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Einleitung

Die chronisch obstruktiven Pneumopathien (COPD) des
Pferdes sind schon sehr lange bekannt (Aristoteles, 333
v. Chr.) und auch heute noch haufig Grund für die Un-
brauchbarkeit von Pferden (Gerber, L973, Gutekunst, 1977,
British Equine Wterinary Association, L965, Bouhon et al.,
1983, Butler und Armbruster, 1984). Das klinische Bild wird
meistens durch eine chronische Bronchitis und Bronchioli-
tis (Hall und Stark, 1983, Thurlbeck und Lowell, 1964, Ger-
ber, 1973) geprägt. Seltener findet man ein alveoläres Em-
physem, meistens im Zusammenhang mit einer Bronchi-
tis/Bronchiolitis (Hall und Stark, 1983, Thurlbeck, und Zo-
uell, 1964, Alexander, 1959), aber auch alleine auftretend
(Gillespie et al.,1964). Schließlich können auch interstitielle
Pneumopathien, ähnlich der menschlichen,,farmer's lung"
(Pauli er al., 1972, Thurlbeck und Lowell, 1964), zusammen
mit einer Bronchitis/Bronchiolitis vorkommen (Pauli et
al., 1972).
Die Tracheobronchoskopie hat seit ihrer Einführung
durch Cook (1974) und Fischer (1980) neue Dimensionen in
der klinischen Erfassung und Beurteilung von Atemwegs-
erkrankungen der Pferde eröffnet. Einen anderen sich dar-
aus ergebender Aspekt stellt die Analyse von auf diese Art
und \Weise einfach und sicher gewinnbarem Tracheo-
bronchialsekret dar. Am häufigsten und am genauesten un-
tersucht sind bisher die zelluläre Zusammensetzung und
der Gehalt an Mikroorganismen. Veniger bekannt sind
biochemische Parameter im Tracheobronchialsekret von
Pferden.
Bei Pferden mit COPD findet man eine Ansammlung von
Entzündungszellen im Tracheobronchialsekret; in erster
Linie sind Neutrophile (Scbatzmann et al., 1972, Hajer,
L979, Nuytten et a1.,1983, Beech, 1975, Deconto,1983), even-
tuell Eosinophile und Basophile (Schatzmann et al., 1972,
Beecb, 1975) zu nennen. 'Weiterhin 

wäre eine Zunahme der
Makrophagen, analog zrr Raucherbronchitis des Men-
schen (Rqtnolds und Merrill, L980), denkbar.

Neutrophilenansammlungen werden vor allem mit bakte-
riellen Infektionen in Zusammenhang gebracht; Neutro-
phile sind aber z. B. auch die Effektorzellen der Typ III
Üb...-pfindlichkeitsreaktio nen (Hanna et al., 1982). An-
häufungen von Basophilen und Eosinophilen sind Kennzei-
chen von lokalisierten Typ I Uberempfindlichkeitsreaktio-
nen - die Eosinophilen sind an der Steuerung der Funktio-
nen der Basophilen beteiligt (Hanna et al., 1982). Lympho-
zyten bilden Antikörper, sind verantrÄ/ortlich für die zell-
vermittelte Immunität und sind die Effektorzellen der Typ
ry Üb.r.-pfindlichkeit (Spätreaktion) (Hanna et al.,
1982). Alveolarmakrophagen sind in den Luftwegen bei
starker Staubbelastung, z. B. beim Zigarettenrauchen, ver-
mehrt (Rqnolds und Merrill, 1980).
Die Ansammlung von Entzündungszellen wird durch Che-
motaxine gesteuert. Proteasen können hier z. B. über die
Komplementaktivierung (Larsen et al., t983) beteiligt sein.

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde Proteaseaktivität in Tracheobron-
chialsekreten von Pferden mit COPD bestimmt und dem Schwere-
grad der Erkrankung und der zytologischen Zusammensetzung der
Sekrete gegenübergestellt. Veiterhin wurden die Sekrete bakteriolo-
gisch untersucht. Proteaseaktivität war in Tracheobronchialsekre-
ten von Pferden mit mittel- und mit hochgradiger COPD haufiger
nachzuweisen als in denen von Pferden mit leichtgradiger COPD.
Elastaseaktivität dagegen konnte nicht gefunden werden. Protease-
aktivität korrelierte außerdem mit den Mengen der Neutrophilen in
den Sekreten. Auch diese waren bei Pferden mit mittel- und hoch-
gradiger COPD erhöht. Diese Anhäufung von Neutrophilen stand
in den meisten Fällen aber nicht mit bakteriellen Infektionen in Zu-
sammenhang. Die Proteaseaktivität scheint zslar endogenen Ur-
sprungs zu sein, da keine Beziehung zu Mikroorganismen hergestellt
werden konnte. Sie stammt aber höchstwahrscheinlich nicht aus
den Neutrophilen. In vielen Sekreten waren nämlich gleichzeitig
Proteaseaktivität und Aktivitäten von Inhibitoren, die die Protease
aus Neutrophilen neutralisieren, vorhanden.
Die Neutrophilen könnten vielleicht als Effektorzellen immunolo-
gischer Reaktionen fungieren. Als eine der möglichen, denkbaren
Bedeutungen der Proteaseaktivität in bezug auf Pathomechanismen
der COPD wäre die Ausübung oder Produktion chemotaktischer
Aktivität für Neutrophile zu nennen.

