflachentemperatur 72 Stunden p. OP fuhlbar,
welche bis zum 7.Tag p. OP anhalt. Diese Veranderungen zeigen sich durch
subjektive Beurteilung der Operationswunde. Die Oberflachentemperatur kann aber
auch objektiv mit einer Infrarotkamera gemessen werden (HAWKINS et al., 1993).
Wird mit dieser Methode die Oberflachentemperatur des Karpalgelenkes nach
intraartikularer Applikation von Endotoxin gemessen, so ist innerhalb von 2 Stunden
ein  signifikanter Anstieg zu beobachten (HAWKINS et al, 1993).
Hundertvierundvierzig Stunden nach der Injektion ist dann ein Abfall der
Oberflachentemperatur messbar.
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4.4.2.5 Exsudationsmenge und -charakter

Exsudation ist praktisch nur in Gruppe 4 zu sehen, in welcher bereits 24 Stunden p.
OP einige Tiere Wundausfluss zeigen. Zweiundsiebzig Stunden p. OP ist im Mittel
eine geringgradige Exsudationsmenge registrierbar. Der Exsudatcharakter ist eher
ser@s, wobei einige Patienten auch bereits 48 Stunden p. OP eine eitrige Exsudation
aufwiesen. Da in dieser Gruppe nach der Kastration kein Verschluss der Hautwunde
vorgenommen wurde, war eine vermehrte Exsudation im Vergleich zu Pferden der
Gruppe 3 zu erwarten.

Zusammenfassend ist die Beurteilung des Allgemeinbefindens und der lokalen
Entziindungsreaktion sinnvoll, um sich ein Gesamtbild des Patienten zu verschaffen.
Nach dem Erzeugen einer Operationswunde als Entziindungsmodell kommt es zu
SchmerzduBerungen wie Abwehrbewegung oder im Falle der Arthroskopien,
Griffelbeinexstirpationen und Kastrationen zu Lahmheiten. Schwellung, gesteigerte
Oberflachentemperatur und Exsudation sind weitere Hinweise auf eine ablaufende
lokale Entziindungsreaktion, welche an einigen Operationswunden gesehen wurde.
Allerdings unterliegen diese Beobachtungen trotz der Scoring-Tabelle subjektiven
Einfliissen, dem Charakter des Patienten und der Lokalisation. Trotz festgelegter
Parameter beurteilt jeder Untersucher einen Patienten anhand seiner persénlichen
Erfahrung. Die Lokalisation der Operationswunde stellte eine weitere Schwierigkeit
dar. So ist die Oberflachentemperatur im Zwischenschenkelspalt deutlich héher als
z.B. am Thorax. Die Beurteilung der Hautwunden und der Lahmheit ist aufgrund der
Verbdnde und dem  Risiko einer Nahtdehiszenz  nicht zu jedem
Untersuchungszeitpunkt méglich.

4.5 Diskussion der hamatologischen Untersuchung

4.5.1 Hamatokritwert (HKT)

Der HKT ist von Alter, Rasse, Geschlecht und Trainingszustand abhangig. Zu einer
physiologischen Erhdhung kommt es durch endogene Ausschittung von Adrenalin
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oder Verabreichung von Sympathomimetika. Adrenalin oder Stoffe mit adrenerger
Wirkung fluhren zu einer Kontraktion der Milz, wodurch die dort gespeicherten
Blutzellen in den Blutkreislauf gelangen (JAIN, 1986d; WOOD und FEDDE, 1997).
Diese Einflisse alleine kdnnen zu signifikanten Schwankungen bei einer taglichen
Messung des HKT fuhren (PATTERSON et al., 1988).

Der Einfluss von Narkotika bzw. Sedativa auf den HKT ist in der Literatur ausfuhrlich
beschrieben (JAIN, 1986d). Die Einleitung einer Narkose bewirkt ein Absinken des
HKT, das sich durch die relaxierende Wirkung der meisten Narkotika mit
Sequestrierung der Erythrozyten in die Milz erklaren lasst. Unabhangig von
Allgemeinanasthesie (Gruppe 1, 3 und 4) oder Sedierung (Gruppe 2) sinkt der HKT
in den Gruppen 1, 2 und 3 signifikant ab, steigt dann zwischen 12 und 48 Stunden p.
OP Uber das arithmetische Mittel des 0-Wertes. Dieser Verlauf zeichnet sich auch in
Gruppe 4 ab, allerdings ohne signifikante p-Werte. Ein solcher Abfall kann narkose-
bzw. sedationsbedingt sein. Eine experimentell induzierte Weichteilentzindung fuhrt
zu einem Sinken des HKT wahrend der ersten 72 Stunden nach der Injektion
(PATTERSON et al., 1988). Allerdings verursacht eine Endotoxamie innerhalb von 1
bis 2 Stunden nach der Verabreichung einen deutlichen HKT-Anstieg (BURROWS,
1981). Der signifikante Anstieg des HKT in den eigenen Gruppen zwischen 12 und
48 Stunden p. OP bewegt sich innerhalb des Referenzintervalls. Ob diese Erhéhung
auch mit einer beginnenden Entziindungsreaktion in Verbindung zu bringen ist, kann
durch diese Arbeit nicht beantwortet werden, dafur muisste ein Modell einer
Entzindungsreaktion gewahlt werden, welches weder eine Allgemeinanasthesie
noch eine Sedierung zur Induktion bendtigt und auf die Verwendung von Endotoxin
verzichtet.

Der HKT-Wert schwankt bei allen Patienten, wobei ein Abfall direkt nach einer
Allgemeinanésthesie  oder Sedierung zu beobachten ist. Weder die
Operationsmethode, noch eine starke Entziindungsreaktion (Gruppe 4) scheinen
Einfluss auf den HKT-Wert zu haben.
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4.5.2 Gesamtleukozytenzahl (WBC-Count)

Die Reaktion des WBC-Count und des Differenzialblutbildes auf Erkrankungen ist
sehr speziesspezifisch. Wahrend bei Hund und Katze nicht selten Werte von Uber 40
x 10° /L gemessen werden, bewegt sich eine Leukozytose beim Pferd zwischen 15-
25 x 10° /L (JAIN, 1986a). Die Bestimmung des WBC-Count bei Pferden nach
Kastration mit und ohne Wundheilungsstérung konnte keinen signifikanten Anstieg in
einer dieser Gruppen oder einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Gruppen nachweisen (JACOBSEN et al.,, 2005a). Diese relativ niedrigen
Veranderungen auch bei hochgradigen lokalen Entzindungen konnten hier bestatigt
werden. Die hochsten Einzelmesswerte betrugen Stunden 12 p. OP 24 x 10° /L.
Wahrend in den Gruppen 1, 2 und 3 kein Mittelwert den oberen Referenzwert
uberschritt, bewegten sich die Mittelwerte der Gruppe 4 im gesamten
Beobachtungszeitraum Uber dem oberen Referenzbereich (s. Diagramm 11). In
Gruppe 4 ist ebenfalls in Folge der Kastration ein massiver Anstieg des WBC-Counts
innerhalb von 12 Stunden p. OP zu sehen.

Einen Sonderfall mit stark erhdhter Leukozytenkonzentration stellt Pferd C, ein 5
jahriger Tinker-Mix mit beidseitig abdominal gelegenen Testes, dar. Zwei Wochen vor
der laparoskopischen Kastration in der Tierklinik Starnberg verlief ein
Kastrationsversuch mit inguinalem Zugang erfolglos. Die rechte Kastrationswunde
zeigte zum Zeitpunkt der Vorstellung eine eitrige Wundexsudation. Aus diesem
Grund ist das Tier nicht in Gruppe 2 aufgefuhrt. Die Kastration wurde laparoskopisch
durchgefuhrt. Die Parameter der klinischen Untersuchung (Puls, Atmung und
Temperatur) blieben innerhalb des jeweiligen Referenzintervalles, wohingegen
extreme Anstiege bei der Leukozytenzahl messbar waren. Schon vor dem
laparoskopischen Eingriff bestand eine Linksverschiebung der PNG. Wahrend
Fibrinogen fast ausschlieBlich innerhalb des Referenzintervalles verblieb, war
Haptoglobin schon vor dem Eingriff erhoht (s. Tab. 13).
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Tab. 13: Ergebnisse der klinischen und hamatologischen Untersuchung von Pferd C.

Parameter 0 6h 12 h 24 h 48 h 72 h 168 h | Referenzbereich
Pulsfrequenz min” 40 40 36 40 36 40 40 28-40
Atemfrequenz min” 10 10 10 10 8 12 10 8-16
Temperatur in °C 378 383 382 (383 |379 (382 |37,0 |37,5-38,2

WBC x 10%/L (ABC) 4,6 9,9 23,4 23,2 11,9 57 4,5 5,0-10,0

PNGx 10%L (ABC) 3,7 |87 |22.4 |21,3 |94 |45 |34 [1268

stabk. neutr. Gr. x10%L 1760 |6579 |13101 |6025,5 |566 1567,5 | 3091 | 0-600

Fib in mg/ml 270 240 260 295 350 320 295 150-300
Hp in mg/mi 5,6 5,3 5,7 5,8 6,3 6,8 6,9 0,6-3,7
SAA in yg/ml 3,1 2,6 1315 |432,4 |622,4 |594,4 |450,7 |0,3-2,7

In allen vier Gruppen konnte ein signifikanter Anstieg des WBC-Counts innerhalb der
ersten 12 Stunden p. OP beobachtet werden. In Gruppe 4 befindet sich bereits der 0-
Wert Uber dem oberen Referenzwert. In den Gruppen 1, 2 und 3 sinken die Werte
nach ihrem Maximum 24 Stunden p. OP wieder ab und erreichen 72 Stunden p. OP
das Niveau des 0-Wertes. In Gruppe 4 wird ebenfalls das Maximum 24 Stunden p.
OP erreicht, woraufhin der WBC-Count zwar leicht abfallt, wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraumes jedoch oberhalb des 0-Wertes dieser Gruppe verbleibt.

