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Zusammenfassung

Die Hyperreagiblitat der kleinen Atemwege ist ein Merkmal der equinen Recurrent Airway Obstruction (RAO). An Ratten, Mé&usen und Men-
schen wurde gezeigt, dass diese Hyperreagibilitét in vitro durch spezifische Antikérper enthaltenes Serum von sensiblisierten auf nicht sen-
siblisierte Individuen Ubertragen werden kann. Ziel dieser Arbeit war es, das Modell der passiven Sensibilisierung auf das equine PCLS-
Modell zu Gbertragen und ein Versuchsprotokoll zu etablieren, durch das weitere Studien hinsichtlich therapeutischer Ansatzpunkte der RAO
méglich werden. Precision cut lung slices (PCLS) von 7 Pferden wurden in 10%igem Serum von einem Pferd inkubiert, das zuvor gegen
Ovalbumin aktiv immunisiert worden war. Von einem nicht gegen Ovalbumin sensibilisierten Kontrollpferd wurde Serum gewonnen, mit
dem Kontrollschnitte inkubiert wurden. Nach der Seruminkubation wurde 1%iges Ovalbumin zu den PCLS gegeben, um eine Broncho-
konstriktion auszulésen. Das Lumen der Bronchiolen wurde vor und zum Zeitpunkt 2 und 10 Minuten nach Zugabe von Ovalbumin ver-
messen. PCLS von vier der funf vollstéindig auswertbaren Probanden, die zuvor im Serum des sensibilisierten Pferdes inkubiert worden
waren, zeigten eine signifikante Reduktion des Bronchuslumens zwei Minuten nach der Zugabe von Ovalbumin. Nach 10 Minuten trat eine
signifikante Reduktion des Bronchuslumens noch bei den PCLS von zwei dieser vier Pferde auf, wéhrend die Kontrollschnitte zu keinem Zeit-
punkt eine signifikante Reduktion zeigten. Zusammenfassend zeigt die Studie, dass eine passive Sensibilisierung equiner PCLS méglich ist.
Das Ergebnis dieser Studie bestétigt die Hypothese, dass immunologische Reaktionen an der Entstehung zumindest einiger Formen chro-
nischer Lungenerkrankungen beteiligt sein kénnten.

Schlusselwérter: passive Sensibilisierung, Ovalbumin, Pferd, COB, RAO, Bronchokonstriktion

Pilot study on passive sensitization against ovalbumin using equine Precision Cut Lung Slices (PCLS)

Hyperreactivity of small airways is one feature of equine recurrent airway obstruction (RAO). It was shown in rats, mice and humans that
hyperreactivity is not only acquired by active immunisation, but can be conferred in vitro from sensitized to non-sensitized individuals using
serum containing specific antibodies. The aim of this study was to establish a model of passive sensitization in equine PCLS and to work
out a protocol that would allow further studies of underlying mechanisms and treatment options in RAO. Precision cut lung slices (PCLS)
from 7 horses were incubated in 10% serum from a horse previously sensitized to ovalbumin by active immunisation and inhalative chal-
lenge. A control horse that had not been sensitized to ovalbumin donated serum to incubate control PCLS. After incubation PCLS were tre-
ated with 1% ovalbumin to induce bronchoconstriction. The bronchiole lumen was measured before, 2 and 10 minutes after addition of
ovalbumin. PCLS of four out of five analysable horses, that had been incubated in serum from the sensitized horse, showed a significant
reduction of the bronchiole lumen two minutes after the addition of ovalbumin, while there were no significant reductions in bronchiole
lumen in the control PCLS at any time. After 10 minutes, only PCLS of two horses still showed a significant reduction in bronchiole lumen.
In conclusion, passive sensitization was found to be possible in equine PCLS. Results of this study confirm the hypothesis that immunologic
reactions may contribute at least to some chronic pulmonary diseases.

