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Einleitung

Das Alveolarepithel der Lunge wird von einer oberflichen-
aktiven Substanz ausgekleidet, deren Anwesenheit unab-
dingbare Voraussetzung fiir eine ungestorte Lungenfunk-
tion ist. Diese oberflachenaktive Substanz wird als Antiate-
lektasefaktor oder Surfactant bezeichnet. Surfactant ist ein
Lipidproteingemisch, wobei dem Phospholipidanteil die
entscheidende Funktion zugesprochen wird (Pattle, 1975).
Das Surfactantmaterial ist in der Lage, die Oberflichen-
spannung auf der Innenauskleidung der Alveolen dyna-
misch zu senken (Bauer, 1980). Dadurch wird das Kollabie-
ren der Alveolen wihrend der Exspiration verhindert
(Pattle, 1975; Obladen, 1979; Robertson, 1980). Wenn das
Surfactantmaterial von den fiir die Synthetisierung verant-
wortlichen Zellen, den Pneumozyten II, unvollstindig aus-
gebildet wird, so kénnen schwere funktionelle Stérungen
in der Lunge und schliefilich auch schwerwiegende mor-
phologische Schiden auftreten.

Am bekanntesten ist das Atemnotsyndrom des Neugebore-
nen (RDS = Respiratory Distress Syndrom), ein Krank-
heitszustand, der bei Unreife der Lunge bzw. Unreife der
Surfactant-synthetisierenden-Zellen mit der Folge eines
Surfactantmangels bei Mensch und Tier entstehen kann
(Obladen, 1979; Rossdale et al., 1967). In der Humanmedi-
zin stellt das Atemnotsyndrom des Neugeborenen die
Hauptursache der Neugeborenensterblichkeit dar (Obla-
den, 1979).

Offensichtlich hat das Surfactantsystem aber neben der an-
tiatelektatischen Wirkung noch weitere wichtige Funktio-
nen. Am unspezifischen Abwehrsystem der Lunge sollen
die Surfactantphospholipide durch zwei Mechanismen be-
teiligt sein (Robertson, 1980; Morgenroth et al., 1983), und
zwar durch Ummantelung von Bakterien fiir die nachfol-
gende Phagozytose durch Makrophagen und durch den
Transport von Partikeln. Nach Reifenrath (1980) bt das
Surfactantmaterial nicht nur in den Alveolen, sondern
auch in den kleinen und grofien Atemwegen eine antiadhi-
sive Wirkung im Sinne einer Antiklebstoffunktion aus. In

Zusammenfassung

Bei 11 lungengesunden Pferden und 34 Pferden mit chronischen
Bronchialerkrankungen unterschiedlicher Ausprigung wurden
Phospholipide aus dem Tracheobronchialsekret bzw. aus trachealen
Spiilproben durch zweidimensionale Diinnschichtchromatographie
analysiert. Der Diinnschichtchromatographie ging eine Lipidextrak-
tion nach Folch voraus. Die prozentualen Anteile einzelner Phos-
pholipide wurden photodensitometrisch bestimmt. Fiir folgende
Phospholipide wurde die prozentuale Verteilung ermittelt:
Phosphatidylcholin = Lezithin (L)

Sphingomyelin (S)

Phosphatidylglyzerol (PG)

Phosphatidylethanolamin (PE)

Phosphatidylinositol (PI)

Phosphatidylserin (PS)

Es stellte sich heraus, daff PG mit zunehmendem Krankheitsgrad si-
gnifikant abnimmt, wihrend S, PI und PS mit zunehmendem
Schweregrad der Erkrankung signifikant zunehmen.

Es wird angenommen, daf} zwischen den Verinderungen im Surfac-
tantmaterial und der gestérten Lungenfunktion bei Pferden mit
chronischen Bronchialerkrankungen Zusammenhinge bestehen.

Surfactant phospholipid components in the tracheobronchial
mucus of COPD horses

34 horses with respiratory disorders and 11 healthy horses were
examined clinically and by bronchoscopy. The tracheobronchial as-
pirates and lavage fluids were examined in order to compare the sur-
factant phospholipid composition of healthy and diseased horses.
Lipid extraction was carried out according to Folch et al. (1957),
followed by two-dimensional thin-layer chromatography to
seperate the phospholipids. Quantification of the individual
phospholipids was performed by photodensitometry.

Six different phospholipids were present in each horse.
Phosphatidylcholin = Lecithin (L)

Sphingomyelin (S)

Phosphatidylglycerol (PG)

Phosphatidylethanolamine (PE)

Phosphatidylinositol (PI)

Phosphatidylserine (PS)

The highest portion of these phospholipids was assessed for lecithin
followed by phosphatidylglycerol.