Protease activity in tracheobronchial secretions of horses with
COPD and its relevance for pathogenesis

Protease activity was determined in tracheobronchial secretions of
horses with COPD. The results were compared with the severity of
the clinical symptoms and with the cell content of the secretions.
Protease activity was found more frequently in aspirates of horses
with severe COPD. Protease activity was also correlated with the
amount of neutrophils in the secretions. The increased number of
neutrophils in aspirates of severely affected horses was in most cases
not related to bacterial infections. Elastase activity, however, could
never be demonstrated in tracheobronchial secretions. No interde-
pendency between protease activity and the content of protease pro-
ducing microorganisms in tracheobronchial secretions could be
observed. Therefore it is assumed that the protease activity is of en-
dogenous origin. However, it is unlikely that the protease(s) origi-
nates from neutrophils, since inhibitory activity for neutrophil pro-
teases was found simultaneously with protease activity in bronchial
secretions. It is conceivable that the protease(s) produces chemotac-
tic activity for neutrophils and that neutrophils could represent ef-
fector cells of immune reactions.
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COPD leichtgradig mittelgradig hochgradig

Vorbericht Nasenausfluß, (ev.) Husten bei Belastung und/oder im Stall, ev. Leistungsabfall

Ruheatemf requenz

Atemtyp

Auskultation unter LobelinR

Husten

POz
Lungengrenzen

Endoskopie:
- Schleimmenge
- Schleimkonsistenz

- Sonstiges

Arbeitsprobe:
- Nasenausfluß
- Husten
- Erholungswerte

normal

leicht betonte Exspiration

rassetn

rauh und produktiv

um 90

normal

wenig - mäßig
flüssig

wenig
eventuell
ev. normal

ev. erhöht

abdominal betonte Exspiration

rasseln, giemen, krepitieren

mehr oder weniger rauh

85 oder darunter

normal oder leicht erweitert

mäßig - viel
entweder flüssig und im See
angeordnet oder zäh

mittel
MEISI

ev. verzögert

erhöht

deutlich abdominal betonte
Exspiration

rasseln, giemen, krepitreren

eher trocken, kraftlos

B0 und darunter

meist erweitert

mäßig - viel
zäh, klebend

Schleimhautknötchen

viel
rmmer
verzögert

Tab. 1: Kri terien für die Gruppierung der Pferde mit COPD (modif iziert nach Fischer 1980)

\Teiterhin wird der Virkung von Proteasen bei den chro-
nischen Lungenleiden des Menschen eine bedeutende pa-
thophysiologische Rolle beigemessen. Hauptstütze dieser
Annahme ist einmal der genetisch determinierte, homozy-
gote al-Antitrypsinmangel des Menschen - a,-Antitryp-
sin ist einer der wichtigsten Plasma-Proteaseinhibitor en (l a"
noff, 1983). Patienten mit diesem Mangel leiden sehr häufig
an einem panlobulären, alveolären Lungenemphysem (Lau-
rell und Eriksson, t964). Hierbei, so nimmt man an, ist die
Regulierung besonderer Proteasen, nämlich Elastasen,
durch Proteaseinhibitoren nicht mehr gewährleistet. Somit
können die Elastasen das elastische Bindegewebe der Lunge
angreifen Uonoff, 1983). Zum anderen ist es möglich, ein
alveoläres Lungenemphysem experimentell durch intratra-
cheale Applikation von elastolytischen Enzymen zv erzeu-
gen (Gross er al., L965). Als drittes Beispiel der pathophy-
siologischen Bedeutung von Proteaseaktivität in der Ent-
wicklung von chronischen Pneumopathien wird das Rau-
chen angeführt. Zigarettenrauch bewirkt die Ansammlung
protease-(elastase-) produzierender Zellen, insbesondere
von Makrophagen und Neutrophilen, in den Luftwegen
und Alveolen (lanoff, 1983). So entstandene freie Proteasen
könnten im Bereich der Bronchien und Bronchiolen ent-
zündliche Veränderungen und im Bereich der Alveolen
Lun genemphysem mitbewirk en (Th urlbeck, t9 82).
DasZiel unserer Arbeit war es, das Auftreten von Protease-
aktivität im Tracheobronchialsekret von Pferden mit
COPD dem klinischen Zustand und den zytologischen Er-
gebnissen gegenüberzustellen. Vir erhofften uns, auf diese
An und \üü'eise Faktoren zu finden, die in bezug auf die Pa-
thomechanismen der COPD relevant sein könnten.