Die geringsten Veranderungen treten nach minimalinvasiven Eingriffen (Gruppe 1
und 2), gefolgt von Gruppe 3 auf, wahrend sich in Gruppe 4 das klinische Bild der
Wundheilungsstérung in einem erheblichen Anstieg der WBC-Count widerspiegelt.
Zu erwahnen ist, dass die Mittelwerte des WBC-Counts nur in Gruppe 4 Uber dem
Referenzwert liegen, und damit Einzelmessungen keine geeignete Grundlage fir die
Diagnostik lokal begrenzter entziindlicher Veranderungen darstellen. Gruppe 4 muss
aufgrund des hohen 0-Wertes (10,94 + 1,59 10%L) gesondert betrachtet werden.

Physiologisch erhdht ist der WBC-Count nach Anstrengung, Aufregung oder Angst
(JAIN, 1986a). Der WBC-Count und das Differenzialblutbild sind auflerdem
altersabhangig. Dies kann eine Erklarung fur den erhéhten WBC-Count zum
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Zeitpunkt 0 in Gruppe 4 sein. Diese Tiere waren alle 2 Jahre alt und wurden in einem
Laufstall mit wenig Kontakt zu Menschen gehalten. Zur Blutentnahme und zur
Einleitung der Narkose mussten sie in einem Gatter eingefangen werden. Beim
jungen Pferd besteht weiterhin die Moglichkeit, dass sich eine Leukozytose aufgrund
einer Lymphozytose ausbildet (JAIN, 1986a). Die in dieser Gruppe signifikant
hdéheren Werte konnen also auf eine Stressreaktion in Verbindung mit einer
Wundinfektion zurtckgefuhrt werden. Zwei Monate nach der Kastration der 12 Tiere
kam es in diesem Bestand zu einem Ausbruch von Druse. Im Hinblick darauf kann
die grundsatzlich erhdohte Gesamtleukozytenzahl auch auf einen erhdhten
Infektionsdruck innerhalb einer Gruppenhaltung hindeuten.

Der WBC-Count reagiert innerhalb von 12 Stunden p. OP mit einem Anstieg, muss
aber, da es in Gruppen ohne nennenswerte Komplikationen nicht zu einer
Uberschreitung des oberen Referenzwertes kam, in der Entziindungsdiagnostik als
Verlaufsparameter gesehen werden.

4 5.3 Differenzialblutbild

4.5.3.1 Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PNG)

Die experimentelle Induktion einer Arthritis verursacht eine Erhéhung des WBC-
Count und der PNG, wobei die PNG deutlicher anstiegen (HAWKINS et al., 1993).
Die Messwerte aller vier Gruppen dieser Arbeit steigen deutlich innerhalb der ersten
12 Stunden p. OP an und erlangen Maximalwerte 24 Stunden p. OP. Die Gruppen 1,
2 und 3 kehren innerhalb von 72 Stunden p. OP auf die Hohe der Ausgangswerte
zurlick, wahrend die Werte in Gruppe 4 nach 24 Stunden etwas zurickgehen, sich
dabei aber immer noch deutlich Gber dem Referenzintervall bewegen. Dabei liegt der
arithmetische Mittelwert der Gruppe 4 vor der Operation bereits an der oberen
Referenzgrenze.  Verantwortlich  dafur  kdnnte, wie schon bei der
Gesamtleukozytenzahl erwahnt, das jugendliche Alter, die Stressreaktion oder eine
latente Infektion sein. Eine Neutrophilie mit Linksverschiebung ist in Gruppe 2 bei
Einzeltieren und deutlicher in Gruppe 4 zum Zeitpunkt 6 bis 12 Stunden p. OP zu
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erkennen. Ein Eingriff in die Bauchhohle (Gruppe 2) oder eine Kastration mit
Wundheilungsstérungen (Gruppe 4) verursachen somit eine deutlichere
Entzindungsreaktion als eine Arthroskopie (Gruppe 1) oder ein konventionell-
chirurgischer Eingriff (Gruppe 3).

In allen Gruppen treten fiir eine Entziindung charakteristische Schwankungen der
Granulozytenzahlen auf. AuRer in Gruppe 1 (Arthroskopien) wird dabei innerhalb von
12 Stunden p. OP der obere Referenzwert (iberschritten.

4.5.3.2 Lymphozyten/Monozyten

Die durch eine Blutentnahme verursachte Stresssituation bei jungen, ungezahmten
Tieren resultiert in einer deutlichen Erhéhung der Lymphozytenzahl, was auf die
erhohte Muskelaktivitat und den damit erhohten Blutfluss bzw. Lymphabfluss
zuruckgefuhrt werden kann (JAIN, 1986d). Das durch intravendse Injektion von
Dexamethason provozierte Stressblutbild zeigt andere Eigenschaften (JAIN, 1986d).
Innerhalb von 2-4 Stunden kommt es bei so behandelten Tieren zu einer
Leukozytose mit Neutrophilie, Lymphopenie und Eosinopenie. Dies lasst den Schluss
zu, dass Adrenalin ein anderes, ,adrenerges” Stressblutbild erzeugt wie Kortisol.

Die deutliche Erhohung der Lymphozyten- und Monozytenzahl in Gruppe 4 schon zu
Beginn der Studie hat seine Ursache sehr wahrscheinlich zum einen in einer
.-adrenergen® Stressreaktion der Pferde, zum anderen ist auch der deutlich hdhere
Infektionsdruck innerhalb einer Gruppenhaltung zu bertcksichtigen. Daraus lasst sich
ableiten, dass selbst grole Konzentrationsunterschiede zwischen den Gruppen keine
eindeutigen Ruckschlisse auf eine entzundliche Reaktion zulassen. Dies gilt
besonders dann, wenn nur punktuell Proben beurteilt werden kdénnen und keine
Verlaufskontrolle maglich ist.

Die Lymphozytenzahl sinkt in allen vier Gruppen innerhalb von 6 Stunden p. OP
signifikant ab und erreicht in den Gruppen 1, 2 und 3 48 Stunden p. OP das
Ausgangsniveau. In Gruppe 4 ist zwar ebenfalls ein Anstieg zu erkennen, dieser ist
aber nicht so deutlich wie in den anderen drei Gruppen.



Diskussion der Ergebnisse 118

Die Schwankungen der Monozytenzahl im Blut sind im Gruppenvergleich nicht
statistisch signifikant und somit nicht fir die Entzindungsdiagnostik verwendbar.

Die Lymphozytenzahl im peripheren Blut unterliegt neben entziindlich bedingten
Schwankungen auch den Einfliissen verschiedener Stresshormone.

4.5.4 Thrombozyten (PLT)

Eine Thrombozytose kann beim Pferd primar aufgrund myeloproliferativer Storungen
und sekundar aufgrund einer Vielzahl entzindlicher Erkrankungen auftreten.
Verschiedene Infektionskrankheiten wie Equine Infektiose Anamie, Ehrlichiose und
Salmonellose sowie eine Septikdmie konnen eine Thrombozytopenie beim Pferd
hervorrufen. Die Thrombozytenzahl ist auch bei autoimmuner hamolytischer Anamie,
disseminierter intravasaler Gerinnung (DIC) und myeloischer Leukose erniedrigt
(JAIN, 1986¢; SELLON et al., 1997).

In den Gruppen 1 und 2 (minimalinvasive Eingriffe) schwankt die Thrombozytenzahl
nur geringfugig. Pferde nach Kastration/Griffelbeinexstirpation (Gruppe 3) und
besonders solche mit Wundheilungsstorungen (Gruppe 4) zeigen dagegen
signifikante Schwankungen. Zunachst bewirkt die Operation einen Anstieg der
Thrombozytenzahl (signifikant in Gruppe 4) innerhalb von 6 Stunden p. OP, dann
sinken die Werte in beiden Gruppen bis 72 Stunden p. OP, um 7 Tage p. OP wieder
leicht anzusteigen. Dabei bleiben die Mittelwerte mit Ausnahme einiger Ausreil3er
innerhalb der Referenzbereiche.

Die Thrombozytenzahl ist auf3er vom Patienten auch von der Handhabung der Probe
abhangig. So kann es bei unvorsichtiger Abnahme oder zu langen Abstanden
zwischen Entnahme und Messung zu Thrombozytenaggregationen kommen, die die
Resultate verfalschen.

Direkt nach einem Entzindungsstimulus ist eine Abnahme der Thrombozytenzahl
aufgrund der Beteiligung von Thrombozyten an der lokalen APR zu erwarten
(WEYRICH et al., 2003). Bei einer starken Entzindungsreaktion mit Anstieg von IL-6
sollte nach initialem Abfall eine reaktive Thrombozytose auftreten, da IL-6 unter
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anderem die Reifung von Megakaryozyten im Knochenmark stimuliert. Dieser
reaktive Anstieg kann innerhalb von 2-3 Tagen nach dem Stimulus eintreten (JAIN,
1986¢; SELLON et al., 1997). Chronische infektiose oder entzindliche Erkrankungen
gehen dementsprechend mit einer Thrombozytose einher (SELLON et al., 1997). In
der hier vorgestellten Arbeit konnte selbst nach den hochsten gemessenen IL-6
Konzentrationen (in  Gruppe 2, 6 Stunden p. OP) innerhalb des
Beobachtungszeitraumes keine Thrombozytose beobachtet werden. Vielmehr
zeigten Pferde nach beiden minimalinvasiven Eingriffen (Gruppe 1 und 2) nur geringe
Schwankungen.

