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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 hiufig Grund fiir die Un-
brauchbarkeit von Pferden (Gerber, 1973, Gutekunst, 1977,
British Equine Veterinary Association, 1965, Boulton 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) geprigt. Seltener findet man ein alveolires Em-
physem, meistens im Zusammenhang mit einer Bronchi-
tis/Bronchiolitis (Hall und Stark, 1983, Thuribeck und Lo-
well, 1964, Alexander, 1959), aber auch alleine auftretend
(Gillespie et al., 1964). Schliefllich konnen auch interstitielle
Pneumopathien, dhnlich der menschlichen ,farmer’s lung®
(Pauli et al., 1972, Thurlbeck und Lowell, 1964), zusammen
mit einer Bronchitis/Bronchiolitis vorkommen (Pauli et
al,, 1972).

Die Tracheobronchoskopie hat seit ihrer Einfithrung
durch Cook (1974) und Fischer (1980) neue Dimensionen in
der klinischen Erfassung und Beurteilung von Atemwegs-
erkrankungen der Pferde erdffnet. Einen anderen sich dar-
aus ergebender Aspekt stellt die Analyse von auf diese Art
und Weise einfach und sicher gewinnbarem Tracheo-
bronchialsekret dar. Am hiufigsten und am genauesten un-
tersucht sind bisher die zellulire Zusammensetzung und
der Gehalt an Mikroorganismen. Weniger bekannt sind
biochemische Parameter im Tracheobronchialsekret von
Pferden.

Bei Pferden mit COPD findet man eine Ansammlung von
Entziindungszellen im Tracheobronchialsekret; in erster
Linie sind Neutrophile (Schatzmann et al., 1972, Hajer,
1979, Nuytten et al., 1983, Beech, 1975, Deconto, 1983), even-
tuell Eosinophile und Basophile (Schatzmann et al., 1972,
Beech, 1975) zu nennen. Weiterhin wire eine Zunahme der

Makrophagen, analog zur Raucherbronchitis des Men-
schen (Reynolds und Merrill, 1980), denkbar.

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde Proteaseaktivitit in Tracheobron-
chialsekreten von Pferden mit COPD bestimmt und dem Schwere-
grad der Erkrankung und der zytologischen Zusammensetzung der
Sekrete gegeniibergestellt. Weiterhin wurden die Sekrete bakteriolo-
gisch untersucht. Proteaseaktivitit war in Tracheobronchialsekre-
ten von Pferden mit mittel- und mit hochgradiger COPD hiufiger
nachzuweisen als in denen von Pferden mit leichtgradiger COPD.
Elastaseaktivitit dagegen konnte nicht gefunden werden. Protease-
aktivitit korrelierte auflerdem mit den Mengen der Neutrophilen in
den Sekreten. Auch diese waren bei Pferden mit mittel- und hoch-
gradiger COPD erhoht. Diese Anhidufung von Neutrophilen stand
in den meisten Fillen aber nicht mit bakteriellen Infektionen in Zu-
sammenhang. Die Proteaseaktivitit scheint zwar endogenen Ur-
sprungs zu sein, da keine Beziehung zu Mikroorganismen hergestellt
werden konnte. Sie stammt aber héchstwahrscheinlich nicht aus
den Neutrophilen. In vielen Sekreten waren nimlich gleichzeitig
Proteaseaktivitit und Aktivititen von Inhibitoren, die die Protease
aus Neutrophilen neutralisieren, vorhanden.

Die Neutrophilen kénnten vielleicht als Effektorzellen immunolo-
gischer Reaktionen fungieren. Als eine der mdglichen, denkbaren
Bedeutungen der Proteaseaktivitit in bezug auf Pathomechanismen
der COPD wire die Ausiibung oder Produktion chemotaktischer
Aktivitit fiir 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.

Neutrophilenansammlungen werden vor allem mit bakte-
riellen Infektionen in Zusammenhang gebracht; Neutro-
phile sind aber z. B. auch die Effektorzellen der Typ III
Uberempfindlichkeitsreaktionen (Hanna et al., 1982). An-
hiufungen 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 Antikorper, sind verantwortlich fiir die zell-
vermittelte Immunitit und sind die Effektorzellen der Typ
IV Uberempfindlichkeit (Spitreaktion) (Hanna et al,
1982). Alveolarmakrophagen sind in den Luftwegen bei
starker Staubbelastung, z. B. beim Zigarettenrauchen, ver-
mehrt (Reynolds und Merrill, 1980).