Methodik

Trach e o br on cb ial s e k r etunter s u ch un g
Tracheobronchialsekret wurde anläßlich der Bronchosko-
pie (Cook, 1974, Fischer, 1980) von 104 Patienten mit der
klinischen Diagnose ,,COPD" entnommen. Die Broncho-

skopie fand im Rahmen des untersuchungsganges für
Atemwegserkrankungen statt, der von der Klinik für Inne-
re Medizin durchgeführt wurde. Dabei wurde bei allen
Pferden nach einem gleichen Schema vorgegangen und die
Tiere, wenn das möglich war) in Gruppen nach dem
Schweregrad der Erkrankung eingeteilt. Die wichtigsten
Kriterien dafür sind in Tabelle 1 stichwortartig zusammen-
gefaßt. Nicht alle Tracheobronchialsekrete wurden mit je-
dem einzelnen der im folgenden beschriebenen Tests ge-
prüft, da die Tests zum Teil erst eingeführt wurden, als die
tlntersuchung schon angelaufen war.

Sekretentnabme:
Das Tracheobronchialsekret wurde mittels einer sterilen
Sonde mit aufgesetzter steriler Spritze entommen. Die Son-
de wurde durch den Instrumentierkanal des Bronchoskops
unter Sichtkontrolle in einen Schleimsee in der Trachea ge-
taucht und das Sekret abgesaugt. Bei Pferden ohne Sekret
in der Trachea oder wenn nur sehr wenig oder nur extrem
zähes Sekret vorhanden war, wurde keine Spülung vorge-
nommen, weil dieses Material mit dem direkt entnomme-
nen Sekret nicht vergleichbar ist. Das Bronchoskop wurde
nach jedem Gebrauch mit Alkohol gereinigt und dann für
20 Min. in Desinfektionslösung getaucht. Der Instrumen-
tierkanal wurde zusätzlich mit Desinfektionslösung behan-
delt.

Sekretaufarbeitung
Ein Teil der Untersuchungen (Zytologie und Bakteriolo-
gie) wurde mit nicht behandeltem (nativem) Sekret ausge-
ftihrt. Für die übrigen Untersuchungen wurde das Tra-
cheobronchialsekret zentrifugiert (50 000 x g für a5 Min.)
(Rasche und Ulmer, l97l) und der Uberstand (Solphase)
verwendet. Einzelne Bestimmungen (Proteasenachweis)
wurden auch mit Sedimenten (Gelphasen) durchgeführt.
Sol und Gel wurden entweder sofort verwendet oder bis
zur Bearbeitung eingefroren (- 20" C). Mit Ausnahme
von einer Llntersuchung, bei der das Sol von 2 Tracheo-
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bronchialsekreten mit einer AmiconR IJM 2 Membran ca.
5 x konzentriert wurde, wurden die Überstände ohne vor-
herige Behandlung getestet. Die Sedimente wurden vor den
Llntersuchungen zu gleichen Teilen mit 0,6 Prozent
CTAB-Lösung (in phys. NaCl) vermischt und während ca.
2 Minuten homogenisiert, bis eine gut durchmischte, zäh-
flüssige Suspension entstand (Ohlsson und Tegner, 1975).

Zyto logische Untersuchung
Die zytologischen lJntersuchungen wurden immer von der
gleichen Person im Labor der medizinischen Klinik durch-
geführt. Es wurden Direktausstriche von Tracheobron-
chialsekreten angefertigt und nach May-Grünwald-Giemsa
angefärbt. Beurteilt wurden: Neutrophile, Eosinophile, Ba-
sophile, Lymphozyten, Makrophagen und Epithelzellen.
Die Zellmengen wurden in 8 Abstufungen angegeben:
+ + + * massenhaft, * * * viel, * * mäßigviel, * mä-
ßig, (* ) wenig, ((+ )) selten, (((+ ))) sehr selten, - keine.

Baleterio I o gis cb e (Jn ters uch ung
Diese wurde vom veterinär-bakteriologischen Institut der
Universität Zirich durchgeführt und hatte die Erfassung
von pathogenen und bedingt pathogenen Bakterien (Hajer,
1979) zum Ziel.