Thrombozyten zeigen ftrotz ihrer wichtigen Rolle wéhrend der Iokalen
Entziindungsreaktion systemisch nur geringe Schwankungen im postoperativen
Verlauf. Solche Verédnderungen der Thrombozytenzahl sind hauptséchlich in den
Gruppen 3 und 4 zu beobachten.

4.6 Diskussion der Proteinbestimmung

4.6.1 Interleukin-6 (IL-6)

Der Nachweis von Interleukin-6 (IL-6) gelang in dieser Arbeit mit einem Bioassay,
welches zur Bestimmung von humanen IL-6 entwickelt wurde. Humanes und equines
IL-6 stimmen in ihrer biologischen Aktivitat und ihren Bindungsstellen weitgehend
uberein (SWIDERSKI et al., 2000). Die in der Literatur beschriebenen Nachweise von
equinem IL-6 erfolgten fast ausschliel3lich mit dieser Methode (MACKAY und
LESTER, 1992; ROBINSON et al.,, 1993; BASKETT et al., 1997; BARTON und
COLLATOS, 1999). Als Standard wurde in dieser Arbeit rekombinantes humanes IL-
6 verwendet. Allerdings ist der direkte Vergleich der absoluten Messwerte mit den in
der Literatur verfigbaren nicht sinnvoll, da die Einheiten nicht standardisiert sind.

Nach Stimulation mit LPS ist ein reaktiver IL-6-Anstieg in vitro und in vivo innerhalb
von 30 min bis 8 Stunden zu verzeichnen (MACKAY und LESTER, 1992;
ROBINSON et al., 1993; BARTON et al., 1997). Equine Makrophagen produzieren
und sezernieren IL-6 nach Stimulation durch LPS, IL-1 und TNF (MORRIS et al.,
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1992a). Auch equine PNG reagieren mit einer deutlichen Ausschittung von IL-6 nach
Stimulation durch die genannten Molekule (WEISS und EVANSON, 2002).

STEVERINK et al. (1995) konnten bei Pferden, welche einer Kolik-OP unterzogen
wurden, eine Korrelation zwischen hohen intraoperativen IL-6 Werten und einer
schlechten Prognose aufstellen. In den eigenen Untersuchungen ist auffallig, das
besonders hohe Messungen nur bei Pferden der Gruppe 2 und zwar bei Pferden
nach Verschluss des Milz-Nieren-Raumes auftreten. Diese Erhdhung der IL-6
Konzentration ist innerhalb von 6 Stunden p. OP signifikant. Die Serumwerte sind
innerhalb von 24 Stunden p. OP wieder ahnlich niedrig wie vor dem Eingriff. Bei
einem Patienten steigt IL-6 trotz Verschluss des Milz-Nieren-Raumes nur geringflgig
innerhalb der ersten 12 Stunden p. OP an. Die Ergebnisse legen nahe, dass die IL-6-
Freisetzung im Korper abhangig ist von Art und Lokalisation des Eingriffes. So
scheinen Eingriffe in die Peritonealhdhle des Pferdes starkere Reaktionen
hervorzurufen als die Traumatisierung von Bindegewebe (Kastration bzw.
Griffelbeinexstirpation) oder Eroffnung eines Gelenkes. Allerdings kdnnen unter
anderem auch Fibroblasten und Osteoklasten neben den Zellen des Immunsystems
IL-6 freisetzen (Kap. 2.1.2.3.2.5).

Zu Verdeutlichung der Ausfuhrungen wird der Fall eines 9 jahrigen Warmblutwallachs
vorgestellt, der in der Tierklinik Starnberg einer diagnostischen Laparoskopie
unterzogen wurde. Bei der klinischen Untersuchung wurde 6 Stunden p. OP eine
geringgradige Stérung des Allgemeinbefindens, einhergehend mit geringgradiger
Wundschwellung und Schmerzhaftigkeit festgestellt. Nachfolgend werden die
Parameter dargestellt, welche sich auRerhalb des Referenzbereiches bewegten.
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Tab. 14: Hdmatologische Parameter welche bei Pferd E erhdht waren. Fett gedruckt
sind die aulRerhalb des Referenzbereiches liegenden Messwerte

Parameter Oh 6h 12h |24h |48h | 72h | Referenzbereich
PLT x 10%L (ABC) 98 95 106 71 66 84 100-300

PNG x 10%L (ABC) 3,3 4,1 7,2 6,7 4,3 4,1 1,2-6,8

Fib (QBC) in mg/ml 346 316 339 390 553 461 150-450

Fib (CLAUSS) in mg/ml 245 350 260 310 325 350 150-300

Hp in mg/mi 3,6 3 4 5,5 8,5 8,3 0,6-3,7

SAA in pg/mi 2,9 6,3 126,3 | 434,7 | 586,2 | 672,7 | 0,3-2,7

IL-6 1U/ml 41 1517 | 952 248 86 84 60,9 £ 3,2

Da das zur Verfugung stehende Nachweisverfahren mittels eines Bioassays sehr
zeitaufwendig ist (Dauer ca. 3 Tage) und der Anstieg des IL-6 innerhalb von 6
Stunden p. OP erfolgt, ist dieser Parameter zurzeit nur eingeschrankt als
diagnostischer Parameter der akuten Entzindungsreaktion nutzbar. In der
Humanmedizin stehen inzwischen verschiedene Schnelltests auf immunologischer
Basis (Antikorper) zur Verfugung. Falls diese Testsysteme in Zukunft auch beim
Pferd einsetzbar sein werden, bieten sich viele Einsatzmdglichkeiten fur IL-6 in der
Diagnostik von Kolikpatienten und in der Sepsisdiagnostik beim Neonaten an.

IL-6 steigt beim Pferd in Folge von Eingriffen und Erkrankungen im Bereich der
Peritonealhbéhle und nach Verabreichung von Endotoxin stark an. Diese Reaktion auf
einen Stimulus beginnt in einem Zeitfenster zwischen 30 Minuten bis 8 Stunden.
Nach minimalinvasiven Eingriffen in die Bauchhdhle kehrt die IL-6 Konzentration im
Plasma innerhalb von 48 Stunden wieder nahezu auf den Ausgangswert zurtick.
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4.6.2 Totalplasmaprotein (TPP), Albumin und Globulin

Im Verlauf der postoperativen Phase steigt der Totalplasmaproteingehalt (TPP)
geringflgig an, was in Verbindung mit dem sinkenden Albuminanteil zum Anstieg der
Globulinfraktion fihrt (ALLEN und KOLD, 1988). Dies wird verstandlich, wenn man
bertcksichtigt, dass die positiven APP zur Globulinfraktion gehdéren. Abhangig vom
Entzindungsreiz kann schon 4 Stunden nach der experimentellen Induktion einer
Fltterungsrehe bei Ponys eine Erhdhung des TPP auftreten (FAGLIARI et al., 1998).
Im Gegensatz dazu beobachten PATTERSON et al. (1988) innerhalb der ersten 12
Stunden nach Entzindungsinduktion bei 4 Pferden ein Absinken des TPP-Gehaltes,
welcher nachfolgend ebenfalls ansteigt. Bei allen Gruppen dieser Untersuchung stieg
der TPP-Gehalt im Plasma an. Dabei zeigen die Kurvenverlaufe der Gruppen 1 und 2
keine Signifikanzen. In Gruppe 3 ist der Anstieg 12 Stunden p. OP signifikant, gefolgt
von Gruppe 4 24 Stunden p. OP mit insgesamt deutlich héheren Werten als in den
ersten drei Gruppen. Allerdings muss bei der Interpretation bericksichtigt werden,
dass die Lagerung der Proben Einfluss auf die Werte genommen haben kann. Nicht
frische Proben korrelieren zwar mit den frischen Proben, allerdings sind deutliche
Abweichungen der Einzelparameter nach Doppelbestimmung (ebenfalls unabhangig
von Lagerung und Alter der Probe) zu verzeichnen. Auch eine geringe Prazision der
Methode kann die Ergebnisse beeinflussen.

Die Albuminkonzentration sinkt im Plasma der Pferde in allen vier Gruppen,
allerdings nie unter das untere Referenzlimit. Die Abweichung vom Ausgangswert
betragt bei ALLEN und KOLD (1988) 8 Tage nach einer Arthrotomie ca. 3 %,
wahrend AUER et al.(1989) von einem Absinken von 15 % unter den Ausgangswert
berichten. Ein Tag nach Entzindungsinduktion war eine sinkende
Albuminkonzentration registrierbar. Nach Induktion einer Laminitis konnte ebenfalls
4-12 Stunden spater eine geringe Erhohung des Albumins verzeichnet werden
(FAGLIARI et al., 1998).

Die eigenen Untersuchungen sind in diesem Punkt nicht eindeutig. Albumin sinkt
nicht bei jeder Gruppe unter das Ausgangsniveau, sondern die Pferde mit den
wenigsten (Gruppe 1) und die mit den meisten Entziindungserscheinungen (Gruppe
4) zeigen innerhalb der Beobachtungszeit eher einen Anstieg. In Gruppe 2 erniedrigt
sich Albumin 7 Tage p. OP um 22 % und in Gruppe 3 betragt die Abnahme 7 Tage p.
OP 13 %. Damit wird die 30 %-Hurde zur Bezeichnung als negatives APP nicht
uberwunden.
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Neben einer verminderten Produktion von Albumin in der Leber zugunsten der
positiven APP in den Gruppen 2 und 3 kann fir das Absinken der Konzentration auch
ein erhohter Verlust von Albumin in die Bauchhohle verantwortlich gemacht werden.
Diese Theorie sollte durch weitere Studien untermauert werden.