Die Ansammlung von Entziindungszellen wird durch Che-
motaxine gesteuert. Proteasen kénnen hier z. B. iiber die
Komplementaktivierung (Larsen et al., 1983) beteiligt sein.
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COPD leichtgradig mittelgradig hochgradig

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

Ruheatemfrequenz normal ev. erhoht erhoht

Atemtyp leicht betonte Exspiration abdominal betonte Exspiration deutlich abdominal betonte

Auskultation unter Lobelin® rasseln

Husten rauh und produktiv
pO, um 90
Lungengrenzen normal
Endoskopie:

— Schleimmenge wenig — maBig
— Schleimkonsistenz flissig

— Sonstiges

Arbeitsprobe:

— Nasenausflufl wenig

— Husten eventuell

— Erholungswerte ev. normal

rasseln, giemen, krepitieren
mehr oder weniger rauh
85 oder darunter

normal oder leicht erweitert
maBig — viel

entweder flussig und im See
angeordnet oder zah

mittel
meist
ev. verzdgert

Exspiration

rasseln, giemen, krepitieren
eher trocken, kraftlos

80 und darunter

meist erweitert

maBig — viel
zah, klebend

Schleimhautknoétchen

viel
immer
verzogert

Tab. 1: Kriterien fUr die Gruppierung der Pferde mit COPD (modifiziert nach Fischer 1980)

Weiterhin wird der Wirkung von Proteasen bei den chro-
nischen Lungenleiden des Menschen eine bedeutende pa-
thophysiologische Rolle beigemessen. Hauptstiitze dieser
Annahme ist einmal der genetisch determinierte, homozy-
gote @;- Anutrypsmmangel des Menschen — a;-Antitryp-
sin ist einer der w1cht1gsten Plasma-Proteaseinhibitoren (Ja-
noff, 1983). Patienten mit diesem Mangel leiden sehr hiufig
an einem panlobuliren, alveoliren Lungenemphysem (Lax-
rell und Eriksson, 1964). Hierbei, so nimmt man an, ist die
Regulierung besonderer Proteasen, nimlich Elastasen,
durch Proteaseinhibitoren nicht mehr gewihrleistet. Somit
koénnen die Elastasen das elastische Bindegewebe der Lunge
angreifen (Janoff, 1983). Zum anderen ist es mdglich, ein
alveolires Lungenemphysem experimentell durch intratra-
cheale Applikation von elastolytischen Enzymen zu erzeu-
gen (Gross et al., 1965). Als drittes Beispiel der pathophy-
siologischen Bedeutung von Proteaseaktivitit in der Ent-
wicklung von chronischen Pneumopathien wird das Rau-
chen angefiihrt. Zigarettenrauch bewirkt die Ansammlung
protease-(elastase-) produzierender Zellen, insbesondere
von Makrophagen und Neutrophilen, in den Luftwegen
und Alveolen (Janoff, 1983). So entstandene freie Proteasen
kénnten im Bereich der Bronchien und Bronchiolen ent-
ziindliche Verinderungen und im Bereich der Alveolen
Lungenemphysem mitbewirken (7hurlbeck, 1982).

Das Ziel unserer Arbeit war es, das Auftreten von Protease-
aktivitit im Tracheobronchialsekret von Pferden mit
COPD dem klinischen Zustand und den zytologischen Er-
gebnissen gegeniiberzustellen. Wir erhofften uns, auf diese
Art und Weise Faktoren zu finden, die in bezug auf die Pa-
thomechanismen der COPD relevant sein kénnten.