Keywords: passive sensitization, ovalbumin, horse, RAO, bronchoconstriction

Einleitung

Atemwegserkrankungen, vor allem die Chronisch Obstruktive
Bronchitis (COB), stellen beim Sporipferd einen wichtigen
nutzungslimitierenden Faktor dar (Deegen 1986). Der im
englischsprachigen Raum verwendete Begriff der ,Recurrent
Airway Obstruction” (RAO) impliziert eine schubweise auftre-
tende Hyperreagibilitdt der kleinen Atemwege, bei der eine
moglicherweise primér allergische Reaktion gegen inhalierte
Antigene wie Aspergillus species zu chronischen Verénderun-
gen der Bronchialwand fohrt (Verdickung, Hypertrophie der
glatten Muskulatur, Reduktion inhibitorischer Mechanismen),
und schlieBlich in einer unspezifischen Hyperreagibilitét
gegen eine Vielzahl von Stimuli mindet.

Die Pathophysiologie dieser Erkrankung ist vielfach untersucht

worden. Cysteinhaltige Leukotriene und in geringerem Maf3e
auch Histamin dienen als Mediatoren im sensibilisierten
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Gewebe (Schild et al. 1951, Davis et al. 1982, Yamaguchi et
al. 1982, Creese et al. 1986, Bjérk et al. 1990, Malo et al.
1994). Das Modell der Precision-Cut-Lung-Slices (PCLS)
(Martin et al. 1996), welches durch Vietmeier et al. (2007)
auch fir das Pferd etabliert wurde, erdffnet die Méglichkeit,
pharmakologische und pathophysiologische Grundlagen des
Bronchospasmus in vitro an lebenden Lungenschnitten (ex
vivo) zu untersuchen. In friheren Studien am PCLS-Modell
konnte so auch beim Pferd eine Bronchokonstriktion bei
gesunden und an COB erkrankten Probanden durch Hista-
min und Leukotriene induziert werden (Vietmeier et al. 2007,
Schwalfenberg 2007, Barfon et al. 2010). An Ratte, Maus
und beim Menschen konnte gezeigt werden, dass eine Hyper-
reagibilitdt nicht nur durch aktive Immunisierung erworben,
sondern in vitro durch im Serum enthaltene spezifische Anti-
kérper von sensibilisierten auf nicht sensibilisierte Individuen
Ubertragen werden kann. So fuhrte die Zugabe von Gréser-
pollen-Extrakt zu humanen PCLS von nicht allergischen
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Patienten, die Uber Nacht im Serum sensibilisierter Probanden
inkubiert worden waren, zu einer sofortigen Kontraktion klei-
ner Bronchien (Wohlsen et al. 2001).

Uber den Mechanismus der passiven Sensibilisierung ist im
Gegensatz zur aktiven bislang wenig bekannt. In verschiede-
nen Studien wurden Anderungen des elektrischen Potentials
der glatten Muskulatur (postjunctional factors) als Ursache
der Hyperreagibilitat diskutiert, z.B. Verénderungen der
Geschwindigkeit und der Stérke der glatten Muskelzellverkir-
zung (Mitchell et al. 1994), eine veréinderte Ca?*-Mobilisa-
tion (Black et al. 1989) und Verénderungen in durch die Pro-
teinkinase C vermittelten Reaktionen (Rossefti et al. 1995).
Die Rolle des IgE im sensibilisierenden Serum und sein Bei-
trag zur spezifischen bzw. unspezifischen Hyperreagibilitét
sind bislang wenig untersucht (Rabe et al. 1998). Es ist nicht
bekannt, ob es einen Zusammenhang zwischen Reagibilitéts-
grad und Konzentration von allergen-spezischem IgE gibt, ob
IgE allein eine spezifische (allergenvermittelte) oder unspezifi-
sche (histaminvermittelte) Reaktion auslést oder ob die aller-
gen- und histaminvermittelten Reaktionen unabhéngig von-
einander ablaufen. Rabe et al. (1998) konnten jedoch zei-
gen, dass der anti-IgE-Antikérper 17-9 eine passive Sensibili-
sierung von humanen Bronchien verhindern konnte.

Der IgE-Gehalt im Serum eines sensibilisierten Patienten
scheint den Expressionsgrad des Fc RI-Rezeptors zu regulie-
ren, wie durch die Behandlung humaner Probanden mit anti-
IgE Antikérpern und die folgende 96%ige Reduktion von Fc -
RI-Rezeptoren auf Basophilen und entsprechend reduzierter
Funktion dieser Zellen ex vivo gezeigt werden konnte (Mac-
Glashan et al. 1997). Die anti-IgE Antikérper fihrten auBer-
dem zu einer sigifikant reduzierten pulmonalen Infiltration mit
eosinophilen Granulozyten nach inhalativer Allergen-Chal-
lenge (Coyle et al. 1996). Dieser Effekt wird durch die Block-
ade der Bindung zwischen IgE und CD 23, einem niedrig affi-
nen Rezeptor fur IgE (Fc Rll) erreicht.