Die Berechnung des Plasmaglobulingehaltes ergab zwischen den Gruppen deutlich
unterschiedliche Werte, innerhalb der Gruppen jedoch keine eindeutige Veranderung
wahrend des Beobachtungszeitraumes.

TPP, Albumin und Globulin zeigen wéhrend der akuten Entziindungsreaktion nur
geringe Schwankungen und spielen deswegen flir die Entziindungsdiagnostik in
diesem Zeitraum eine untergeordnete Rolle.

4.6.3 Serum Amyloid A (SAA)

SAA ist ein APP des Pferdes, welches bei infektiosen und nicht infektidsen
Entzindungen um das 15— bis 20-fache ansteigt (NUNOKAWA et al., 1993). Nach
der Kastration von 6 Pferden erhohen sich die SAA-Werte innerhalb von 6 Stunden
p. OP, erreichen Hochstwerte 24 Stunden p. OP und sinken auf die Hohe der
Anfangswerte innerhalb von 3 Wochen ab, verbunden mit dem Abklingen der lokalen
Entzindung (NUNOKAWA et al., 1993). Nach einer bedeckten Kastration kommt es
laut HULTEN et al. (1999) zu einem Anstieg von SAA mit einem Maximum am 2. Tag
p. OP. Der Vergleich von Pferden nach Kastration mit oder ohne
Wundheilungsstorungen zeigt in beiden Gruppen einen signifikanten Anstieg
innerhalb von drei Tagen p OP. Acht Tage p OP sinken die SAA-Werte bei Pferden
ohne  Wundheilungstorungen ab, wohingegen sie bei Pferden mit
Wundheilungsstorungen weiter ansteigen (JACOBSEN et al., 2005a). Dies entspricht
den Beobachtungen, die in den Gruppen 3 und 4 getroffen wurden. POLLOCK et al.
(2005) untersuchten den Einfluss von chirurgischen Eingriffen auf SAA, Haptoglobin
und Fibrinogen. Dabei wurde zwei Gruppen gebildet. In die erste Gruppe wurden
Pferde aufgenommen, die vor der Operation keine Anzeichen einer Entzindung
zeigten, Gruppe 2 beinhaltet Pferde, die vor dem chirurgischen Eingriff ein gestortes
Allgemeinbefinden  zeigten. Dies fuhrte zu einer sehr inhomogenen
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Gruppengestalltung bezuglich der chirurgischen Eingriffe, weshalb die in dieser
Studie berechneten Gruppenunterschiede hier nicht diskutiert werden. Insgesamt
induzierte ein chirurgischer Eingriff innerhalb von 12 Stunden einen signifikanten
Anstieg von SAA (POLLOCK et al., 2005).

SAA ist aufgrund seines niedrigen Serumspiegels bei gesunden Tieren und seines
schnellen Anstiegs nach einem Trauma ein optimales APP. Die
Konzentrationsveranderungen  sind auf eine  gesteigerte = Syntheserate
zurlckzufihren und kaum durch Storfaktoren zu beeinflussen, wie z.B. eine
Hamolyse, die die Haptoglobinkonzentration im Blut senkt. Das in dieser Arbeit
verwendete Testsystem zeigt keine Beeinflussung der Ergebnisse durch Hamoglobin
und Bilirubin (WADA et al., 1997).

Nachfolgend werden zwei Pferde aus der Gruppe der Kastrationen miteinander
verglichen. Pferd A, ein 5 jahriger Warmbluthengst und Pferd B, ein 2,5 Jahre alter
Ponyhengst. Pferd A durchlauft eine unauffallige Heilungsphase, wahrend Pferd B 12
Stunden p. OP eine deutliche Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens zeigt. Pferd
B muss 24 Stunden p. OP mit Penicillin-Streptomycin und Analgetika behandelt
werden.

450

400 /
300
250 /

—e— Pferd A
200 4 —a— Pferd B
150

100

pg/ml

50 -

0-Wert 6h 12h 24 h 48 h 72h

Zeitpunkte der Probenentnahme

Diagramm 30: SAA-Werte der Pferde A und B (in pg/ml)
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Tab. 15: Ausgewahlte Messwerte der klinischen, hamatologischen und serologischen
Parameter von Pferd A und B. Fett gedruckt sind die Messwerte, welche den
Referenzbereich tUberschreiten

Parameter 0 6h 12h [24h [48h |72h | Referenzbereich
Pfd. A: Temperatur in °C 37,8 |38,0 |379 |38,0 |37,6 |37,5 |37,5-38,2
Pfd. B: Temperatur in °C 37,8 |38,6 [39,5 (40,6 |38,4 |39,7 [37,5-38,2
Pfd. A: WBC x 10°/L 6 74 (84 |79 |84 |75 |[5,0-10,0
Pfd. B: WBC x 10°/L 6,1 86 (98 |99 |[116 |10,5 |5,0-10,0
Pfd. A: Fib in mg/ml 180 |185 |200 |[225 |240 (245 | 150-300
Pfd. B: Fib in mg/ml 205 |225 |222 |[255 |315 |437 |150-300
Pfd. A: SAA in ug/ml 0,7 1,4 39,1 |62,6 |38,4 |4 0,3-2,7
Pfd. B: SAA in ug/ml 0,7 0,9 2,9 54,1 |337,1(423,2(0,3-2,7
Pfd. A: Hp in mg/ml 1,7 |15 (1,8 |2 22 122 |0,6-3,7
Pfd. B: Hp in mg/ml 3,1 3,5 3,5 3.4 4,7 6,6 0,6-3,7

Wie in Tab. 15 und Diagramm 30 dargestellt, zeigt Pferd B bereits 6 Stunden p. OP
eine erhohte Korperinnentemperatur. Achtundvierzig Stunden p. OP Ubersteigt der
WBC-Count gemeinsam mit Fib und Hp das obere Referenzlimit bei Pferd B,
wohingegen Pferd A wahrend des Beobachtungszeitraumes keine Uberschreitung
der oberen Referenzgrenze dieser Parameter zeigt. Bei Betrachtung des SAA-
Konzentrationsverlaufes ist 12 Stunden p. OP bei Pferd A und B (hier nur sehr
gering) eine Uberschreitung des oberen Referenzwertes von 2,7 pg/ml zu sehen.
Wahrend bei Pferd A im weiteren Verlauf nur eine moderate Erhdhung auftritt,
welche 72 Stunden p. OP wieder absinkt, zeigt Pferd B bis zum Ende des
Beobachtungszeitraumes ansteigende SAA-Werte.

Der an 50 gesunden Tieren ermittelte Referenzbereich von 1,5 + 1,2 pg/ml wird
durch die Untersuchung von VANDENPLAS et al. (2005) bestatigt. Der in der
genannten Studie gemessene Referenzbereich ist 4,5 £ 11,4 ug/ml bei 79 gesunden
Tieren (VANDENPLAS et al., 2005).
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In allen vier Gruppen dieser Arbeit ist die Entziindungsreaktion anhand signifikant
steigender SAA-Werte zu erkennen. Innerhalb von 12 Stunden p. OP sind das die
Gruppen 1 (Arthroskopie) und die Gruppe 3 (Kastration/Griffelbeinexstirpation),
gefolgt von den Gruppen 2 (Laparoskopie) und 4 (Kastrationen mit
Wundheilungsstorung) 24 Stunden p. OP. Hochstwerte erreichen die Gruppen 1, 2
und 3 innerhalb von 72 Stunden p. OP, wahrend die SAA-Konzentration in Gruppe 4
auch 7 Tage p. OP noch eine steigenden Tendenz zeigt. Gruppenunterschiede sind
nur 7 Tage p. OP zu beobachten. In Gruppe 1 fallen die Messwerte danach stark ab,
so dass sie sich innerhalb des durch die Referenzgruppe berechneten Intervalls von
0,3-2,7 pg/ml befinden. Dieses Intervall besteht aus dem arithmetischen Mittelwert
und der Standardabweichung.

Der signifikante Anstieg in allen vier Gruppen entspricht mit einer Zeitverzégerung
von 6 bis 12 Stunden den Angaben von NUNOKAWA et al. (1993) fur Kastrationen.
Nach Induktion einer aseptischen Arthritis mit Amphoterizin B konnten HULTEN et al.
(2002) eine systemische APR mit Hochstwerten von ca. 150 ug/ml 48 Stunden nach
der Injektion erzeugen. Am 5. Tag nach Induktion der Entzindung waren die Werte
bereits wieder auf 50 ug/ml gesunken. Zusatzlich zeigten diese Tiere 24 Stunden
nach der Injektion eine Korpertemperatur von 38,5°C. Pferde in Gruppe 1
(Arthroskopie) zeigen einen ahnlichen Verlauf, mit etwas hdheren SAA-Werten und
niedrigerer Korpertemperatur. Allerdings wurde von HULTEN et al. (2002) ein
anderes Nachweisverfahren verwendet.