Methodik

Tracheobronchialsekretuntersuchung:

Tracheobronchialsekret wurde anlif3lich der Bronchosko-
pie (Cook, 1974, Fischer, 1980) von 104 Patienten mit der
klinischen Diagnose ,COPD* entnommen. Die Broncho-

skopie fand im Rahmen des Untersuchungsganges fiir
Atemwegserkrankungen statt, der von der Klinik fiir Inne-
re Medizin durchgeﬁihrt wurde. Dabei wurde bei allen
Pferden nach einem gleichen Schema vorgegangen und die
Tiere, wenn das mdoglich war, in Gruppen nach dem
Schweregrad der Erkrankung eingeteilt. Die wichtigsten
Kriterien dafiir sind in Tabelle 1 stichwortartig zusammen-
gefafit. Nicht alle Tracheobronchialsekrete wurden mit je-
dem einzelnen der im folgenden beschriebenen Tests ge-
priift, da die Tests zum Teil erst eingefithrt wurden, als die
Untersuchung 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
zihes Sekret vorhanden war, wurde keine Spiilung 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 fiir
20 Min. in Desinfektionslésung getaucht. Der Instrumen-
tierkanal wurde zusitzlich mit Desinfektionslésung behan-

delt.

Sekretaufarbeitung:

Ein Teil der Untersuchungen (Zytologie und Bakteriolo-
gie) wurde mit nicht behandeltem (nativem) Sekret ausge-
fihrt. Fur die tibrigen Untersuchungen wurde das Tra-
cheobronchialsekret zentrifugiert (50 000 X g fiir 45 Min.)
(Rasche und Ulmer, 1971) und der Uberstand (Solphase)
verwendet. Einzelne Bestimmungen (Proteasenachweis)
wurden auch mit Sedimenten (Gelphasen) durchgefiihrt.
Sol und Gel wurden entweder sofort verwendet oder bis
zur Bearbeitung eingefroren (— 20° C). Mit Ausnahme
von einer Untersuchung, bei der das Sol von 2 Tracheo-
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bronchialsekreten mit einer Amicon® UM 2 Membran ca.
5 x konzentriert wurde, wurden die Uberstinde ohne vor-
herige Behandlung getestet. Die Sedimente wurden vor den
Untersuchungen zu gleichen Teilen mit 0,6 Prozent
CTAB-Losung (in phys. NaCl) vermischt und wihrend ca.
2 Minuten homogenisiert, bis eine gut durchmischte, zih-
fliissige Suspension entstand (Oblsson und Tegner, 1975).

Zytologische Untersuchung:

Die zytologischen Untersuchungen wurden immer von der
gleichen Person im Labor der medizinischen Klinik durch-
gefithrt. Es wurden Direktausstriche von Tracheobron-
chialsekreten angefertigt und nach May-Griinwald-Giemsa
angefirbt. Beurteilt wurden: Neutrophile, Eosinophile, Ba-
sophile, Lymphozyten, Makrophagen und Epithelzellen.
Die Zellmengen wurden in 8 Abstufungen angegeben:
+ + + + massenhaft, + + + viel, + + miflig viel, + mi-
Rig, (+) wenig, ((+)) selten, (((+))) sehr selten, — keine.

Bakteriologische Untersuchung:

Diese wurde vom veterinir-bakteriologischen Institut der
Universitdt Zirich durchgefithrt und hatte die Erfassung
von pathogenen und bedingt pathogenen Bakterien (Hajer,
1979) zum Ziel.

Bestimmung der Proteaseaktivitit

mit ,Hide powder azure®* als Substrat:

»Hide powder azure®“ (Calbiochem-Behring) ist ein natiir-
liches wasserunlsliches Proteasesubstrat, das mit einem
blauen Farbstoff markiert ist. Durch Proteaseeinwirkung
wird das Substrat solubilisiert. Nach Zentrifugation kann
man die Menge Farbstoff im Uberstand mit dem Photome-
ter bei einer Wellenlidnge von 595 nm messen. Das Vorge-
hen ist von Barrett et al. (1979) beschrieben worden. Kurz
zusammengefaflt: Der Ansatz enthielt 180 ul Tris/HCI
Puffer, pH 8,1 (0,1 M Tris, 20 mM CaCl,, 0,1 Prozent Brijj
35); 30 pl Tracheobronchialsekret-Probe; 120 ul Aqua
dest., 240 ul Substrat-Suspension (12,5 mg Hide powder
azure® 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 ul Aqua dest. vorhan-
den. Ansatz und Kontrolle wurden im Doppel gefiihrt. Die
Rohrchen wurden auf einem Roller Rack 6 Stunden bei
37° C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
300 ul kaltem Aqua dest. pro Réhrchen gestoppt und so-
fort zentrifugiert (waren die Proben Solphasen: 1600 x g
wihrend 5 Min., waren sie Gelphasen: 50000 X g wih-
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 Proteaseaktivitit
in A Eg; ausgedriickt. Alle Werte von Tracheobronchial-
sekretproben, die unter A Es = 0,100 lagen (das ent-
spricht ungefiahr dem doppelten bis dreifachen Wert der
Blanks), wurden als fragliche Proteaseaktivitit beurteilt.