The composition of certain phospholipids differed in correlation to
the degree of the respiratory disorder.

Horses without respiratory symptoms have had the highest PG
level, this level decreased with the increasing degree of COPD.

S, PI and PS increased significantly with the degree of COPD. In
healthy horses L/S ratio as well as PG/PI and PG/PS ratios differed
significantly from those in horses affected by COPD. The present
findings suggest that the pulmonary surfactant system of horses
suffering from COPD is deficient in comparison to healthy con-
trols.

Gegenwart von Surfactant werde das Bronchialsekret nicht
nur in eine transportfihige Form gebracht, sondern auch
die Gleitfihigkeit des Sekrets bleibe erhalten. Diese die tra-
cheobronchiale Clearance fordernde Funktion des Surfac-
tantmaterials wird auch von Morgenroth et al. (1983) be-
schrieben. Die Autoren fanden elektronenoptisch zwi-
schen der physiologischen Sol- und Gelphase des Tracheo-
bronchialschleimfilmes Surfactantmaterial in Trépfchen-
form.

Inzwischen wurde aus der Humanmedizin bekannt, daf}
Verschlechterungen der mukozilidren Clearance, wie sie
bei chronischer Bronchitis auftreten, auch mit Stérungen
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im Surfactantmaterial einhergehen (Hallman et al., 1982;
Catena et al., 1983).

Es ist anzunehmen, dafl auch bei Pferden mit chronisch
obstruktiver Bronchitis Surfactantstérungen auftreten und
méglicherweise eine pathogenetische Rolle spielen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Surfactantmuster
von lungengesunden Pferden und solchen mit chronisch
obstruktiver Bronchitis zu ermitteln.

Material und Methodik

Patientengut
Das Phospholipidmuster im Tracheobronchialsekret und
der Trachealspiilfliissigkeit wurde bei 45 Pferden unter-
schiedlicher Rasse und unterschiedlichen Alters unter-
sucht. 34 dieser Pferde waren respiratorisch krank. Die
restlichen 11 Pferde waren respiratorisch gesund. Es erfolg-
te eine Einteilung der Pferde nach dem Schweregrad der Er-
krankung in 3 Gruppen, wie sie bei Klein (1984) beschrie-
ben wird. Kriterien fiir die Klassifizierung waren die klini-
sche und tracheobronchoskopische Untersuchung sowie
die Analyse des arteriellen Sauerstoff- und Kohlendioxyd-
partialdruckes (P,O, und P,CQO,).
Die Gruppen wurden wie folgt eingeteilt:
Gruppe 1: 11 Pferde ohne respiratorische Symptomatik,
Gruppe 2: 19 Pferde mit einer latenten chronischen Bron-
. chialerkrankung,
Gruppe 3: 15 Pferde mit einer apparenten chronischen
Bronchialerkrankung.
Die Pferde der Gruppe 2 waren haufig auskultatorisch oh-
ne besonderen Befund, zeigten aber perkutorisch eine tiber-
laute Lungenschallzone. Die tracheobronchoskopischen
Verinderungen waren gering. Die arterielle Blutgasanalyse
zeigte meist normale Werte. Die Pferde zeigten keine oder
eine geringgradige Leistungsminderung und hatten keinen
Hinweis auf eine Ruhedyspnoe.
Die Pferde der Gruppe 3 wiesen deutliche klinische, endo-
skopische und blutgasanalytische Krankheitsbefunde sowie
auch eine Leistungsminderung auf (Jabn, 1984).

Gewinnung und Aufbereitung des Probenmaterials

Der Tracheobronchialschleim wurde jeweils am stehenden
und unsedierten Pferd via Endoskop abgesaugt. Anschlie-
fend wurden 0,5 ml von jeder Probe mit 9,5 ml physiologi-
scher NaCl-Losung vermischt und im Stomacher (Scho-
nardt u. Ringelmann, 1981) mechanisch homogenisiert. Bel
Pferden ohne pathologische Vermehrung des Tracheo-
bronchialsekrets wurden mit Hilfe des Bronchoskops
50 ml physiologische NaCl-Lésung im kranialen Teil der
Trachea instilliert und vor der Bifurkation der Trachea
wieder abgesaugt. Diese Proben wurden ebenfalls im Sto-
macher homogenisiert. Durch die darauffolgende Zentrifu-
gation wurden in beiden Proben die zelligen Bestandteile
separiert und der Uberstand zur Untersuchung verwendet.
Es folgten, wie bei Jahn (1984) beschrieben, die Phospholi-
pidextraktion nach Folch, mehrere Einengungsschritte mit-
tels eines Rotationsverdampfers, Azetonfillung und
schlieflich die zweidimensionale Diinnschichtchromato-
graphie. Die Auswertung der Substanzflecken auf den

Diinnschichtchromatographieplatten wurde mit einem
Photodensitometer durchgefiihrt.