Ziel dieser Arbeit war es daher, dieses Modell der passiven
Sensibilisierung auf das equine PCLS-Modell zu ibertragen
und ein Versuchsprotokoll zu etablieren, durch das weitere
Studien hinsichtlich therapeutischer Ansatzpunkte der RAO
méglich werden.

Material und Methode

Vor Beginn des Hauptversuches der Studie wurde ein Proband
gegen Ovalbumin (Albumin from chicken egg white, Grade
V, Sigma, Deutschland) sensibilisiert (Az 33.42502-05-
07A487). Dieses erfolgte nach dem Protokoll von Bowles et
al. (2002), wobei zundchst 10 mg Ovalbumin in 225 mg
Aluminium in die lange Sitzbeinmuskulatur injiziert wurden.
Nach jeweils zwei und vier Wochen wurde die Reaktion durch
eine 2 x 5 tdgige Inhalation von 120 ml 0,125%iger Oval-
bumin-Lésung Uber einen Ultraschall-Vernebler geboostert
(Air One, Hippomed/Neu-Tech GmbH, Deutschland). Wiede-
rum 14 Tage spdter wurde Serum des so sensibilisierten Pfer-
des nach vendser Blutentnahme gewonnen und bei -18° C
kryokonserviert (Abb. 1).

Im Institut for Veteringrimmunologie erfolgte eine Serum-
untersuchung auf Immunglobuline gegen Ovalbumin bei
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dem zuvor sensibilisierten Probanden sowie bei einem nicht
gegen Ovalbumin immunisierten Kontrollpferd. Von dem sen-
sibilisierten Pferd lagen zwei Proben 14 Tage nach Beendi-
gung der Sensibilisierung und 4 Wochen spéter vor. Die
Seren des sensibilisieten und des Kontrollpferdes wurden
mittels indirektem ELISA-Verfahren in den Endverdinnungen
1:100, 1:1000, 1:10.000 und 1:100.000 unter Einbezie-
hung relevanter Kontrollansétze auf das Vorliegen Ovalbu-
min-bindender Immunglobuline untersucht.

2. Inhalation:

1. Inhalation:
alation 2x5 Tage 120ml

Injektion i.m Blutentnahme u

10mg Ovafbumin 2x3 sznsg":/u1 Z::m ' 0,125%iger Serumgewinnung
omﬁumm_ﬁmmg Ovalbumin-Lésung
l l
I ! I I IR S S N L
! ! | I I R N BN N —
’ ? 4 6 8 10
Zeit (Wochen)

Abb. 1 Zeitplan zur Sensibilisierung eines Pferdes mit Ovalbumin
Time schedule to sensitize a horse against ovalbumin

Die Méglichkeit, Lungengewebe passiv zu sensibilisieren,
wurde an PCLS von sieben Pferden untersucht, die aufgrund
einer infausten Prognose (z.B. beidseitiger Blindheit) euthana-
siert werden mussten. Vor der Euthanasie erfolgten eine klini-
sche Atemwegsuntersuchung, eine Blutgasanalyse, eine End-
oskopie der Atemwege mit Tracheobronchialsekret-Analyse
und bronchoalveolérer Lavage. Direkt nach der Euthanasie,
Herzstillstand und Erléschen der Reflexe wurde der rechte
Brustkorb im 9. Interkostalraum erdffnet, der Lobus accesso-
rius der rechten Lunge entnommen (Vietmeier et al. 2007)
und dieser in steriler, physiolgischer Kochsalzlésung im Eisbad
auf ca. 4°C gekihlt.