Elastasenachweis mit dem ,,Plate assay“:
Wir verwendeten einen modifizierten (v. 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/HCI Puffer, pH 8,8; 12 ml
pro Petrischale. Obere Schicht: 0,25 Prozent Elastin (Sigma
No E-1625) in 1,5 Prozent Agarose/Tris Puffer, 7 ml pro
Platte.) Fiir den Elastaseassay wurden Locher von 8 mm
Durchmesser in die Platten gestanzt und mit je 130 ul Pro-
bematerial (Tracheobronchialsekret-Sol oder -Sediment)
gefillt. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.
Die Platten wurden bei 37° C inkubiert und nach 6, 24, 48,
72 h abgelesen. Elastaseaktivitdt zeigt sich an einem durch-
sichtigen Hof um die Lécher.

Statistische Auswertung:

Alle Ergebnisse, bis auf diejenigen Resultate, die nur in ei-
ner statistisch nicht auswertbaren Form ausgedriickt wer-
den konnten (z. B. die Resultate der zytologischen Unter-
suchung), wurden mit dem Wilxocon Test gepriift.

Ergebnisse:

Proteaseaktivitit in den Tracheobronchialsekreten
Proteaseaktivitit lief sich in einer recht groflen Anzahl
von Tracheobronchialsekreten mit Hide powder azure® als
Substrat nachweisen.

In einem ersten Versuch ging es darum, festzustellen, ob in
einer der beiden Phasen Proteaseaktivitit besonders stark
angereichert ist und ob in der Gelphase die Proteaseaktivi-
tit durch Zerstorung aller Zellen mittels Detergens
(CTAB, s. Methodik) erhoht wiirde. Tabelle 2 zeigt, daf}
die Aktivitit in der resuspendierten Gelfraktion ungefihr
in der gleichen Gréfenordnung lag wie in der Solfraktion.
Da also die Proteaseaktivitit in der Gelphase durch CTAB
nicht erhéht wurde, verwendeten wir fiir die weiteren Pro-
teasebestimmungen die Solphase des Tracheobronchial-
sekretes.

Weiterhin interessierte uns, mit welchen Faktoren das Auf-
treten von Proteaseaktivitit gekoppelt war. Wie Abbil-
dung 1 zeigt, konnte eine eindeutige Beziehung mit dem
klinisch festgestellten Schweregrad der COPD gefunden

Tab. 2: Proteaseaktivitat in der Sol- und Gelphase von
Tracheobronchialsekreten

Proteaseaktivitat (4 Esgs)

Pferd Solphase Gelphase Gelphase

Nr. (1:2 ver- (1:2 ver-
mischt mit mischt mit
CTAB-Lo6sung) 0,9 % NaCl

40 0,624 . 0,515 0,643

45 0,728 0,721 0,553

51 0,191 0,166 0,077

53 0,130 0,333 0,392

22 0,594 0,763

30 0775 0,883

31 0,734 0,355

39 0,235 0,518

47 0,080 0,066 0,040

Beurteilung: Werte von A Egq, die Gber 0,100 lagen, wurden als Pro-
teaseaktivitat, alle Werte, die darunter lagen, wurden als fragliche Pro-
teaseaktivitat bezeichnet.
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Abb. 1: Proteaseakiivitat in der Solphase von Tracheobronchialsekreten: Vergleich mit den Schweregraden der COPD. Jeder Punkt reprasentiert
das Ergebnis eines Sekretes. Werte, die kleiner als 0,100 waren, wurden als fragliche Proteaseaktivitat beurteilt.
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Abb. 2: Proteaseaktivitat in der Solphase von Tracheobronchialsekreten: Vergleich mit der Menge Neutrophiler. Jeder Punkt reprasentiert das Er-
gebnis eines Pferdes mit COPD. Die Pferde wurden nach der Menge Neutrophiler in ihren Tracheobronchialsekreten gruppiert.
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werden. Pferde mit mittelgradiger und mit hochgradiger
COPD wiesen viel hiufiger Proteaseaktivitit im Tracheo-
bronchialsekret auf als Pferde mit leichtgradiger COPD.
Dieses Ergebnis war hoch51gn1f1kant (p < 0,001).