Der Anstieg von SAA im Serum infolge einer Laparoskopie (Gruppe 2) im Rahmen
dieser Untersuchung konnte auf mdogliche extrahepatische Syntheseorte oder
vorangegangene Reizungen durch eine rezidivierende Kolik (Indikation flr eine
diagnostische Laparoskopie) oder Laparotomie (Kolikursache) in der Peritonealhdhle
hindeuten. Beim Menschen sind extrahepatische Syntheseorte wie Makrophagen,
Endothel- und glatte Muskelzellen bekannt (JENSEN und WHITEHEAD, 1998). Fur
die Theorie der Reizung sprechen die im Vergleich zu den anderen Gruppen hohen
0-Werte (22,3 pg/ml in Gruppe 2 verglichen mit 2,7 pg/ml in Gruppe 1; 9,7 pg/ml in
Gruppe 3; 0,7 pg/ml in Gruppe 4) und die bei den Pferden mit laparoskopischem
Verschluss des Milz-Nieren-Raumes vorhergegangene Laparotomie 14 Tage bis 6
Wochen zuvor (s. Kap. 3.1.5.3).

SAA empfiehlt sich als schnell reagierendes und spezifisches APP in der Diagnostik
infektioser und nicht infektioser Entziindungen.
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Serum Amyloid A steigt in allen vier Gruppen signifikant an. Die
Konzentrationsdnderungen ist in ihrem Ausmall abhé&ngig von der Lokalisation
(Gruppe 1 < Gruppe 2) und dem Grad der Entziindung (Gruppe 3 < Gruppe 4).
Durch den schnellen Anstieg sowie, entsprechend der abnehmenden
Entziindungsreaktion, wieder sinkenden Serumkonzentration (Gruppe 1) bietet es
sich als Parameter der akuten Entziindungsreaktion des Pferdes an.

4.6.4 Haptoglobin

Weichteilentzindungen verursachen einen Haptoglobinanstieg innerhalb von zwei
bis 5 Tagen um das 1,5- bis 9-fache (TAIRA et al., 1992a). TAIRA et al. (1992a),
POLLOCK et al. (2005) und das Labor von Tridelta (Hersteller des verwendeten
Haptoglobinassays) beobachteten eine Altersabhangigkeit der
Haptoglobinreferenzwerte. HARVEY et al. (1984) hingegen fanden die
Haptoglobinwerte von Neonaten im gleichen Referenzintervall wie die adulter Tiere
mit Ausnahme von der 2. Lebenswoche, in welcher Sie niedrigere Werte bestimmten.
Bei der Altersabhangkeit hinsichtlich dieses Parameters besteht weiterer
Klarungsbedarf. Am wahrscheinlichsten ist eine altersabhangige Schwankung des
Haptoglobins, da bei gleichzeitiger Bestimmung von SAA und Fibrinogen die beiden
letzteren  Parameter  altersunabhangig  erschienen. Damit kann eine
entzindungsbedingte Erhdhung des Haptoglobins beim Fohlen weitgehend
ausgeschlossen werden (POLLOCK et al., 2005).

Equines Haptoglobin gehdrt zu den positiven APP. Allerdings fallt der
Haptoglobinserumspiegel im Rahmen einer hamolytischen Anamie, Bilirubindmie und
Hyperlipidamie ab (ALLEN und ARCHER, 1971).

Die Haptoglobinkonzentration im Blut sinkt in Folge einer Anasthesie, unabhangig
davon, ob ein Eingriff vorgenommen wird oder nicht (KENT und GOODALL, 1991).
Diese kurzzeitige Schwankung, welche sich in den ersten 24 Stunden nach der
Anasthesie abspielt, ist in jeder Gruppe dieser Studie (auch nach der Sedierung in
Gruppe 2) zu erkennen. Nach 24 Stunden p. OP beginnt Haptoglobin in allen vier
Gruppen zu steigen. Diese Konzentrationsénderung ist 48 Stunden p. OP signifikant.
Am 7. Tag p. OP =zeigen die Haptoglobinkonzentrationen der vier Gruppen
unterschiedliche Tendenzen. Wahrend die Werte in Gruppe 1 und 3 im Vergleich zu
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den 72 Stundenwerten etwas zurtickgehen, steigen sie in den Gruppen 2 und 4 noch
an. Fur Gruppe 1 und 3 bedeutet das, dass der Entzindungsreiz am 7. Tag p. OP
bereits abgenommen hat, d.h. die Produktion von Hp in der Leber reduziert wird. In
Gruppe 4 gehen die weiter zunehmenden Haptoglobinwerte konform mit dem
klinischen Bild (Fieber und Wundheilungsstorung) und markieren damit
labordiagnostisch ein Anhalten der Entzindungsreaktion. Gruppe 2 (Laparoskopie)
zeigt insgesamt wenig Stérungen des Allgemeinbefindens und die lokalen Anzeichen
einer Entziindung sind gar nicht oder nur geringgradig vorhanden. Trotzdem sind die
Hp-Ergebnisse gleich hoch wie die in Gruppe 4. Die experimentelle Induktion einer
aseptischen Arthritis verursacht eine Verlaufskurve, die der von Gruppe 1 im Verlauf
und in den Werten gleicht (HULTEN et al., 2002). Haptoglobin steigt nach
Kastrationen bei NUNOKAWA et al. (1993) hoéher, im Verlauf aber gleich an.
Verschiedenste  chirurgische  Eingriffe  induzieren eine  Erhdhung  der
Haptoglobinkonzentration im Plasma (POLLOCK et al., 2005).

Haptoglobin bietet sich als moderates APP zur Verlaufskontrolle der postoperativen
Phase, beginnend 2 bis 3 Tage nach dem Eingriff, an und zeigt dann je nach Eingriff
und Wundheilungsverlauf steigende oder fallende Tendenzen.

4.6.5 Fibrinogen

Fibrinogen ist ein weithin bekanntes, aufgrund einfacher Nachweismethoden
beliebtes APP. Erste Konzentrationsanstiege konnen schon 24 Stunden nach einem
Stimulus  beobachtet werden. Zeichen einer starken Entzindung sind
Serumkonzentrationen, die den Referenzwert um das 2- bis 3-fache ubersteigen
(ALLEN und KOLD, 1988; HULTEN et al., 2002; FEIGE et al., 2003; JACOBSEN et
al., 2005a). Chirurgische Eingriffe steigern den Plasmafibrinogenspiegel (POLLOCK
et al., 2005).

Nachteil des Fibrinogens als APP ist die relativ hohe physiologische Konzentration im
Plasma gesunder Tiere wund der im Vergleich zum SAA geringe
Konzentrationsanstieg. Die Fibrinogenbestimmung kann durch gesteigerten
Verbrauch innerhalb der Gerinnungskaskade zu falsch negativen Ergebnissen
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fuhren, ebenso wie gerinnungshemmende Medikamente auf einige
Bestimmungsmethoden (Koagulationsmethode nach CLAUSS) Einfluss nehmen
kdnnen.

Bei Messung mit der Koagulationsmethode nach CLAUSS (1957) sind die
Konzentrationssteigerungen in den Gruppen 1 und 3 24 Stunden p. OP signifikant,
gefolgt von den Gruppen 2 und 4 48 Stunden p. OP. 7 Tage p. OP zeigen die
Gruppen 2 und 4 weiter steigende Tendenzen, wohingegen die Gruppen 1 und 3
geringere Werte aufweisen als 72 Stunden p. OP. Abgesehen von den
Absolutwerten, sind die Kurvenverldufe nahezu identisch mit den durch die
Hitzeprazipitation gewonnen Ergebnissen.

Eine Ausnahme bildet die Gruppe 4. Deren Fibrinogenwerte Ubersteigen mit der
Methode nach CLAUSS (1957) 7 Tage p. OP die obere Referenzgrenze von 300
mg/ml. Bei Verwendung der Hitzeprazipitation Uberschreiten die Werte die obere
Referenzgrenze von 450 mg/dl bereits 48 Stunden p. OP. Die mit der
Hitzeprazipitation bestimmten Fibrinogenwerte steigen also vor allem bei
Kastrationen mit nachfolgenden Wundheilungsstérungen friher und deutlicher an als
die Werte, welche mit der Koagulationsmethode nach CLAUSS (1957) gemessen
wurden. Ursachen fir die mangelnde Ubereinstimmung wurden bereits in Kap.
2.1.3.3 diskutiert und kdnnen durch veranderter Gerinnungsfahigkeit des Fibrinogens
oder dem Vorliegen von Fibrinogenabbauprodukten wahrend einer Entziindung
erklart werden (HOEGEE-DE NOBEL et al.,, 1988; BRUGMANS et al., 1998;
MISCHKE et al., 2000). Trotz dieser Diskrepanz kann mit beiden Methoden anhand
einer Verlaufskontrolle eine beginnende Entzindungsreaktion spatestens nach 48
Stunden erkannt werden. Der Vergleich der Fibrinogenwerte nach Kastration mit und
ohne Wundheilungsstérung durch JACOBSEN et al. (2005a) ergab ahnliche
Ergebnisse, wie die der Gruppen 3 und 4. Drei Tage nach der Kastration kam es bei
Pferden ohne Wundheilungsstorung zu einem signifikanten Fibrinogenanstieg. Ein
Konzentrationsabfall konnte in dieser Patientengruppe 8 Tage p OP beobachtete
werden, wohingegen bei Pferden mit Wundheilungsstérungen nach Kastration
deutlich erhodhte Fibrinogenwerte gemessen wurden (JACOBSEN et al., 2005a).
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Fibrinogen eignet sich durch die relativ lange Induktionszeit und den eher moderaten
Anstieg besser fir die Verlaufskontrolle eines Entziindungsprozesses bis zur

Genesung als fiir die Diagnostik einer akuten Entziindung.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Diagnostik entzindlicher Erkrankungen unter klinischen Bedingungen gestaltet
sich im Vergleich zur experimentellen Entzindungsinduktion schwierig. Die Messung
der Korperinnentemperatur hat sich erneut als ein wichtiges Hilfsmittel der klinischen
Entziindungsdiagnostik hervorgetan. Das Aufflammen einer akuten Entziindung lasst
sich bis jetzt beim Pferd am sichersten mit einer Verlaufskontrolle der
Kdrperinnentemperatur erfassen.