Nach Verschluss kleiner Bronchien mittels Pean-Klemmen
gelang die Befillung des entnommenen Lobus accessorius
mit verflissigter ,Low melting point-Agarose” (37° C, 3%, Typ
VI, Sigma-Aldrich-Chemie, Deutschland), 1:1 gemischt mit
Zellkulturmedium (RPMI-1640 Medium, Biochrom AG Berlin)
durch Injektion Uber den zufihrenden Segmentbronchus.
Nach Abkihlung auf Eis und der damit verbundenen Verfesti-
gung der Agarose konnten Gewebeblécke mit einem zentra-
len Bronchus ausgestanzt und aus diesen mit einem Gewe-
beschneider (Krumdiek Tissue Slicer) ca. 400 um dicke Lun-
genschnitte hergestellt werden. Die Beurteilung der Gewebe-
schnitte erfolgte unter einem inversen Mikroskop (Axiovert 25,
Zeiss, Oberkochen) mit angeschlossener Digitalkamera, Gber
welche die Lumina der beobachteten Bronchien mit den Pro-
grammen ,Irfan View” und ,Scion Image Version Beta
4.0.2"(www.scioncorp.com) ausgemessen werden konnten.
Vitale Schnitte (aktives Flimmerepithel, intakte Epithelgrenzen)
wurden Uber Nacht in 37° C warmem RPMI-Medium im Wér-
meschrank inkubiert, um die Agarose aus dem Bronchuslu-
men auszuwaschen.

Am folgenden Tag erfolgte eine weitere Beurteilung der PCLS
unter dem Mikroskop und Evaluation der Vitalitét der Schnit-
te durch Zugabe von 10> mol/I Metacholin (Barfon et al.
2010). Im nachfolgenden Versuch wurden nur Schnitte in die
statistische Auswertung einbezogen, die bei dieser Probekon-
traktion mit Metacholin innerhalb von 3 Minuten eine Lumen-
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reduktion von mindestens 50% zeigten. Anschlielend wurden
die PCLS dreimal mit reinem RPMI-Medium gewaschen, um
eine Wiedersffnung der Bronchien zu erreichen.

Die passive Sensibilisierung der Schnitte erfolgte durch eine
vierstindige Inkubation der PCLS in 10%igem Serum bei 37°
C im Warmeschrank. Je 6-12 Schnitte wurden in einer Ver-
suchs- und Kontrollgruppe mit Serum von sensibilisierten bzw.
nicht sensibilisierten Pferden behandelt.

Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die Zugabe einer
1%igen Ovalbumin-Lésung sowohl zu den PCLS der Ver-
suchs- als auch der Kontrollgruppe. Die Reaktion der Bron-
chien wurde nach 2 und 10 min vergleichend zum Aus-
gangswert erfasst. Um negative Auswirkungen des Verfahrens
auf die Vitalitét der PCLS auszuschlieBen, wurde die erhalte-
ne Kontraktilitét der Schnitte nach Abschluss der Versuchs-
phase durch erneute Inkubation mit Metacholin (10-° mol/l)
Uberprift. Nur PCLS, die auch hier eine mindestens 50%
Bronchuslumenreduktion zeigten, wurden in der nachfolgen-
den statistischen Auswertung bericksichtigt.

Die Verénderungen der Bronchuslumina 2 und 10 min nach
Ovalbuminzugabe im Vergleich zum Ausgangswert nach der
Inkubation im Serum wurden mittels eines one-way-ANOVA
fur gepaarte Stichproben auf statistische Signifikanz unter-
sucht. Da von verschiedenen Pferden unterschiedlich viele
PCLS Eingang in die statistische Auswertung fanden, erfolgte
eine individuelle Auswertung fir die Versuchs- und Kontroll-
gruppe der einzelnen Pferde. Eine Irtumswahrscheinlichkeit
von 5% (p-Wert <0,05) wurde hierbei als signifikant angese-
hen.

Ergebnisse

Bei der klinischen Atemwegsuntersuchung wurden vier Pferde
als gesund oder geringgradig erkrankt, drei Pferde als mittel-
bis hochgradig COB-erkrankt klassifiziert (Tab. 1). Im Serum
des sensibilisierten Pferdes war ein Antikérper-Titer von
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10.000 gegen das eingesetzte Ovalbumin nachweisbar, wéh-
rend bei dem Kontrollpferd keine Ovalbumin-bindenden
Antikérper nachzuweisen waren. Vier Wochen spéter war der
Titer des sensibilisierten Pferdes auf den Titer des Kontroll-
pferdes gefallen (Abb. 2).
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Abb. 2 Photometrische Messung der optischen Dichte [mOD] kor-
relierend zum Serum-Antikérpergehalt gegen Ovalbumin (Ova), an
Tag 0 und 28 nach Inhalation in den Verdinnungsstufen 1:100 bis
1:100.000