Als nichstes suchten wir nach Zusammenhingen zwischen
Proteaseaktivitit und der zelluldren Zusammensetzung der
Tracheobronchialsekrete. Es ergab sich, dafl zwischen Pro-
teaseaktivitit 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 Proteaseaktivitit
nachgewiesen werden. Der Unterschied zwischen den Se-
kreten mit + + + und mehr Neutrophilen und den Sekre-
ten mit + + und weniger Neutrophilen war hochsignifi-
kant (p < 0,001). Die Proteaseaktivititen 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, dafl einige Sekrete mit + + + und mehr Neutrophilen
keine oder nur fragliche Proteaseaktivitit aufwiesen. Zur
weiteren Abklirung dieses Befundes wurden die Pferde, de-
ren Sekrete + + + und mehr Neutrophile enthielten, nach
dem Schweregrad der COPD gruppiert und die Proteaseak-
tivitdt ihrer Sekrete aufgezeichnet (Abbildung 3). Aus die-
ser Darstellung geht hervor, dafl die Beziehung zwischen
Proteaseaktivitit und Neutrophilen scheinbar vor allem
fiir Sekrete von Pferden mit mittelgradiger und mit hoch-
gradiger COPD galt und in geringerem Ausmafd fiir Sekre-
te von Pferden mit leichtgradiger COPD. Die Proteaseakti-
vitdt korrelierte nicht mit dem Auftreten der iibrigen Zel-
len im Tracheobronchialsekret.

Elastaseaktivitdt

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

Zytologische Resultate und Ergebnisse

der bakteriellen Untersuchung

Zytologisch unterschieden sich im allgemeinen die Tra-
cheobronchialsekrete von Pferden mit mittel- und mit
hochgradiger COPD in typischer Weise 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 wemg Lymphozyten, Eosinophile und Basophlle
Pferde mit leichtgradiger COPD dagegen hatten wenig
Neutrophile, viel Makrophagen und Epithelzellen und
sehr wenig Lymphozyten, Eosinophile und Basophile in
ihren Sekreten. Unsere Untersuchungen ergaben, daf} nur
6 (6,1 Prozent) von 97 Tracheobronchialsekreten miflig
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, daf§ 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 lief. Durch die Beobachtung der
teilweise erheblichen Mengen von Neutrophilen (Abbil-
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Abb. 3: Proteaseaktivitat in Tracheobronchialsekreten mit + + + und mehr Neutrophilen: Vergleich mit den Schweregraden der COPD. Jeder
Punkt reprasentiert das Ergebnis eines Pferdes. Werte, die kleiner als 0,100 waren, wurden als fragliche Proteaseaktivitat beurteilt.
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Abb. 4: Neutrophile im Tracheobronchialsekret: Vergleich mit den
Schweregraden der COPD.
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Abb. 5: Makrophagen im Tracheobronchialsekret: Vergleich mit den
Schweregraden der COPD.

dung 10) dringte 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, 1979) teilweise
in Mischkultur nachweisen. Die klinischen Diagnosen und
die zugehorigen bakteriologischen Befunde sind in Tabelle
4 im einzelnen aufgefithrt. Die tibrigen Sekrete enthielten
eine mehr oder weniger grofle Anzahl von Schimmelpilzen
und nichtpathogenen Bakterien in Mischkultur. Unsere
Untersuchungen zeigten also keine Korrelation zwischen
dem Krankheitsgrad der Pferde und bakteriellen Infektio-
nen. Auflerdem waren in den Tracheobronchialsekreten
bakterielle Infektionen viel seltener nachweisbar als grofle
Mengen von Neutrophilen.