Ergebnisse

Der im Tracheobronchialsekret (TBS) bzw. in der Trache-
alspiilflussigkeit von Pferden vorhandene Gesamtphospho-
lipidgehalt setzt sich aus mehreren verschiedenen Kompo-
nenten zusammen. In der vorliegenden Arbeit konnten ins-
gesamt 7 Phospholipide identifiziert werden:

Phosphatidylcholin = Lezithin (L)
Sphingomyelin (S)
Phosphatidylglyzerol (PG)
Phosphatidylethanolamin (PE)
Phosphatidylinositol (PI)
Phosphatidylserin (PS)
Phosphatidsiure (PA)

Phosphatidsiure liefl sich nur in Spuren bei 13 Pferden,
verteilt auf alle Pferdegruppen, nachweisen und blieb bei
der Berechnung der Prozentanteile der einzelnen Phospho-
lipide unberiicksichtigt. In Tabelle 1 sind die Anteile der
6 Phospholipidfraktionen am Gesamtphospholipidgehalt
in Prozent, bezogen auf die 3 Diagnosegruppen, dargestellt.

Tab. 1: Anteile der sechs Phospholipidfraktionen am Gesamtphos-
pholipidgehalt in Prozent; Einteilung der Pferde in 3 Diagnosegruppen

Pferde- | Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
gruppe |respira- latent apparent
torisch chronisch chronisch
Ph gesund krank krank
0S-
pho-
lipid-
fraktion
X+ 8y X % Sy X+ Sy Signifikanz
L % 66,70+ 7,31 [68,91+9,89 (62,71 10,63 |n.s.
S % 161+034| 212+1,05| 3,22+ 1,76 {1:3u. 2:3 *x
PG % 18,33+6,09 |13,51+5,74 |[11,57+ 566 |1:3 *
PE % 545+193( 501291 | 7,03+ 3,90 |n.s.
Pl % 6,00+286| 7,06+3,03| 9,69+ 3,54 |1:3 *
PS % 1,91+1,26| 3,39+285| 578+ 3,28 [1:3u. 2:3 *x
n.s. 2 nicht signifikant
* 2 p<0,05
**x 2 p<0,01

Die statistische Berechnung erfolgte mittels einfaktorieller Varianzana-
lyse, die ARC SIN y/x transformiert wurde, da es sich bei den Werten
um Prozentangaben handelte.

Es fillt auf, dafl L bei allen Pferden die bei weitem stirkste
Fraktion ist. PG stellt mit 11 bis 18 Prozent nach Lezithin
den zweitgrofiten Anteil an den Gesamtphospholipiden.
Die obengenannte Einteilung der Pferde nach dem Krank-
heitsgrad ergab fiir die 3 Gruppen Unterschiede in der pro-
zentualen Zusammensetzung der Phospholipidkomponen-
ten (s. auch Abb. 1). Das Lezithin zeigt zwischen den
3 Gruppen meflbare, jedoch nichtsignifikante Unter-
schiede. Die 4 Phospholipide PG, PI, PS und S weisen dage-
gen deutliche Unterschiede zwischen den 3 Gruppen auf.

Die Werte von PG sinken mit der Zunahme des Krank-
heitsgrades. Sie fallen von 18,33 % bei den gesunden iiber
13,51 % in Gruppe 2 auf 11,57 % in der Gruppe 3 der appa-
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Abb. 1: Anteile der sechs berechneten Fraktionen am Gesamtphos-
pholipidgehalt bei Einteilung der Pferde in drei Diagnosegruppen.

1: respiratorisch gesund

2: latente chronische Bronchialerkrankung

3: apparente chronische Bronchialerkrankung

n. 8.2 nicht signifikant
*2 p<0,05

* 2 p<0,01
Phospholipid- respiratorisch respiratorisch Signifikanz
Quotient gesund krank
L/S 31,7 20,3 o
L/PG 15,7 254 *
L/PS 30,8 20,5 *
SIPI 23,5 22,8 n.s.
S/IPS 28,3 21,3 n.s.
PG/PI 32,4 20,0 * %
PG/PS 33,5 19,6 * %
PI/PS 26,9 21,7 n.s.
n.s. 2 nicht signifikant

* 2 p<0,05
**% 2 p<0,01

Tab. 2: Rangmittelwerte von acht Phospholipid-Quotienten und ihre
Unterschiede zwischen respiratorisch gesunden und kranken Pferden.