Unterschiedliche Operationsmethoden und Therapien, sowie Alters-, Rasse- und
Geschlechtsunterschiede beeinflussen die APR. Trotz dieser Widrigkeiten konnten
statistisch signifikante Beobachtungen erzielt werden. Die klassischen Parameter wie
die Gesamtleukozytenzahl, das Differenzialblutbild und die Fibrinogenbestimmung
zeigen zwar im Verlauf deutliche Veranderungen, wie sie wahrend einer
Entzindungsreaktion erwartet werden, allerdings Ubertreffen dabei die Mittelwerte
selten die oberen Referenzgrenzen. Somit sind diese Parameter bei
Einzelmessungen schwierig zu interpretieren.

Wenn es zu einem IL-6 Anstieg nach einem Eingriff kommt, geschieht dies innerhalb
von 6 Stunden, wobei diese Werte das ca. 40-fache des 0-Wertes erreichen. Das
Referenzintervall dieser Untersuchung, gemessen bei 6 gesunden Wallachen betragt
60,9 £ 3,2 IU/ml. Die Werte kehren innerhalb von 24 Stunden zum Ausgangswert
zuruck.

SAA zeigt einen signifikanten Anstieg der Serumkonzentration innerhalb der ersten
12 Stunden. Der Verlauf der SAA-Werte wahrend des Beobachtungszeitraumes zeigt
sich abhangig von der Art des Eingriffes und etwaigen Komplikationen. Sieben Tage
nach einer Arthroskopie sind die Werte innerhalb des Referenzintervalles (0,3 - 2,7
pg/ml), wohingegen sie nach Kastrationen mit anschlieRenden
Wundheilungsstorungen zu diesem Zeitpunkt steigende Tendenzen zeigen.

Haptoglobin steigt wahrend einer Entziindungsreaktion um das 2- bis 3-fache des
Ausgangswertes an (0,6-3,7 mg/ml). Diese Reaktionen sind vor allem in Gruppe 2
und 4 zu beobachten, wahrend in den Gruppen 1 und 3 zum Ende der
Beobachtungszeit ein leichter Abfall erkennbar ist. Aufgrund seines mittelgradigen
Anstiegs wahrend einer Entziindungsreaktion ist es ein moderates APP des Pferdes,
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so dass eine Verlaufskontrolle sinnvoll erscheint, um das Absinken im Falle einer
Heilung bzw. das Ansprechen auf eine Antibiotikatherapie zu erkennen.

Auch Fibrinogen ist ein moderates APP, welches abhangig von der
Bestimmungsmethode und dem Schweregrad der Entzindungsreaktion signifikant
nach operativen Eingriffen ansteigt.

Die Bestimmung von APP in anderen Bereichen der Veterindrmedizin lasst auch ein
weites Einsatzspektrum in der Pferdeheilkunde erwarten. Serum Amyloid A (SAA)
und Haptoglobin (Hp) sind bei Wiederkauern z.B. besser zur Differenzierung
zwischen akuten und chronischen Entzindungen geeignet als hamatologische
Parameter (HORADAGODA et al.,, 1999). Auch in der Bestandsbetreuung von
lebensmittelliefernden Tieren und in groRen Gestlten kann die Bestimmung von APP
einen enormen Beitrag zur Erkennung von latenten Infektionen und
Managementfehlern, z.B. in der Futterung, leisten (KENT und GOODALL, 1991;
LIPPERHEIDE et al., 1998).

Kommt es nach verschiedenen chirurgischen Eingriffen zur Induktion einer
systemischen Akute Phase Reaktion?

Jedes Pferd, welches im Rahmen dieser Studie einer Operation unterzogen wurde,
zeigte eine APR.

Eignen sich Akute Phase Proteine als diagnostische Parameter nach chirurgischen
Eingriffen?

IL-6, SAA, Haptoglobin und Fibrinogen eignen sich als diagnostische Parameter. IL-6
steigt besonders nach laparoskopischem Verschluss des Milz-Nieren-Raumes an. Da
aber der Bioassay zur Bestimmung von IL-6 noch keine schnelle Bestimmung
(Testdauer mind. 3 Tage) zulasst, ist eine klinische Diagnostik und Differenzierung
der ablaufenden Entziindungsreaktion am besten mit der Bestimmung eines major
APP (SAA) und eines oder mehrerer moderater APP (Hp und Fib) durchfihrbar. SAA
reagiert innerhalb von 12 Stunden mit einem deutlichen Anstieg. In Kombination mit
Fibrinogen und/oder Haptoglobin zeigen sinkende Werte 72 Stunden p. OP einen
unkomplizierten Heilungsverlauf an, wahrend bei Tieren mit Wundheilungsstérungen
Haptoglobin und SAA weiter ansteigen. Daneben unterstreichen die vorliegenden
Untersuchungen die Bedeutung der Kontrolle der Kérpertemperatur beim Pferd.
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Ist die Akute Phase Reaktion abhéngig von der Art des Eingriffes?

Unterschiede der APR zeigen sich zwischen den einzelnen Eingriffen bezuglich der
IL-6-Konzentration, SAA, Haptoglobin und Fibrinogen. IL-6 zeigt einen signifikanten
Anstieg nach laparoskopischem Verschluss des Milz-Nierenraumes. SAA und
Haptoglobin steigen in den Gruppen 2 und 4 héher an als in den Gruppen 1 und 3.
Insbesondere die Bestimmung von SAA zeigt deutliche Gruppenunterschiede. Bei
der Bestimmung von Fibrinogen zeigen sich 72 Stunden nach dem Eingriff steigende
Werte in den Gruppen 3 und 4, wahrend sie in den Gruppen 1 und 2 sinken. Dies
spricht fur eine Abhangigkeit der APR von der Art und Lokalisation des Eingriffes.
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Haptoglobin und Fibrinogen
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6 SUMMARY

Diagnosis of inflammation in clinical environment is more difficult than recognizing
inflammatory changes induced under experimental conditions. Determing the body
temperature has again proven to be an important tool in inflammatory diagnosis
under clinical conditions. The rise of an acute inflammation after surgery is monitored
in the best way by measuring the body temperature in its timecourse.

The APR is influenced by age, race and gender, as well as by different surgical
procedures and therapies. Despite this adverse circumstances statistical significant
observations were made. Parameters such as WBC-Count, differential blood cell
count and determination of fibrinogen show changes in the postoperative period, like
they were exspected to, but the mean values exceeded the upper reference ranges
rarely. For that reason interpretation of a single measurement of these parameters is
difficult.

If there is an elevation in IL-6 concentration post surgery, the increase is seen within
6 hours post surgery and the values return to baseline levels within 24 hours post
surgery. The reference range in this investigation is 60,9 £ 3,2 IU/ml, measured in 6
healthy geldings. The total observed increase is approximately 40 times the baseline
value.

SAA increases significantly within the first 12 hours post surgery. The course of the
SAA concentration in the post surgical period depends on the kind of surgery and
eventual complications. The SAA concentration decreases and reaches the reference
range (0,3 - 2,7 pg/ml) within 7 days after arthroscopy, while it shows an increase at
this point in horses after castration followed by postsurgical complications (group 4).

Haptoglobin concentration rises after surgery within 48 hours 2 to 3 times of the
baseline values (0,6-3,7 mg/ml). This reaction is especially seen in groups 2 and 4,
while groups 1 and 3 show decreasing values at the end of the observation period.
Haptoglobin is for that reason a moderate APP of the horse. It seems to be a useful
parameter for monitoring recovery or the usefulness of an antibiotic therapy.
Appealing to therapy would be seen in decreasing haptoglobin values.

Fibrinogen is also an moderate APP of the horse. Its plasma concentration increases
significant within 24 to 48 hours post surgery, while the total amount of increase
depends on the measuring method and the surgical procedure.
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The use of APP in other veterinary branches lets expect an great share in equine
medicine in the future. SAA and haptoglobin are for example more useful in
differentiating between acute and chronic inflammation in cattle than hematologic
parameters (HORADAGODA et al., 1999). In herd surveillance of food animals and in
studfarms the determination of APP’s support the recognition of latent stage
infections or management mistakes, for example in feeding (KENT und GOODALL,
1991; LIPPERHEIDE et al., 1998).

Is the equine acute phase reaction induced by different surgical procedures?

Every horse enrolled in this investigation that underwent a surgical procedure
showed an acute phase reaction.

Are acute phase proteins siutable diagnostic parameters after surgical intervention?

IL-6, SAA, haptoglobin and fibrinogen are valueable diagnostic tools in horses. As the
dermination of IL-6 lasts 3 days, it can not be used for clinical diagnosis and
differentiation of an occuring inflammation. For that case determing an major (SAA)
and an moderate APP (haptoglobin and fibrinogen) is an possibility. SAA reacts
within 12 hours with an distinct increase. Decreasing values 72 hours post surgery
show, in combination with fibrinogen and/or haptoglobin, a uncomplicated course of
regeneration, while in animals with complication in recovery SAA and haptoglobin
increase furthermore. This investigation shows once more the importance of
controlling body temperature in the horse.

Is the acute phase reaction depending on the kind of surgery?