Diskussion

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

der Neutrophilen im Tracheobronchialsekret. Wir konn-
ten jedoch keine Elastaseaktivitit in den Bronchialsekreten
nachweisen. Zytologisch gesehen waren die Neutrophilen
die dominierende Zellart in den Sekreten der stirker er-
krankten Pferde.

Vergleichbare Untersuchungen iiber Proteaseaktivitit in
Bronchialsekreten sind bisher nur beim Menschen durch-
gefiihrt worden. Daraus ergab sich, dafl Protease- bzw. Ela-
staseaktivitit in den Sekreten der unteren Atemwege nicht
unbedingt an eine bestimmte Krankheit, sondern an das
Auftreten grofler Mengen von Neutrophilen gekoppelt ist.
So lief} sich freie elastolytische Aktivitit nur in purulenten,
infizierten Sputen, nicht aber in mucoiden Sputen nach-
weisen (Stockley und Burnett, 1979; Oblsson und Tegner,
1975; Hochstrasser, 1980). Auch Bronchoalveolirlavage-
Flissigkeit von Patienten mit Schocklunge oder mit Bron-
chopneumonien enthielt Elastaseaktivitit (Cochrane et al.,
1983). Dagegen fand man in Bronchoalveolirlavage-Fliissig-
keit von Rauchern keine Elastaseaktivitit (Hunninghake et
al,, 1979).
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Abb. 6: Epithelzelien im Tracheobronchialsekret: Vergleich mit den
Schweregraden der COPD.
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Abb. 7: Lymphozyten im Tracheobronchialsekret: Vergleich mit den
Schweregraden der COPD.
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Abb. 8: Eosinophile im Tracheobronchialsekret: Vergleich mit den
Schweregraden der COPD.
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Abb. 9: Basophile im Tracheobronchialsekret: Vergleich mit den
Schweregraden der COPD.

Beziehungen zwischen Zellmengen und Proteaseaktivitit
geben einen ersten Hinweis auf die Herkunft der gemesse-
nen Protease. Diese zu bestimmen ist wichtig fiir das Ver-
standnis der pathogenetisch wirksamen Mechanismen und
im Hinblick auf eventuell sich daraus ergebende Therapie-
moglichkeiten. Beim Menschen weisen viele Befunde dar-
auf hin, daf§ die Protease- bzw. Elastaseaktivitit der Bron-
chialsekrete aus den Neutrophilen stammt. Zusitzlich zum
schon oben erwihnten korrelierten Auftreten von Prote-
aseaktivitit und Neutrophilen hat man beim Menschen
festgestellt, dafl die Neutrophilen in vitro relativ grofle
Mengen von Proteasen und Elastasen bilden (Janoff, 1983).
Auflerdem kann die Proteaseaktivitit der Bronchialsekrete
nicht mit Infektionen bestimmter, proteasesezernierender
Mikroorganismen - als Quelle exogener Proteasen - in Zu-
sammenhang gebracht werden (Oblsson und Tegner, 1975).
Schliellich ist in nicht purulenten Sputen ohne Protease-
bzw. Elastaseaktivitit die trypsininhibitorische Kapazitit -
als Maf§ fiir vorhandene, aktive Proteaseinhibitoren - viel
héher als in purulenten Sputen mit Protease- bzw. Elastase-
aktivitit (Burnett und Stockley, 1980).

Wendet man diese Kriterien auf unsere Ergebnisse beim
Pferd an, ergibt sich, daf} Proteaseaktivitit erst ab einer be-

stimmten Anzahl Neutrophiler im Bronchialsekret auftrat.
Dagegen war, wie weitere Untersuchungen von uns (Gri-
nig, 1984) zeigten, keine Korrelation zwischen Proteaseak-
tivitit und der Anzahl Mikroorganismen im Tracheobron-
chialsekret nachweisbar. Dafiir beriicksichtigt wurden ela-
staseproduzierende Mikroorganismen und pathogene bzw.
bedingt pathogene Bakterien. Die Granula der Neutrophi-
len des Pferdes enthalten ungefihr gleichviel Protease wie
menschliche Neutrophile, jedoch viel weniger Elastase
(v. Fellenberg et al., 1985). Daraus folgt, dafl die Protease-
aktivitdt beim Pferd - analog zum Menschen - héchstwahr-
scheinlich endogenen Ursprungs ist. Im Gegensatz zur Si-
tuation beim Menschen glauben wir allerdings nicht, daf§
diese aus den Neutrophilen stammt. Man weify nimlich,
dafl die Proteasen der Neutrophilen des Pferdes vollstindig
durch den @;-Proteaseinhibitor des Pferdeserums und

