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Einleitung

1. Einleitung

Heilpflanzen oder pflanzliche Drogen werden in den verschiedensten Zubereitungen bereits
seit Jahrhunderten eingesetzt. Eine haufig verwendete Gattung stellt Echinacea dar. Im
Bereich der Humanmedizin werden von den neun bekannten Arten vor allem Echinacea (E.)
purpurea, E. angustifolia und E. pallida in mittlerweile iiber 300 phytotherapeutischen oder
homoopathischen Zubereitungen verordnet. Die moglichen Anwendungsgebiete bei Mensch
und Tier sind vielfdltig, die immunmodulatorischen Eigenschaften von Echinacea stehen
dabei jedoch im Vordergrund. Trotz des vielfachen Einsatzes von Heilpflanzen, insbesondere
von Echinacea, sind die Wirkungsweisen immer noch umstritten und oft nicht

wissenschaftlich belegt bzw. beruhen auf empirischen Erkenntnissen.

Bei Pferden ist eine Steigerung der Immunabwehr besonders effektiv bei der Bekdmpfung
von respiratorischen Erkrankungen (MAYR et al., 1994). Mittlerweile wird dem Einsatz von
immunmodulatorischen Zubereitungen, z.B. Paramunitidtsinducern, generell ein Vorteil
gegeniiber einem zum Teil unkontrollierten Einsatz von Chemotherapeutika und Antibiotika
eingerdaumt, da hier hidufig mit dem Problem der Resistenzbildung von Keimen zu rechnen ist.
Zudem konnen bakterizide oder entziindungshemmende Wirkstoffe unter Umstinden
immunsuppressiv - wirken. Aus diesen Griinden werden Antibiotika nicht nur bei
lebensmittelliefernden Tieren in den letzten Jahren von Halter, Verbraucher und Gesetzgeber
immer kritischer betrachtet. Pferde sind héufig, aufgrund eines entsprechenden Vermerks im
Equidenpass zur Schlachtung vorgesehen, woraus sich ebenfalls Einschrankungen hinsichtlich
des Medikamenteneinsatzes ergeben konnen. Eine der mdoglichen Alternativen zum

Antibiotika- oder Chemotherapeutikaeinsatz konnten Phytotherapeutika darstellen.

Daher sollte in der vorliegenden Arbeit iiberpriift werden, ob die Fiitterung von E. purpurea
(Roter Sonnenhut) Einfluss auf den allgemeinen Gesundheitszustand und ausgewihlte
Parameter der Immunabwehr des Pferdes nehmen kann. Hierzu wurden das
Allgemeinbefinden und Blutwerte sowie die Kortisolkonzentration im Plasma und
Immunglobulin G im Serum bestimmt. Zusétzlich erfolgte die Messung des Respiratory Burst
der Granulozyten und die Bestimmung des antioxidativen Potentials im Plasma. Eine
Tollwutschutzimpfung wurde eingesetzt, um mogliche Einfliisse auf die Ausprigung des

Impftiters festzustellen.



Literaturiibersicht

2. Literaturiibersicht

2.1 Phytotherapie

Der Einsatz von Pflanzen ist in der Medizin weltweit verbreitet. Welche ihrer Komponenten
aber arzneilich wirksam sind konnte erst teilweise erforscht werden (COWAN, 1999).
Trotzdem konnen die bisher bekannten Inhaltsstoffe der Pflanzen in die Kategorien Phenole,
Terpene und essentielle Ole, Lektine und Polypeptide, Alkaloide und Polyethylene eingeteilt
werden (COWAN, 1999). Die Wirkmechanismen sollten nach DORSCH (1996) vor dem
Einsatz einer Pflanze in der Therapie geklirt sein. Besonders wichtig ist dies, da bei einigen
Pflanzen auch schidliche Wirkungen auf Organsysteme bekannt sind (MILLER, 1998).
Deshalb fordert COWAN (1999) ein standardisiertes System zur Extraktion der
Pflanzenwirkstoffe. Diese Standardisierung stellt aber gleichzeitig das groBte Problem in der
Phytotherapie dar. So stellten SUR et al. (1991) fest, dass die Gehalte der Monoterpene in
Pflanzenproben selbst bei gleichem Extraktionsverfahren sehr starken Schwankungen
unterworfen sind. Eine chemische Standardisierung ist ohnehin erst dann moglich, wenn die
in Frage kommenden Wirkstoffe und ihre Wirkungsmechanismen bekannt sind (WAGNER,
1990).

Der Heilpflanzenmarkt hat sehr groBe Zuwachsraten. Allein in den USA wuchs der Verkauf
im Jahr 1997 um 57 %, und dieser Trend ist nicht nur auf Amerika beschrinkt (MILLER,
1998). In der Humanmedizin werden Heilpflanzenpridparate vor allem zur Therapie von
Erkéltungskrankheiten eingesetzt (BRAUNIG et al., 1992). In der Tiermedizin dagegen ist der
Einsatz von Phytotherapeutika bisher vergleichsweise gering (STREY, 1996).