Bestimmung der Proteaseaktiaität
rnit ,,Hide powtder azurf" als Substrat:

,,Hide powder azureR" (Calbiochem-Behring) ist ein natür-
liches wasserunlösliches Proteasesubstrat, das mit einem
blauen Farbstoff markiert ist. Durch Proteaseeinwirkung
wird das Substrat solubilisiert. Nach Zentrtfugation kann
man die Menge Farbstoff im Überstand mit dem Photome-
ter bei einer Wellenlänge von 595 nm messen. Das Vorge-
hen ist von Barrett et al. (1979) beschrieben worden. Kurz
zusammengefaßt: Der Ansatz enthielt 180 pl Tris/HCl
Puffer, pH 8,1 (0,1 M Tris, 20 mM CaClr, 0,1 Prozent Brij
35); 30 pl Tracheobronchialsekret-Probe; 120 pl Aqua
dest., 240 pl Substrat-Suspension (12,5 mg Hide powder
azureR pro ml in 0,6 M Sucrose, 0,1. Prozent Brij 35, 0,03
Prozent Toluol). In der Kontrolle war im Testansatz an-
stelle von Tracheobronchialsekret 30 pI Aqua dest. vorhan-
den. Ansatz und Kontrolle wurden im Doppel geführt. Die
Röhrchen wurden auf einem Roller Rack 6 Stunden bei
37o C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
300 pl kaltem Aqua dest. pro Röhrchen gestoppt und so-
fort zentrifugiert (waren die Proben Solphasen: 1600 x g
während 5 Min., waren sie Gelph?.sen: 50 000 x g wäh-
rend 20 Min.). Die Extinktion des Uberstandes wurde bei
595 nm gegen Aqua dest. abgelesen.
Bei der Auswertung des Tests wurden die Werte der Blanks
von denen der Proben abgezogen und die Proteaseaktivität
in A E5e5 ausgedrückt. Alle 'S?'erte von Tracheobronchial-
sekretproben, die unter AEsss: 0,100 lagen (das ent-
spricht ungefähr dem doppelten bis dreifachen 'Sü'ert der
Blanks), wurden als fragliche Proteaseaktivität beurteilt.

Elastasenaclnpeis mit dem ,,Plate dssay":
'!V'ir verwendeten einen modifizierten (u. Fellenberg et al.,
1985) Assay nach Sbarra et al. (1960). Es wurden doppel-

schichtige Agaroseplatten hergestellt. (Untere Schicht: 1,5
Prozent Agarose in 0,1 M Tris/HCl Puffer, pH 8,8; 12 ml
pro Petrischale. Obere Schicht: 0,25Prozent Elastin (Sigma
No E-1625) in 1,5 Prozent Agarose/Tris Puffer, 7 ml pro
Platte.) Für den Elastaseassay wurden Löcher von 8 mm
Durchmesser in die Platten gestanzt und mit je 130 pl Pro-
bematerial (Tracheobronchialsekret-Sol oder -Sediment)
gefUllt. Es wurden Doppelbestimmungen durchgeführt.
Die Platten wurden bei 37" C inkubiert und nach 6, 24,48,
72 h abgelesen. Elastaseaktivität zeigt sich an einem durch-
sichtigen Hof um die Löcher.

Statistische Ausuertung
Alle Ergebnisse, bis auf diejenigen Resultate, die nur in ei-
ner statistisch nicht auswertbaren Form ausgedrückt wer-
den konnten (2. B. die Resultate der zytoloeischen Unter-
suchung), wurden mit dem Vilxocon Test geprüft.

Ergebnisse:

Proteaseaktiaität in den Tracheobronchialsekreten
Proteaseaktivität ließ sich in einer recht großen Anzahl
von Tracheobronchialsekreten mit Hide powder azureR als
Substrat nachweisen.
In einem ersten Versuch ging es darum, festzustellen, ob in
einer der beiden Phasen Proteaseaktivität besonders stark
angereichert ist und ob in der Gelphase die Proteaseaktivi-
tät durch Zerstörung aller Zellen mittels Detergens
(CTAB, s. Methodik) erhöht würde. Tabelle 2 zeigc, daß
die Aktivität in der resuspendierten Gelfraktion ungefähr
in der gleichen Größenordnung lag wie in der Solfraktion.
Da also die Proteaseaktivität in der Gelphase durch CTAB
nicht erhöht wurde, verwendeten wir fur die weiteren Pro-
teasebestimmungen die Solphase des Tracheobronchial-
sekretes.
's7eiterhin interessierte uns, mit welchen Faktoren das Auf-
treten von Proteaseaktivität gekoppelt war. Wie Abbil-
dung t zeig!, konnte eine eindeutige Beziehung mit dem
klinisch festgestellten Schweregrad der COPD gefunden

Tab. 2: Proteaseaktivität in der Sol- und Gelohase von
Tracheobronchialsekreten

Proteaseaktivität (/ Eunu)

Solphase Gelphase Gelphase
(1:2 ver-  (1:2 ver '
mischt mit mischt mit
CTAB-Lösung) 0,9 o/o NaCl

Pferd
Nr.