rent chronisch kranken Pferde (p<0,05). Das PI und das
PS wie auch S zeigen eine mit dem Schweregrad der Er-
krankung ansteigende Tendenz. Die Signifikanz liegt fiir PI
bei p<0,05 und fiir PS und S bei p<0,01. PE lif}t keine
groflen Schwankungen zwischen den Gruppen erkennen.
Anhand der prozentualen Anteile der einzelnen Fraktio-
nen wurden zusidtzlich Verhiltnisse gebildet. Aus der Peri-
natologie sind das L/S- und das PI/PS-Verhiltnis bekannt
(Gluck et al., 1973; Kulovich et al., 1979; Obladen, 1979; Lo-
renz, 1982).

Uber diese beiden Quotienten hinaus wurden in der vorlie-
genden Arbeit noch 6 weitere Quotienten gebildet. Um
den statistischen Vergleich dieser Verhiltnisse zwischen
den Gruppen zu erméglichen, wurden die Quotienten in
Ringe transtformiert und der Mann-Whitney-U-Test durch-
gefithrt. Hierfiir war es erforderlich, die Pferde in nur
2 Gruppen (Gruppe 1 respiratorisch gesund; Gruppe 2
respiratorisch krank) zu unterteilen. Die Vergleiche der
Quotienten zwischen den beiden Gruppen sind in Abbil-
dung 2 und Tabelle 2 dargestellt. Zwischen respiratorisch
gesund und respiratorisch krank ergeben sich fiir 3 Phos-
pholipidquotienten, nimlich fiir L/S, L/PG und L/PS,
schwachsignifikante Unterschiede. Deutlich gréfier sind
die Unterschiede aber beim PG/PI- und beim PG/PS-Ver-
hiltnis. Fir diese beiden Phospholipidquotienten lieflen
sich die gesunden von den kranken Pferden mit einer deut-
lich geringeren Irrtumswahrscheinlichkeit trennen (s.

Tab. 2).

Diskussion

Die Entnahme des Sekrets mittels Bronchoskop (Fischer,
1980) stellt eine einfache und ungefihrliche Art der Sekret-
gewinnung dar, die anderen Methoden, z. B. der transtra-
chealen Aspiration (Schatzmann et al., 1972), vorzuziehen
1st.

Die aufwendigere zweidimensionale Diinnschichtchroma-
tographie wurde der eindimensionalen Methode vorgezo-
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Abb. 2: Rangmittelwerte von acht Phospholipidquotienten und ihre
Unterschiede zwischen respiratorisch gesunden und kranken Pferden.
|: respiratorisch gesund

II: respiratorisch krank
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gen, da bislang noch keine Angaben iiber die Zusammen-
setzung des Surfactant im Tracheobronchialsekret des Pfer-
des vorlag und mit der eindimensionalen Diinnschicht-
chromatographie keine befriedigende Trennung aller vor-
handenen Komponenten erreicht werden konnte.

Die Ergebnisse machen deutlich, daf} das Surfactantmate-
rial bei lungengesunden Pferden anders zusammengesetzt
ist als bei solchen mit chronischen Bronchialerkrankungen.
Auch 148t sich ein Zusammenhang zwischen dem Schwere-
grad der Erkrankung und den Verinderungen der einzel-
nen Surfactantanteile erkennen. So sinkt der Anteil von
PG mit zunehmendem Krankheitsgrad, wihrend PI, PS
und S sich umgekehrt verhalten. Durch die Bildung von
Quotienten konnten die Tendenzen teilweise noch deut-
licher sichtbar gemacht werden. Das PG/PI- und das PG/
PS-Verhiltnis erbringen die stirksten Unterschiede zwi-
schen lungengesunden und lungenkranken Pferden. Die
Verinderungen im Surfactant von Pferden mit Bronchial-
erkrankungen sind gut vergleichbar mit den meisten bis-
her bekannten pathologischen Verinderungen des Surfac-
tant anderer Spezies. So ist der LS-Quotient beim Atem-
notsyndrom des Kalbes und des neugeborenen Kindes
ebenso erniedrigt (Gluck et al., 1971; Hallman u. Gluck,
1976; Hallman et al., 1977; Jahn, 1982; Lorenz, 1982). PG ist
beim Auftreten des Atemnotsyndroms beim Menschen
kaum nachzuweisen. Mit der Besserung der Atemnot ist je-
doch ein Anstieg des PG zu beobachten (Hallman et al.,
1977; Obladen, 1979). Beim Atemnotsyndrom des Erwach-
senen kommt es wie beim chronisch lungenkranken Pferd
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