2.2. Echinacea

Derzeit hilt der deutsche Markt etwa 300 Priparate bereit, die Echinacea-Zubereitungen
enthalten (Bauer 1994). Echinacea-Priparate zdhlen nach BAUER (1997) in der

Humanmedizin zu den bedeutendsten pflanzlichen Immunstimulantien.
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2.2.1 Geschichte und Verwendung von Echinacea

Die erste Darstellung einer Echinacea-Pflanze aus dem Jahr 1699 findet sich im dritten Band
der ,,Plantarum Historia Universalis Oxoniensis® von R. Morrison, dem ersten Professor fiir
Botanik in Oxford. Morrison bezeichnet die Pflanze als ,,Dracunculus Virginianus latifolius
petalis florum longissimis purpurascentibus®. Diese Abbildung stammt aus der Zeit vor Linné,
welcher im Jahr 1753 in seinen ,,Species Plantarum® die gleiche Pflanze als ,,Rudbeckia
purpurea‘ beschreibt. Erneut umbenannt wurde sie 1794 durch Moench, der ihr den bis heute

gebriuchlichen Namen ,,E. purpurea* gab (BAUER, 1994).

Die urspriingliche Bezeichnung durch Morrison belegt auch die Herkunft der beschriebenen
Echinacea-Art: Virginia, USA. Vor allem in den Great Plains des
Mittleren Westens und in den Mittelgebirgen Nordamerikas ist die Gattung verbreitet
(BAUER, 1994). Miindliche Uberlieferungen durch Medizinminner und archiologische
Funde belegen den Einsatz von Echinacea in der Heilkunde der Indiander Nordamerikas.
Insbesondere fiir die Staimme der Cheyenne, Dakota, Fox, Kiowa, Crow, Omaha, Pawnee,
Ponca, Teton, Winnebago, Choctaw, Delaware und Komanchen ist die Verwendung
iberliefert. Neben Echinacea pallida und E. purpurea wurde am hiufigsten E. angustifolia als
Heilpflanze eingesetzt, wobei die Indianer selbst nicht zwischen den einzelnen Arten
unterschieden. Sie verwendeten vermutlich die im jeweiligen Gebiet vorkommende Art.
Echinacea-Pflanzen zédhlen zu den wichtigsten Heilpflanzen der Indianer und fanden gegen
mehr Krankheiten Einsatz als jede andere Pflanze. Zu den zahlreichen Anwendungsgebieten
zdhlt die duBerliche Anwendung bei Wunden, Verbrennungen, Lymphdriisenschwellung und
Insektenstichen. Innerlich wurde Echinacea bei Zahn-, Hals-, und Kopfschmerzen, sowie
Magenkrampfen, Husten, Erkéltung, Masern und Gonorrhoe eingesetzt. Auch die
Verwendung als Antidot bei Schlangenbissen und anderen Vergiftungen ist tiberliefert. Neben
diesen vielfiltigen Anwendungsmoglichkeiten beim Menschen wird auch iiber den Einsatz in
der Tierheilkunde, gegen Druse des Pferdes, berichtet. Die Indianer verwendeten zumeist
Echinacea-Wurzeln, die oft gekaut wurden. Auch Saft oder Brei aus Frischpflanzen kam zum
Einsatz. Abkochungen wurden seltener verwendet und alkoholische Tinkturen waren den

Indianern lange unbekannt (BAUER und WAGNER, 1990).

Die weilen Siedler Nordamerikas iibernahmen die Anwendung von Echinacea bereits friih.

Der arzneiliche Einsatz wurde 1762 erstmals erwihnt: Frederick Gronovius beschreibt in
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seiner ,,Flora Virginica* die Wurzel von ,,Obeliscotheca barbulis pallide rubentibus‘ (Nr. 417,
spater von Linné als ,,Rudbeckia purpurea bezeichnet) und ihre Wirksamkeit bei Satteldruck
der Pferde. Neben einem weiteren Bericht aus dem 18. Jahrhundert, der von einem Armeearzt
stammt, wird Echinacea im 19. Jahrhundert von verschiedenen Arzten und Forschern
beschrieben. Die Beschreibungen der Wurzeln lassen allerdings den Schlufl zu, dass es bereits
in dieser Zeit hdufiger zu Verwechslungen der einzelnen Arten, insbesondere zwischen E.
angustifolia und E. pallida kam. Einsatz fand Echinacea vor allem in der Laienmedizin. Als
Anwendungsgebiete werden wiederholt Schlangenbisse und Syphillis oder generell der
Einsatz als Allheilmittel genannt.