The different surgical procedures investigated here show differences refering IL-6
concentration, SAA, haptoglobin and fibrinogen. IL-6 increases in particular after
laparoscopic closure of the spatium lieno-renale. SAA and haptoglobin show an
higher increase in groups 2 and 4 than in groups 1 and 3. Particularly determing SAA
shows significant different reaction regarding the surgical procedure. Fibrinogen
increases 72 hours post surgery in group 3 and 4, while sinking values can be
observed in group 1 and 2. This supports the suggestion that the APR after surgery
is depending on the kind and localisation of the procedure.
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8 ANHANG
Tab I: klinische, hamatologische und serologische Parameter der Referenzgruppe (n=50)
Parameter Stuten Hengste Wallache Gesamt
X 39 37 39 38
Puls min™
SD 4 5 6 5
X 13 14 15 14
Atmung min™
SD 3 3 8 4
. X 37,7 37,6 37,7 37,6
Temperatur in
°C
SD 0,2 0,2 0,3 0,2
WBC (ABC) x X 8,35 8,29 6,91 8,03
10°
SD 1,23 1,32 1,02 1,34
HKT (ABC) in X 32,0 33,2 35,1 33,2
4 SD 4.8 4.5 4,0 4.5
PLT (ABC) x X 109 131 113 121
9
10 SD 41 47 43 45
Lymphozyten X 24 27 35 28
H 0,
(ABC) in % sD 5 10 7 9
Monozyten X 4 5 6 5
H o)
(ABC) in % sD 1 2 1 1
PNG (ABC) in X 72 68 59 67
0,
% SD 5 11 8 10
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Lymphozyten X 1,9 2,2 2,4 2,2
(ABC) x 10°
SD 05 0,9 0,6 08
Monozyten X 03 0,4 0,4 0,3
9
(ABC) x 10 sD 0,1 0,2 0,1 0,1
PNG (ABC) x X 6,1 57 4,2 55
9
10 SD 1 1,2 0,9 1,3
X 35,8 37,4 33,5 36,2
HKT (QBC) I/
SD 5,2 4,9 4,2 5,0
WBC (QBC) x X 8,14 8,23 7,12 7,98
10°
SD 1,08 1,27 0,97 1,2
PNG (QBC) x X 5,33 5,27 4,1 5,05
9
10 SD 1,15 1,2 0,69 1,19
PNG (QBC) in X 65 64 58 63
0,
% SD 7 12 7 10
LM (QBC) x X 2,82 2,94 2,96 2,91
10°
SD 0,48 1,2 08 0,94
LM (QBC) in X 35 36 42 37
o,
% SD 7 12 7 10
PLT (QBC) x X 174 225 187 202
9
10 SD 24 71 42 59
X 290 293 266 287

Fibrinogen
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(QBC) mg/d| SD 43 43 25 41
Fib. (CLAUSS) X 182 187 175 183
in mg/dl sD 31 30 18 28
X 67,1 68,0 62,6 66,7
TPPin g/l
SD 5,0 4.4 3,4 4,8
X 36,1 34,2 31,5 34,3
Albumin in g/l
SD 2,9 2,8 3,3 3,3
X 31,1 33,7 31,1 32,4
Globulin in g/l
SD 5,2 5,1 5,1 52
Haptoglobin X 1,76 1,12 1,12 1,31
mg/ml sD 0,62 0,37 0,68 0,59
Tab Il : Pulswerte der Gruppen 1, 2 und 3 in min™ im Vergleich
Gruppe 0-Wert |6 h 12 h 24 h 48 h 72 h 6./7.d
1 X 37 39 38 36 37 36 36
SD 6 5 5 4 6 4 3
n= 24 15 23 24 24 23 4
2 X 38 38 37 36 37 37 29
SD 7 5 7 4 5 4 2
n= 25 17 23 25 24 22 4
3 X 40 40 39 39 37 38 39
SD 5 7 6 5 5 5 5
n= 30 25 29 31 30 27 6
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Tab lll: Atemfrequenz der Gruppen 1, 2 und 3 in min™" im Vergleich
Gruppe 0-Wert |6h 12 h 24 h 48 h 72 h 6./7.d
1 X 11 12 11 10 11 11 12
SD 2 2 2 1 3 3 3
n= 24 15 23 24 24 23 4
2 X 11 11 11 10 10 9 10
SD 2 2 2 1 2 1 2
n= 25 17 23 25 24 22 4
3 X 13 12 12 13 13 12 20
SD 4 4 5 6 7 4 10
n= 29 25 29 31 30 27 6
Tab IV: Kérpertemperatur der Gruppen 1, 2, 3und 4 in °C
Gruppe 0-Wert |6h 12 h 24 h 48 h 72h 6./7.d
1 X 374 37,5 38,1 37,7 37,5 37,5 37,6
SD 0,3 0,3 0,4 0,6 0,3 0,3 0,3
n= 22 13 21 24 24 22 4
2 X 37,3 37,6 38,1 37,8 37,6 37,5 37,5
SD 0,5 0,5 0,6 0,5 0,6 0,6 0,2
n= 23 13 22 24 23 22 4
3 X 37,5 37,7 38,2 38,1 37,8 37,8 37,9
SD 0,3 0,4 0,5 0,6 0,4 0,5 0,2
n= 29 24 27 31 30 26 6
4 X 38,3 38,3 38,3 38,9 38,6 38,6 39
SD 0,2 0,4 0,5 0,4 0,6 0,6 0,7
n= 12 12 11 12 12 12 11
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Tab V: HKT der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in % gemessen mit VetABC (ABX Hématologie,
Montepellier/Frankreich)

Gruppe 0-Wert |6h 12 h 24 h 48 h 72 h 6./7.d

1 X 33,48 29,53 34,1 35,1 34,87 35,51 34,03
SD 6,54 5,36 4,33 4,54 4,66 4,58 2,04
n= 22 22 22 23 23 22 3

2 X 37,62 32,52 35,64 34,17 34,21 33,78 30,04
SD 6,59 5,39 6,3 5,57 4,8 4,57 3,55
n= 27 27 27 27 26 24 5

3 X 35,88 30,3 34,25 34,56 34,8 34,62 29,5
SD 6,05 4,65 5,51 5,64 5,88 6,89 5,65
n= 30 30 29 30 29 26 6

4 X 36,87 36,02 36,2 37,39 33,23 31,45 |31,26
SD 3,3 4,32 4,18 4,15 4,57 4,56 [4,85
n= 12 12 11 12 12 12 12

Tab VI: PLT der Gruppen 1, 2, 3und 4 in x*10%/L

Gruppe 0-Wert |6h 12h 24 h 48 h 72 h 6./7.d

1 X 116 116 121 122 109 121 117
SD 38,8 67,1 34,4 28,8 27,4 84,2 68,6
n= 22 22 22 23 23 23 3

2 X 151 127 142 133 131 129 135
SD 41,9 37,1 43,4 43,8 43,7 45,6 49,7
n= 27 27 27 27 26 24 5

3 X 144 141 166 145 139 146 169
SD 49,5 47,4 80,7 48,3 50,5 72 43
n= 30 30 29 30 29 26 6
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4 X 160 202 196 198 150 140 167
SD 33,8 46,7 38,4 40,6 30,8 21,5 29,7
n= 12 12 11 12 12 12 12
Tab VII: Gesamtleukozytenzahl der Gruppen 1, 2, 3 und 4 x*10°/L
Gruppe 0-Wert |6h 12 h 24 h 48 h 72 h 6./7.d
1 X 6,13 7,05 8,54 8,57 7,78 7,03 7,73
SD 1,43 2,04 2,28 2,24 1,98 1,95 2,44
n= 22 22 22 23 23 23 3
2 X 6,93 7,01 8,89 8,64 8,2 6,96 6,74
SD 1,56 1,68 2,19 2,11 2,25 1,4 1,03
n= 27 27 27 27 26 24 5
3 X 7,37 8,46 9,83 10,04 9 7,62 8,22
SD 1,77 2,32 2,59 2,58 2,19 1,72 1,89
n= 30 30 29 30 29 26 6
4 X 10,94 13,84 14,89 |14,81 14,6 13,42 12,81
SD 1,59 2,22 2,46 2,45 2,62 2,74 1,8
n= 12 12 11 12 12 12 12
Tab VIII: Granulozytenzahl der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in x*10%
Gruppe 0-Wert |6h 12h 24 h 48 h 72 h 6./7.d
1 X 4,2 5,6 7 7 5,8 5 5,1
SD 1,2 1,8 2,2 2,1 1,7 1,7 1,9
n= 22 22 22 23 23 23 3
2 X 5,2 58 7,7 7,3 6,5 54 5,1
SD 1,5 1,6 2,1 1,9 21 1,3 1,6
n= 27 27 27 27 26 24 5
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3 X 5 6,7 8,1 8 6,6 55 54
SD 1,2 1,7 2,3 2,1 1,9 1,5 0,9
n= 30 30 29 30 29 26 |6
4 X 6,7 10,5 11,5 10,8 10,7 9,7 |91
SD 1,2 1,9 2,4 2 2,5 26 (1,7
n= 12 12 11 12 12 12 |12

Tab IX: segmentkernige neutrophile Granulozytenzahl der Gruppen 1, 2, 3und 4 in x*10%/I