Photometric measurement of optical density [mOD] correlating with
serum antibodies against ovalbumin on day O and 28 post inhalative
challenge in dilutions 1:100 to 1:100000

Bei vier von finf auswertbaren Pferden konnte eine signifikante
Bronchuslumenreduktion zwei Minuten nach Ovalbuminzuga-
be bei den Versuchsschnitten (nach passiver Sensiblisiserung)
nachgewiesen werden, wahrend es bei den Kontrollschnitten
(nach Inkubation in Kontrollserum) bei keinem der Probanden
zu einer signifikanten Bronchuslumenverengung kam. Nach 10
min zeigten nur noch zwei der o.g. vier Pferde nach Inkubation
in anti-Ovalbumin-Serum eine signifikante Bronchuslumenve-
rengung wdhrend bei den Kontrollschnitten wiederum keine
Lumenreduktion nachweisbar war. Abb. 3 zeigt exemplarisch
einen Bronchialschnitt (Pferd Nr. 1) nach passiver Sensibilisie-

Tab 1 Darstellung auffélliger Befunde in der klinischen Atemwegsuntersuchung (WB = Warmblut, VB = Vollblut, H = Hengst, W = Wallach,
S = Stute, hgr = hochgradig, mgr = mittelgradig, ggr = geringgradig, n.d. = nicht durchgefihrt), vereinfacht dargestellt nach dem Untersu-

chungsscore von Ohnesorge et al. (1998)

Proband 1 2 3 4 5 6 7
Rasse WB WB VB WB WB WB WB
Alter 11 10 9 15 14 22 12
Geschlecht w S S w w S S
Allgemeinuntersuchung +

Ruhedyspnoe +

Perkussion + +
Auskultation + +

Endoskopie + + + +
TBS-Analyse + n.d. n.d. + + +

BALF-Analyse + + + + + + +
Erkrankungsgrad hgr ggr ggr ggr mgr mgr ggr
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rung und nach Inkubation in Kontrollserum, zwei und zehn wertet werden, da von diesen Probanden nicht ausreichend vie-
Minuten nach Ovalbumingabe. Alle PCLS von Pferd 2 und die le vitale PCLS vorlagen bzw. die Bronchokonstriktion nach
Versuchsschnitte von Pferd 4 konnten statistisch nicht ausge- Metacholinchallenge zu gering ausgefallen war.

Abb. 3 Ausgangslumen und Bronchokonstriktion nach passiver Sensibilisierung eines PCLS (Pferd 1), vor (a) sowie 2 min (b) und 10 min (c)
nach Ovalbuminzugabe. Im Vergleich dazu fehlende Bronchokonstriktion bei einem PCLS nach Inkubation in Kontrollserum vor (d) sowie 2 min
(e) und 10 min (f) nach Ovalbuminzugabe

Original lumen and bronchoconstriction following passive sensitization of a PCLS (horse 1), before (a), 2 min (b) and 10 min (c) after addition
of ovalbumin. In contrast to this bronchoconstriciton is missing after incubation of a PCLS in control serum before (d), 2 min (e) and 10 min (f)
affer addition of ovalbumin

Tab. 2 Bronchokonstriktion 2 und 10 min nach Zugabe von Ovalbumin nach passiver Sensibilisierung bzw. Inkubation in Kontrollserum. Dar-
stellung des Bronchuslumens in Prozent des Ausgangslumens vor Ovalbuminzugabe, Pferd 2 nicht auswertbar wegen zu geringer MCh-Response