40
45
51
CJ

22
30
31
39
47

0,624
0,728
0,191
0,1 30
0,594
0,775
0,734
0,235
0,080

0,515
0,721
0,166
0,333
0,763
O,BB3
0,355
0,518
0,066

0,643
n qtr?

0,077
0,392

0,040

Beurtei lung: Werte von A Eunu, die uber 0, '100 lagen, wurden als Pro-
teaseaktivität, alle Werte, die darunter lagen, wurden als fragliche Pro-
teaseaktivität bezeich net.
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Abb. l: proteaseaktivität in der Solphase von Tracheobronchialsekreten: Vergleich mit den Schweregraden der COPD Jeder Punkt repräsentlert

OiJirgeOnis eines Sekretes. Werte, die kleiner als O, tOO waren, wurden als fragliche Proteaseaktivität beurteilt
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Abb. 2: Proteaseaktivität in der Solphase von Tracheobronchialsekreten: Vergleich mit der lvlenge Neutrophiler. Jeder Punkt repräsentiert das Er
gebnis eines Pferdes mit COPD. Die Plerde wurden nach der Menge Neutrophiler in ihren Tracheobronchialsekreten gruppiert
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werden. Pferde mit mittelgradiger und mit hochgradiger
COPD wiesen viel haufig.i P.ot.aseaktivität im Trachäo-
bronchialsekret auf als Pferde mit leichtgradiger COPD.
Dieses Ergebnis war hochsignifikant (p < 0,001).
AIs nächstes suchten wir nach Zusammenhängen zwischen
Proteaseaktivität und der zellulären Zusammensetzung der
Tracheobronchialsekrete. Es ergab sich, daß zwischen Pro-
teaseaktivität und der Menge Neutrophiler eine schwellen-
artige Beziehung bestand (Abbildung 2): Erst, wenn + + +
(: sehr viele) und mehr Neutrophile in den Tracheobron-
chialsekreten vorhanden waren, konnte Proteaseaktivität
nachgewiesen werden. Der Unterschied zwischen den Se-
kreten mit f * * und mehr Neutrophilen und den Sekre-
ten mit * * und weniger Neutrophilen war hochsignifi-
kant (p < 0,001). Die Proteaseaktivitäten der Gruppe von
Sekreten mit + + + Neutrophilen und der Gruppe von
Sekreten mit + + + + Neutrophilen konnten wir nicht
miteinander vergleichen, da zuwenig Sekrete mit * + + +
Neutrophilen untersucht wurden.
Bei der Zusammenstellung der Resultate (Abbildung 2) fiel
auf, daß einige Sekrete mit * * * und mehr Neutrophilen
keine oder nur fragliche Proteaseaktivität aufwiesen. Zur
weiteren Abklärung dieses Befundes wurden die Pferde, de-
ren Sekrete * * * und mehr Neutrophile enthielten, nach
dem Schweregrad der COPD gruppiert und die Proteaseak-
tivität ihrer Sekrete aufgezeichnet (Abbildung 3). Aus die-
ser Darstellung geht hervor, daß die Beziehung zwischen
Proteaseaktivität und Neutrophilen scheinbar vor allem
für Sekrete von Pferden mit mittelgradiger und mit hoch-
gradiger COPD galt und in geringerem Ausmaß für Sekre-
te von Pferden mit leichtgradiger COPD. Die Proteaseakti-
vität korrelierte nicht mit dem Auftreten der übrigen Zel-
len im Tracheobronchialsekret.

Neutrophile:

Elastaseaktivitär
Es wurden Solphasen von 5 und Gelphasen von 9 Tra-
cheobronchialsekreten mit dem Plate assay für Elastase ge-
prüft. Drei der Solphasen wurden vor dem Test auf das ca.
5fache konzentriert. Alle Tracheobronchialsekrete waren
proteolytisch gegen Hide powder azureR aktiv. In keinem
Sekret konnten wir elastolytische Aktivität nachweisen.

Zytologische Resultate und Ergebnisse
der bakteriellen Untersucbung
Zytologisch unterschieden sich im allgemeinen die Tra-
cheobronchialsekrete von Pferden mit mittel- und mit
hochgradiger COPD in typischer'$feise von den Sekreten
der Pferde mit leichtgradiger COPD (Abbildungen 4-9).
Tracheobronchialsekrete von Pferden mit mittelgradiger
und mit hochgradiger COPD enthielten viel bis massen-
haft Neutrophile, wenig Makrophagen und Epithelzellen
und sehr wenig Lymphozyten, Eosinophile und Basophile.
Pferde mit leichtgradiger COPD dagegen hatten wenig
Neutrophile, viel Makrophagen und Epithelzellen und
sehr wenig Lymphozyten, Eosinophile und Basophile in
ihren Sekreten. Llnsere lJntersuchungen ergaben, daß nur
6 (6,I Prozent) von 97 Tracheobronchialsekreten mäßig
viel (- +) und mehr Eosinophile enthielten. Die klini-
schen Diagnosen und die Mengen Eosinophiler und Baso-
philer dieser 6 Pferde sind in Tabelle 3 zusammengestellt.
Aus dieser Tabelle und aus den Abbildungen 8 und 9 geht
hervor, daß sich bei den von uns untersuchten Pferden kei-
ne Korrelation zwischen der Menge Eosinophiler und Ba-
sophiler im Tracheobronchialsekret und dem Schweregrad
der COPD nachweisen ließ. Durch die Beobachtung der
teilweise erheblichen Mengen von Neutrophilen (Abbil-