Gruppe 0-Wert |6h 12h 24 h 48 h 72 h

1 X 34 5,0 6,2 6,4 5,2 4,0
SD 1,1 1,5 2,5 2,3 1,7 1,8
n= 21 21 20 21 21 20

2 X 4,6 5,1 6,9 6,8 5,8 4,2
SD 1,4 1,8 3,4 3,3 2,3 1,9
n= 27 26 26 26 26 24

3 X 4,1 5,5 6,7 7,5 6,3 4,1
SD 0,9 1,3 1,9 2,7 2,2 2,6
n= 18 18 81 18 18 15

4 X 5,5 8,8 9,3 8,2 9,1 8,0
SD 1,3 1,8 3,6 3,0 2,7 3,1
n= 12 12 12 12 12 12

Tab X: stabkernige neutrophile Granulozytenzahl der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in x*10%/1

Gruppe O-Wert |6h 12 h 24 h 48 h 72h

1 X 31,2 264,5 237,1 111,5 51,9 41,7
SD 66,6 370,6 283,8 212,0 78,2 72,2
n= 21 21 20 21 21 21
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2 X 65,2 361,4 665,1 334,3 149,4 67,1
SD 88,4 301,0 581,0 377,6 233,7 96,4
n= 27 26 26 26 26 24
3 X 55,9 373,2 481,2 90,9 84,4 51,9
SD 116,7 351,9 538,9 145,8 124,3 82,0
n= 18 18 18 18 18 18
4 X 157,1 638,8 762,0 348,7 273,1 250,4
SD 112,2 557,2 548,9 292,9 126,7 337,6
n= 12 12 12 12 12 12
Tab XlI: Lymphozyten in den Gruppen 1, 2, 3 und 4 in x*10°/L
Gruppe 0-Wert |6h 12 h 24 h 48 h 72 h 6./7.d
1 X 1,8 1,2 1,3 1,3 1,7 1,8 24
SD 0,5 0,5 0,5 0,5 0,6 0,5 0,5
n= 222 22 22 23 23 23 3
2 X 1,5 1 0,9 1,1 1,4 1,3 1,5
SD 0,4 0,3 0,3 0,4 0,5 0,4 0,7
n= 27 27 27 27 26 24 5
3 X 2,1 1,4 1,4 1,6 2 1,8 24
SD 1 0,8 0,7 0,7 0,8 0,7 1
n= 30 30 29 30 29 26 6
4 X 3,6 2,8 2,6 3,3 3,3 3,2 3,2
SD 0,7 0,6 0,6 0,6 0,6 0,7 0,7
n= 12 12 11 12 12 12 12
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Tab XIlI: Monozytenzahl der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in x*10%/L
Gruppe 0-Wert |6h 12 h 24 h 48 h 72 h 6./7.d
1 X 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3
SD 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
n= 22 22 22 23 23 23 3
2 X 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2
SD 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1
n= 27 27 27 27 26 24 5
3 X 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4 0,3 0,4
SD 0,2 0,4 0,3 0,3 0,3 0,1 0,2
n= 30 30 29 30 29 26 6
4 X 0,7 0,6 0,7 0,7 0,6 0,6 0,5
SD 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
n= 12 12 11 12 12 12 12
Tab XIlI: Totalplasmaprotein der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in g/l
Gruppe 0-Wert |6h 12 h 24 h 48 h 72 h 6./7.d
1 X 65,4 63,4 69,9 68,3 66,9 66,8 64,3
SD 4,4 6,3 4,8 53 4,3 53 4,2
n= 21 20 20 21 21 20 3
2 X 69,6 66,4 67,5 67,6 66,7 67,5 64,2
SD 5,6 7 6,7 7,3 6,1 6,1 6
n= 22 23 23 23 22 20 4
3 X 65,7 66,9 72,2 71,9 69,9 70,7 70,9
SD 4,5 6,3 7 57 6,4 6,9 7
n= 29 29 28 29 28 25 6
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4 X 72,4 76,7 76,2 77,6 74,5 75,3 78,8
SD 3,8 3,7 3,1 3,8 3,3 3,3 5,3
n= 12 12 11 12 12 12 12
Tab XIV: Albuminkonzentration der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in g/L
Gruppe 0-Wert |6h 12 h 24 h 48 h 72 h 6./7.d
1 X 33,5 32,4 36,1 35,7 34,3 33,9 33,8
SD 2,7 3,2 2,7 4 2,3 2,7 25
n= 21 20 20 21 21 20 3
2 X 33,2 31,6 33,2 32,2 31,2 30,9 26,1
SD 55 5,9 6,3 6 55 57 7
n= 22 23 23 23 22 20 4
3 X 32,2 32,7 35,2 34,5 32 32,1 28,1
SD 4.4 4.1 5,2 4,8 4,8 4,2 49
n= 29 29 28 29 28 25 5
4 X 32,8 35,2 36,2 35,4 33,1 32,8 32,6
SD 2,6 2,9 2,9 2,6 2,6 24 2,8
n= 12 12 11 12 12 12 12
Tab XV: Globulinkonzentration der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in g/L
Gruppe 0-Wert |6h 12h 24 h 48 h 72 h 6./7.d
1 X 31,8 31,1 33,8 32,5 32,6 32,9 30,4
SD 4,6 6 4,1 4 3,9 4,9 3,2
n= 21 20 20 21 21 20 3
2 X 36,3 34,9 33,2 35,4 35,5 36,6 38
SD 7 7,1 8,9 6,7 5,9 6,5 6,7
n= 22 23 23 23 22 20 4
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3 X 33,4 34,2 37 37,3 37,9 38,5 42,5
SD 55 7,6 9,5 7,5 8 8,7 6,3
n= 29 29 28 29 28 25 6

4 X 39,5 41,5 40 42,2 41,3 42,5 46,2
SD 4,3 4,7 4,2 4,3 4,3 4,2 6,9
n= 12 12 11 12 12 12 12

Tab XVI: SAA-Konzentration der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in pg/ml

Gruppe 0-Wert |6h 12 h 24 h 48 h 72h 6./7.d

1 X 2,8 5,0 27,7 138,7 210,4 173,1 1,4
SD 9,5 9,5 19,4 93,7 147,7 145,2 4
n= 20 20 20 20 20 20 4

2 X 22,3 24,2 68,1 199,1 275,6 302,5 121,2
SD 54,3 51,3 64,6 143,8 194,9 196,3 206,1
n= 21 21 21 21 20 18 4

3 X 9,7 10,6 34,6 173,9 250,0 233,0 80,6
SD 42,0 40,6 43,4 135,6 173,4 195,5 101,8
n= 27 27 26 27 24 23 6

4 X 0,7 1,5 6,9 107,3 203,8 250,7 2147
SD 0,2 1,2 5,9 77,7 128,5 176,6 259,0
n= 12 11 12 12 12 12 12

Tab XVII: Fibrinogenkonzentration (CLAUSS) der Gruppen 1, 2, 3 und 4 in mg/dI

Gruppe 0-Wert |6h 12 h 24 h 48 h 72 h 6./7.d

1 X 172 170 186 214 239 234 207
SD 30 30 31 33 45 46 32
n= 24 23 23 24 24 24 4
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2 X 212 212 218 249 289 295 255
SD 30 50 40 46 80 72 9
n= 25 25 24 25 23 22 4

3 X 191 195 206 241 267 275 285
SD 40 50 47 43 53 65 43
n= 31 31 30 31 30 27 6

4 X 229 240 235 265 307 324 372
SD 37 43 26 49 41 54 84
n= 12 12 11 12 12 12 11

Tab XVIII: Fibrinogenkonzentration (VetQBC) der Gruppen 1, 2,3 und 4 in mg/dl

Gruppe 0-Wert |6h 12h 24 h 48 h 72 h 6./7.d
1 X 249 240 271 312 333 333 318
SD 42 39 43 51 55 55 47
n= 24 22 23 24 24 24 4
2 X 322 303 328 354 414 409 361
SD 52 56 57 61 81 90 48
n= 27 27 27 27 26 24 5
3 X 288 282 303 351 380 413 421
SD 89 101 96 76 98 89 62
n= 31 31 29 31 30 27 6
4 X 353 391 396 446 505 536 588
SD 48 74 85 54 55 73 170
n= 12 12 11 12 12 12 12
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Tab XIX: Haptoglobinwerte der Gruppe 1, 2, 3 und 4 in mg/ml
Gruppe 0-Wert |6 h 12 h 24 h 48 h 72 h 6./7.d
1 X 1,7 1,3 1,6 2,1 2,9 3,2 25
SD 0,8 0,8 0,9 1 1,5 1,6 1,1
n= 24 23 23 24 24 24 4
2 X 2,6 24 2,6 3,3 4,2 4,4 4,9
SD 1 0,9 0,8 1,1 1,5 1,8 3,1
n= 27 27 27 27 26 23 5
3 X 1,8 1,7 2 25 3,3 3,7 3,2
SD 0,9 1,1 1 1 1,3 1,7 1,1
n= 31 31 30 31 30 26 6
4 X 2,5 2,5 2,5 3 35 4,1 4,8
SD 0,3 0,5 0,5 0,5 0,6 0,6 0,8
n= 12 12 11 12 12 12 12
Tab XX: Interleukin-6 der Gruppen 1, 2 und 3 in IU/L
Gruppe 0-Wert |6h 12h 24 h 48 h 72 h 6./7.d
1 X 58,9 115,6 107,2 68,5 57,8 50,6 16,5
SD 41,3 123,8 90,7 59,1 39,6 32,1 10,6
n= 10 9 9 10 10 9 2
2 X 86,6 780,2 537,5 203,9 110,8 146,4 82,7
SD 44,6 664,6 162,1 125,7 50,5 1241 37,8
n= 11 11 11 11 10 8 3
3 X 80,6 126,3 154,3 144,2 116,8 72,6 13
SD 79,3 97,7 93,1 131,9 1247 63,5 3,6
n= 9 9 8 9 9 7 3
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