Tab. 3: Zytologische Tracheobronchialsekretanalyse: Eosinophile
und Basophile - Vergleich mit den klinischen Diagnosen

Pferd  Eosinophile Basophile Klinische Diagnose
Nr.
88 ++ — +++4 (+) Schub einer chronischen
Bronchitis
71 ++ — COPD
107 ++ ((E)) leichtgr. COPD
117 ++ — mittelgr. COPD
62 + — leicht- bis mittelgr. COPD
100 + — leicht- bis mittelgr. COPD

' Die Abstufungen sind im methodischen Teil erklart.

durch die Eigeninhibitoren der Pferdeneutrophilen - auf-
bewahrt im Zytosol - gehemmt werden (v. Fellenberg und
Pellegrini, 1979a und 1979b, Dubin, 1977). In weiterfithren-
den Untersuchungen konnten wir diese Inhibitoren in der
aktiven Form zusammen mit Proteaseaktivitit in den Tra-
cheobronchialsekreten nachweisen (Grinig, 1984).

Nach unseren Ergebnissen sind die Neutrophilen die am
deutlichsten hervortretende Zellart im Tracheobronchial-
sekret von Pferden mit COPD. Dies bestitigt die Arbeiten
anderer Autoren (Beech, 1975, Deconto, 1983, Fischer, 1980,
Hajer, 1979, Nuytten et al., 1983, Schatzmann et al., 1972,

Tab. 4: Tracheobronchialsekretuntersuchung:
Pferde mit bakterieller Sekundarinfektion

Pterd Bakteriologische Diagnose Klinische Diagnose
Nr.
7 Bordetella bronchiseptica mittelgr. COPD
20 Coliforme; C. pyogenes hochgr. COPD
48 Pasteurelien; hochgr. COPD
Actinobaciilus equuli
50 Actinobacillus equuli leichtgr. COPD
63 Actinobacillus equuli leichtgr. COPD
74 Pasteurellen mittelgr. COPD
77 Streptococcen mit beta- leichtgr. COPD

Hamolyse (Gruppe S. zooepide-
micus); Actinobacillus equuli

80 Pasteurellen hochgr. COPD
86 Actinobacilius equuli leichtgr. COPD
111 Streptococcus zooepidemicus mittelgr. COPD
114 Pasteurellen spp. leichtgr. COPD
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Raidt, 1980). Wir erkliren uns den Abfall der Zahlen der
Makrophagen und Epithelzellen in den Bronchialsekreten
von Pferden mit mittelgradiger und hochgradiger COPD
damit, daf der Anteil dieser Zellen durch die starke Zunah-
me der Neutrophilen iiberdeckt wird. Ahnliches konnte
auch fiir die Eosinophilen und Basophilen gelten.

Abb. 10: Tracheobronchialsekretausstrich -~ die Menge der Neutro-
philen wurde mit + + + + (= massenhaft) beurteilt.

Es stellte sich nun die Frage, warum sich so grofle Mengen
von Neutrophilen in den Bronchialsekreten ansammelten.
Bei Menschen mit chronischer Bronchitis sind solche zyto-
logischen Bilder meistens mit bakteriellen Sekundirinfek-
tionen (Stockley und Burnert, 1979) verbunden. Bei Pferden
mit COPD dagegen sind gleichzeitig bestehende bakterielle
Infektionen eher die Ausnahme als die Regel, wie unsere
Untersuchungen und die anderer Autoren (Steck und Roost,
1949, Schatzmann et al., 1972, Hajer, 1979, Fischer, 1980,
Nuytten et al., 1983, Deconto, 1983) zeigten.

Die Ursache der Anhiufung von Neutrophilen ist deshalb
nicht offensichtlich und nur durch wenige Arbeiten unter-
sucht worden. Raid (1980) meinte, dafl die Neutrophilen
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