+++ undmehr

coPo

hochgr.
(n -  t2)

minelgr:
(n '  14)

leichtgr.
(n-6)

0,3 04 0.5 0,6 0]

Proteaseaktivität ( aes95 )fragliche
Aktivität

Abb.3: Proteaseaktivilät jn Tracheobronchialsekreten mit + + + und mehr Neutrophilen: Vergleich mit den Schweregraden der COPD. Jeder
Punkt repräsentiert das Ergebnis eines Pferdes. Werte, die kleiner als 0,100 waren, wurden als lragliche Proteaseaktiviiät beu(eilt.

Pferdeheilkunde 1



60 Proteaseaktivität im Tracheobronchialsekret von Pferden mit COPD: Pathophysiologische Bedeutung

' ' ]

I
,r]

Neutroohile

Abb.4: Neutrophi le im Tracheobronchialsekret: Vergleich mit den
Schweregraden der COPD.

Abb.5: Makrophagen im Tracheobronchialsekret: Verglerch mit den
Schweregraden der COPD.

dung 10) drängte sich die Frage nach einem Zusammen-
hang mit bakteriellen Infektionen auf.
In 11 von 104 Sekreten (10,6 Prozent) konnten wir bedingt
pathogene oder pathogene Bakterien (Hajer, t979) teilweise
in Mischkultur nachweisen. Die klinischen Diagnosen und
die zugehörigen bakteriologischen Befunde sind in Tabelle
4 im einzelnen aufgeführt. Die übrigen Sekrete enthielten
eine mehr oder weniger große Anzahl von Schimmelpilzen
und nichtpathogenen Bakterien in Mischkultur. (Jnsere
Untersuchungen zeigten also keine Korrelation zwischen
dem Krankheitsgrad der Pferde und bakteriellen Infektio-
nen. Außerdem waren in den Tracheobronchialsekreten
bakterielle Infektionen viel seltener nachweisbar als große
Mengen von Neutrophilen.

Diskussion

Proteaseaktivität konnte bei Pferden mit mittelgradiger
und mit hochgradiger COPD in den Bronchialsekreten viel
häufiger nachgewiesen werden als bei Pferden mit leicht-
gradiger COPD. Dieser Unterschied war hochsignifikant.
Außerdem korrelierte die Proteaseaktivität mit der Anzahl

der Neutrophilen im Tracheobronchialsekret. Wir konn-
ten jedoch keine Elastaseaktivität in den Bronchialsekreten
nachweisen. Zytoloeisch gesehen waren die Neutrophilen
die dominierende Zellart in den Sekreten der stärker er-
krankten Pferde.
Vergleichbare Untersuchungen über Proteaseaktivität in
Bronchialsekreten sind bisher nur beim Menschen durch-
geführt worden. Daraus ergab sich, daß Protease- bzw. Ela-
staseaktivität in den Sekreten der unteren Atemwege nicht
unbedingt an eine bestimmte Krankheit, sondern an das
Auftreten großer Mengen von Neutrophilen gekoppelt ist.
So ließ sich freie elastolytische Aktivität nur in purulenren,
infizierten Sputen, nicht aber in mucoiden Sputen nach-
weisen (Stocklq und Burnett, t979; Ohlsson und Tegner,
t975; Hochstrasser, 1930). Auch Bronchoalveoiärlavage-
Flüssigkeit von Patienten mit Schocklunge oder mit Bron-
chopneumonien enthielt Elastaseaktivität (Cocbrane et al.,
1983). Dagegen fand man in Bronchoalveolärlavage-Flüssig-
keit von Rauchern keine Elastaseaktivität (Hunninghake et
al., L979).

( . ) )  ( . )  + ++ ++.

Epi thelzel len

Abb.6: Epithelzel len im Tracheobronchialsekret. Vergleich mit den
Schweregraden der COPD.