Versuchsschnitte (1:10.000) Kontrollschnitte (1:0)
Pferd Nr.
2 min 10 min p-Wert d. ANOVA 2 min 10 min p-Wert d. ANOVA
61.2 51.2 94.9 103.9
1 +/- *22.7 +/- :10.9 00145 +/-13.5 +/-0.9 04235
n.s. n.s.
86.3 87.0 100.4 98.1
3 +/-11.2 +/-29.6 04815 +/-3.1 +/-4.6 06893
n.s. n.s. n.s. n.s.
102.2 101.9 Zu wenig 106.0 90.5
4 +/-2.3 +/-9.9 PCLS +/-11.8 +/-38.2 03933
n.s. n.s.
85.0 93.1 96.8 99.9
5 +/—*14.1 +/-23.0 0.0479 +/-18.4 +/-25.3 0.8219
n.s. n.s. n.s.
91.8 96.6 108.2 121.9
6 +/-*1.4 +/-*5.7 00124 +/-16.2 +/-15.3 0.056
n.s. n.s.
69.3 123.7 102.6 117.2
7 +/—*19.2 +/-32.5 0.0056 +/-10.6 +/-26.2 0.3017
n.s. n.s. n.s.
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Diskussion

Die RAQ tritt bei hyperreagiblen Pferden als Reaktion auf die
Inhalation bestimmter Allergene auf (Robinson et al. 1996,
Matera et al. 2002). Bronchokonstriktion und Inflammation
der kleinen Atemwege sind fir die RAO charakteristisch und
fohren zur Obstruktion der Atemwege (Schoon und Deegen
1983, Fairbarn et al. 1993, Robinson et al. 1996, Olszewski
et al. 1999). Hinsichtlich der beteiligten Antigene wurden zwi-
schen erkrankten und gesunden Probanden unterschiedliche
IgE und IgG-Level in der BALF gegen verschiedene Schim-
melpilze gefunden, wobei die Ergebnisse nicht zwangsldufig
eindeutig sind (Schmallenbach et al. 1998, Eder et al. 2000),
so dass weitere Modelle zur Diagnostik auf diesem Gebiet
erstrebenswert sind. Da vor allem hinsichtlich des Nachweises
in BALF und Serum Unterschiede bestehen (Schmallenbach et
al. 1998), ist ein Modell am lebenden Lungengewebe der
Situation in vivo vergleichbarer. Wie bereits fir die aktive Sen-
sibilisierung beschrieben (Bowles et al. 2002), kénnte auch
die passive Sensibilisierung als Modell fir weitere Studien

Uber die RAO des Pferdes dienen.

Beim humanen allergischen Asthma gilt ein Zusammenhang
zwischen IgE Konzentrationen im Serum und Hyperreagibilitéit
der kleinen Atemwege als gesichert, und die passive Sensibili-
sierung von Lungengewebe mit IgE-haltigem Serum von Asth-
matikern fohrt in vitro zu erhshter Kontrakfilitét nach Challen-
ge mit verschiedenen Agonisten (Berger et al. 1998). Haegen
et al. (2005) konnten in Lungengewebeproben von RAO-
Patienten und Kontrollpferden zwar keine signifikanten Unter-
schiede hinsichtlich der IgE-Konzentration nachweisen, wohl
aber in den Konzentrationen von Mastzellen in den Wénden
der Bronchien, Bronchiolen und BlutgeféBwénden. Auch
andere Autoren haben auf die Bedeutung der Mastzellen bei
allergischen Lungenerkrankungen des Pferdes hingewiesen
(Hare et al. 1998). In der vorliegenden Untersuchung scheint
ein Zusammenhang zwischen dem allgemeinen Immunglobu-
lingehalt des zur Inkubation verwendeten Serums und der
Kontraktilitét der PCLS zu bestehen, wobei zu kldren bleibt, ob
dieser Mechanismus eher IgE oder IgG abhéngig abléuft.

Der Mechanismus scheint bei einigen Tierarten unabhéngig
vom IgE abzulaufen (Hamelmann et al. 1999), wie an IgE-
defizienten Mdusen gezeigt werden konnte (Oettgen et al.
1993), nicht jedoch vom IgG Subtyp. So konnten Hamel-
mann et al. (1999) an Ovalbumin-sensibilisierten Méusen mit
anti-OA 1gG1, nicht jedoch mit anti-OA IgG2 und IgG3,

eine systemische anaphylaktische Reaktion auslésen.

Insbesondere fir das Pferd ist eine Beteiligung von IgG Isoty-
pen bei der Sensibilisierung allergischer Effektorzellen funk-
tionell nachgewiesen: der in der Veteringrimmunologie der
Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover durchgefihrte FIT
(funktioneller in vitro Test zur Erfassung der Sensibilisiserung
Basophiler Granulozyten) erfasst bei tber 90% der unter-
suchten Pferde eine Degranulation der Basophilen nach
Kreuzvernetzung membransténdiger IgG und IgE-Isotypen.
(Rohwer 2004). Welcher der sieben beim Pferd nachgewiese-
nen IgG-Isotypen (Wagner 2006) in der Lage ist, eine passi-
ve Sensibilisierung hervorzurufen, kann mit dieser Studie nicht
beantwortet werden. Letzilich gilt for die Human- wie Veteri-
nérmedizin, dass der Einfluss allergenspezifischer IgG Isoty-
pen auf die klinische Ausprédgung der Typ | Allergie in der
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Summe noch unverstanden bleibt (Wachholz und Durham
2004, Fraser et al. 2003, Foster et al. 2003).

Im Vergleich zu anderen Studien an PCLS von Ratten (Wohl-
sen et al. 2001) konnte in der vorliegenden Studie zwar bei 4
von 5 Pferden eine signifikante Verringerung des Bronchuslu-
mens nach passiver Sensibilisierung nachgewiesen werden,
allerdings ist der Effekt in dieser Studie am Pferd deutlich
geringer als der an der Ratte. Lediglich bei Pferd 1 und 7 war
die Bronchuslumenreduktion so deutlich, dass sie auch bei
relativ hoher Standardabweichung signifikant war. Ursachen
hierfor kénnten in der Heterogenitét des Probandengutes lie-
gen. Da es sich durchschnitilich um relativ alte Pferde han-
delte, ist es moglich, dass diese bereits sensibilisiert waren.
Handelsibliche Impfstoffe in Deutschland enthalten Ovalbu-
min (Produktinformation Intervet) als Adjuvans, so dass bei
routinemé&Big geimpften Pferden von einem vorausgegange-
nen Antfigen-Kontakt ausgegangen werden muss. Bei dem
Kontrollpferd handelte es sich um ein kirzlich importiertes
Islandpferd, welches wahrscheinlich bisher nicht mit Ovalbu-
min-haltigem Impfstoff behandelt worden war (Leibold 2008).
Der Effekt der passiven Sensibilisierung kénnte daher bei den
PCLS der Probanden dieser Studie geringer ausgefallen sein,
als es bei allergenfrei aufgezogenen Labortieren der Fall ist,
da hier in den Pferden méglicherweise regulative wenn nicht
inhibitorische Isotypen induziert wurden, die einer passiven
Sensibilisierung entgegenwirken (Ravetch und Clynes 1998,
Aggarwal und Holmes 2000). Es bleibt weiteren Studien Gber-
lassen zu prifen, ob durch Erhéhung der Konzentration an
Serum oder Ovalbumin bzw. mit einem Wirkstoff, mit dem die
Probanden definitiv keinen Kontakt gehabt haben kénnen,
deutlichere Effekte hervorzurufen sind.

Ferner konnte aufgrund der geringen Probandenzahl und der
geringen Effekte durch die passive Sensibilisierung kein statis-
tischer Zusammenhang zwischen Erkrankungsgrad im Sinne
einer COB und der Kontraktilitét der PCLS nach passiver Sen-
sibilisierung gesichert werden. Pferd Nr. 1, welches die mit
Abstand deutlichste Bronchokonstriktion nach passiver Sensibi-
lisierung zeigte, war jedoch bei der klinischen Untersuchung
mit hochgradigen Befunden einer COB aufgefallen (Tabelle 1).

Zusammenfassend gelang in dieser Studie die passive Sensi-
bilisierung erstmals an PCLS des Pferdes. Bei der Mehrheit der
auswertbaren Probanden zeigten sich in den Versuchsschnit-
ten signifikante Bronchuslumenreduktionen im Vergleich zu
den jeweiligen Kontrollschnitten, nachdem die PCLS zuvor in
anti-Ovalbumin-lg haltigem Serum inkubiert worden waren,
und dann mit Ovalbumin eine Challengereaktion ausgeldst
wurde. In weiteren Untersuchungen sollten anhand gréferer
Probandenzahlen verbesserte Dosis-Wirkungs-Korrelationen
erstellt werden, um weitere Hinweise auf die immunologische
Komponente in der Entstehung der COB zu erhalten.
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