( ( ( . ) ) )  ( ( . ) )  ( . )
Lymphoz yten

Abb.7: Lymphozyten im Tracheobronchialsekret: Vergleich mit den
Schweregraden der COPD.
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-  ( ( ( ' ) ) )  ( ( . ) )  ( . )  +

€osinophile

Abb. 8: Eosinophile im Tracheobronchialsekret: Vergleich
Schweregraden der COPD.

- ((( . )))
Basophile

Abb. 9: Basophile rm Tracheobronchialsekret:
Schweregraden der COPD.

((.))

Vergleich mit  den

Beziehungen zwischen Zellmengen und Proteaseaktivität
geben einen ersten Hinweis auf die Herkunft der gemesse-
nen Protease. Diese zu bestimmen ist wichtig für das Ver-
ständnis der pathogenetisch wirksamen Mechanismen und
im Hinblick auf eventuell sich daraus ergebende Therapie-
möglichkeiten. Beim Menschen weisen viele Befunde dar-
auf hin, daß die Protease- bzw. Elastaseaktivität der Bron-
chialsekrete aus den Neutrophilen stammt. Zusätzlich zum
schon oben erwähnten korrelierten Auftreten von Prote-
aseaktivität und Neutrophilen hat man beim Menschen
festgestellt, daß die Neutrophilen in vitro relativ große
Mengen von Proteasen und Elastasen bilden Uo"off, 1983).
Außerdem kann die Proteaseaktivität der Bronchialsekrete
nicht mit Infektionen bestimmter, proteasesezernierender
Mikroorganismen - als Quelle exogener Proteasen - in Zu-
sammenhang gebracht werden (Ohlsson und Tegner, t975).
Schließlich ist in nicht purulenten Sputen ohne Protease-
b zw. El ast aseaktivität die trypsininh ibitorisch e Kapazität -
als Maß für vorhandene, aktive Proteaseinhibitoren - viel
höher als in purulenten Sputen mit Protease- bzw. Elastase-
aktivität (Burnett und Stocklq, 1980).
\Wendet man diese Kriterien auf unsere Ergebnisse beim
Pferd an, ergibt sich, daß Proteaseaktivität erst ab einer be-

stimmten Anzahl Neutrophiler im Bronchialsekret auftrat.
Dagegen war, wie weitere untersuchungen von uns (Grü-
nig 1984) zeigten, keine Korrelation zwischen Proteaseak-
tivität und der Anzahl Mikroorganismen im Tracheobron-
chialsekret nachweisbar. Dafür berücksichtigt wurden ela-
staseproduzierende Mikroorganismen und pathogene bzw.
bedingt pathogene Bakterien. Die Granula der Neutrophi-
len des Pferdes enthalten ungefähr gleichviel Protease wie
menschliche Neutrophile, jedoch viel weniger Elastase
(o. Fellenberg er al., 1985). Daraus folgt, daß die Protease-
aktivität beim Pferd - analog zum Menschen - höchstwahr-
scheinlich endogenen Llrsprungs ist. Im Gegensatz zur Si-
tuation beim Menschen glauben wir allerdings nicht, daß
diese aus den Neutrophilen stammt. Man weiß nämlich,
daß die Proteasen der Neutrophilen des Pferdes vollständig
durch den A,-Proteaseinhibitor des Pferdeserums und

Tab. 3: Zytologische Tracheobronchialsekretanalyse: Eosinophile
und Basoohile - Verqleich mit den klinischen Diaonosen

Pferd
Nr.

Eosinophile Basophile Kl inische Diagnose

BB

71
107
117
62

100

++ -  +++t

++
++
++
+
+

Schub einer chronischen
Bronchit is
COPD
leichtgr. COPD
mrttelgr. COPD
leicht- bis mittelgr. COPD
leicht- bis mittelgr. COPD

(+)

(((+)))

1 Die Abstufungen sind im methodischen Tei l  erklärt.

durch die Eigeninhibitoren der Pferdeneutrophilen - auf-
bewahrt im Zytosol - gehemmt werden (v. Fellenbergund
Pellegrini, 1979a und I979b, Dubin, t977).In weiterführen-
den Untersuchungen konnten wir diese Inhibitoren in der
aktiven Form zusammen mit Proteaseaktivität in den Tra-
cheobronchialsekreten nachweisen (Grünig 1984).
Nach unseren Ergebnissen sind die Neutrophilen die am
deutlichsten hervortretende Zellart im Tracheobronchial-
sekret von Pferden mit COPD. Dies bestätigt die Arbeiten
anderer Autoren (Beecb, 1975, Deconto, 1983, Fischer, 1980,
Hajer, t979, Nuytten et al., 1983, Scbatzmann et al., t972,

Tab. 4: Tracheobronchialsekretuntersuchuno:
Pferde mrt bakterieller Sekundärinfektion

Pferd Bakteriologische Diagnose Klinische Diagnose
Nr.

trn

h<

74
aa

20
48

BO
B6

't11
114

Bordetel la bronchiseptica
Coli forme; C. pyogenes
Pasteurellen;
Actinobaci l lus equuli
Actinobaci l lus eouuli
Actinobaci l lus eouuli
Pasteurellen
Streotococcen mit beta-
Hämolyse (Gruppe S. zooepide-
micus); Actinobaci l lus equuli
Pasteurellen
Actinobaci l lus equuli
Streotococcus zooeoidemicus
Pasteurel len spp.

mittelgr. COPD
hochgr.  COPD
hochgr. COPD

leichtgr. COPD
leichtgr. COPD
mittelgr. COPD
leichtgr. COPD

hochgr. COPD
leichtgr. COPD
mittelgr. COPD
leichtgr. COPD
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Raidt, 1980). \Wir erklären uns den Abfall der Zahlen der
Makrophagen und Epithelzellen in den Bronchialsekreten
von Pferden mit mittelgradiger und hochgradiger COPD
damit, daß der Anteil dieser Zellen durch die starke Zunah-
me der Neutrophilen überdeckt wird. Ahnli.h.r könnte
auch für die Eosinophilen und Basophilen gelten.

;, q'
Abb. 10: Tracheobronchialsekretausstrich - die Menge der Neutro-
philen wurde mit + + + + (: massenhaft) beurteilt.

Es stellte sich nun die Frage, warum sich so große Mengen
von Neutrophilen in den Bronchialsekreten ansammelten.
Bei Menschen mit chronischer Bronchitis sind solche zyto-
logischen Bilder meistens mit bakteriellen Sekundärinfek-
tionen (Stocblq und Burnett, t979) verbunden. Bei Pferden
mit COPD dagegen sind gleichzeitigbestehende bakterielle
Infektionen eher die Ausnahme als die Regel, wie unsere
Untersuchungen und die anderer Autoren (Steck und Roosr,
1949, Scbatzmann et al., 1972, Hajer, t979, Fischer, 1980,
Nuytten et al., 1983, Deconto, 1933) zeigten.
Die Ursache der Anhäufung von Neutrophilen ist deshalb
nicht offensichtlich und nur durch wenige Arbeiten unter-
sucht worden. Raid (1980) meinte, daß die Neutrophilen

durch chemotaktische Faktoren aus den Mastzellen ange-
lockt würden. Die Neutrophilen wiederum könnten einen
inhibiting factor für Eosinophile besitzen. So könnte eine
massive Neutrophilie, bedingt durch eine primäre Infek-
tion, eine allergische Komponente der Erkrankung über-
decken. Nuytten er al. (1983) nahmen an, daß Virusinfektio-
nen mit bakteriellen Sekundärinfektionen sowie nicht-
infektiöse Irritantien, z.B.Staub und Gase, über die Frei-
setzung von Leukotaxinen zur Ansammlung von Neutro-
philen führten. Beim Fortschreiten der Erkrankung wür-
den die Neutrophilen durch Staub stimuliert, was deren Le-
benszeit verkürze, und aus zerfallenden Neutrophilen wür-
den wieder Leukotaxine frei werden. Daraus würde dann
ein Circulus vitiosus entstehen. Deconto (1983) vermutet,
daß die überschießende Einwanderung von Neutrophilen
in das Tracheobronchiallumen eine Folge von Mediator-
wirkungen ist, welche von zerstörten Epithelzellen und an-
deren im Sekret enthaltenen Zellen ausgehen können.
Möglicherweise kommt es deshalb zu solchen Immunvor-
gängen, weil eingedrungene Partikel wegen der Störung der
mukoziliären Clearance nicht schnell genug nach außen
transportiert werden.
Eine andere Erklärung könnte aus der Vorstellung hervor-
gehen, daß Proteaseaktivität eine wichtige Rolle im Ent-
zündungsgeschehen spielt. Proteasen können nämlich z. B.
als Mediatoren wirken oder Chemotaxine für Neutrophile
durch Spaltung und Aktivierung von Komplementfakto-
ren produzieren (Larsen et al., 1983). \fleiterhin wäre es
denkbar, daß Neutrophile im Bronchialsekret als Effektor-
zellen immunologischer Reaktionen fungieren. Somit stellt
freie, aktive Protease beim Pferd wie beim Menschen
höchstwahrscheinlich einen wichtigen Faktor bei der Pa-
thogenese der COPD oder vielleicht auch bei anderen ent-
zündlichen Vorgängen im Bereich der unteren Atemwege
dar. Die Situation beim Pferd ist gegenüber der des Men-
schen aber insofern anders, als daß Elastaseaktivität nicht
oder nur in sehr viel geringeren Mengen, die unterhalb der
Nachweisgrenze unserer Methodik liegen, in Tracheobron-
chialsekreten vorkommt.

{s
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