Die breite medizinische Bedeutung gewann E. angustifolia durch H.C.F. Meyer. Der
angeblich promovierte deutsche Mediziner brachte um 1870 das weltweit erste Echinacea-
Praparat, ,,Meyer's Blutreiniger genannt, auf den Markt. Sein Wundermittel sollte u.a. bei
Rheumatismus, Neuralgien, Kopfschmerzen, Rotlauf, Dyspepsie, Geschwiilsten, Geschwiiren,
Wunden, Schwindel, Klapperschlangenbissen, Cholera, Pocken, Masern und sogar Tollwut
helfen. Erst 16 Jahre spiter wurde die darin verarbeitete Pflanze von C.G. Lloyd als E.
angustifolia identifiziert. Verschiedene Mediziner begannen im Anschluf} die Tinkturen und
Waurzeln erfolgreich zu testen. Aufgrund der steigenden Nachfrage wurden auch andere E.
angustifolia-Tinkturen produziert und die Publikationen iiber Heilerfolge nahmen zu.
Trotzdem wurde Anfang des 20. Jahrhunderts die Anerkennung und Wirksamkeit von
Echinacea, aufgrund eines Mangels an wissenschaftlichen Beweisen, von schulmedizinischer
Seite in Frage gestellt. Der Absatz der Echinacea-Zubereitungen stieg jedoch weiter.

Aus verschiedenen Abhandlungen dieser Zeit geht hervor, dass die beiden Arten E.
angustifolia und E. pallida nicht geniigend unterschieden wurden. Verschiedene Autoren
weisen zwar in ihren Untersuchungen auf die Verwechslungsproblematik hin, geben aber zum
Teil selbst offensichtlich falsche Bezeichnungen an. Ob in der Therapie und in fritheren
wissenschaftlichen Untersuchungen E. angustifolia oder E. pallida eingesetzt wurde, kann
deshalb nicht mit Sicherheit festgestellt werden.

Ein moglicher immunologischer Wirkmechanismus wurde bereits 1915 beschrieben. In
Laborversuchen wurde gezeigt, dass Echinacea die Phagozytoseleistung von Lymphozyten
verbessert und Einfluss auf das Differentialblutbild hat. In einer Studie mit Meerschweinchen
1920 konnte bei verschiedenen Infektionsmodellen keine Wirkung nachgewiesen werden. Die
Wirksamkeit von Echinacea blieb daher weiterhin umstritten. Das Interesse an Echinacea in

Amerika lief} ab den 30er Jahren schlieBlich deutlich nach (BAUER und WAGNER, 1990).
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In Europa wurden die Wurzeln von E. purpurea erstmals gegen Ende des 19. Jahrhunderts als
Arzneidroge erwihnt. Vor allem die Homoopathie interessierte sich zu Beginn des 20.
Jahrhunderts fiir Echinacea. Dariiber hinaus wurde hauptsidchlich E. angustifolia in der
Gynidkologie, bei septischen Prozessen, bei Verbrennungen und bei Akne eingesetzt.
Aufgrund der starken Nachfrage entstand gegen Ende der 30er Jahre sogar ein Engpass in der
Frischpflanzenbeschaffung. Die Verbreitung von E. purpurea in Europa ist auf eine Sendung
mit Samen an Dr. Gerhard Madaus zuriickzufiithren, welche filschlicherweise als E.
angustifolia deklariert war. Die Frischpflanzenzubereitung aus E. purpurea erwies sich als
ebenso wirksam und wurde deshalb erfolgreich in Europa eingefiihrt (BAUER und
WAGNER, 1990; MADAUS AG, 1997).

2.2.2 Arten und Beschreibung

Die Gattung Echinacea wird der Familie der Compositae (Asteraceae) zugeordnet und gehort
zur Unterfamilie Heliantheae. Diese enthélt insgesamt 260 Gattungen und mehr als 3000
Arten und stellt somit die groffite Unterfamilie innerhalb der Compositae dar. Eine umfassende
Revision erfuhr die taxonomische Einordnung und Charakterisierung der Gattung Echinacea
1968 durch MCGREGOR. Er teilte aufgrund seiner vergleichenden, morphologisch-
anatomischen Studie die Gattung in neun Arten und zwei Varietidten ein. Als Arzneipflanzen
gewannen aber nur die drei Arten E. purpurea (L.) MOENCH, E. angustifolia D.C. und E.
pallida (NUTT.) NUTT. groBere Bedeutung.

Echinacea purpurea (L.) MOENCH ist hiervon die am ldngsten bekannte Art. Gleichzeitig
stellt sie die haufigste und am weitesten verbreitete Art in Nordamerika dar. Sie hat eine
Wuchshohe von 60-180 cm und verfiigt tiber einen aufrechten, kriftigen und verzweigten
Stengel. Die Blitter sind groB3, eiformig und gesdgt. Typisch fiir die Art sind dabei der
verzweigte Habitus, die grannigen Spreublitter sowie die tiefpurpurnen, kurzen Zungenbliiten

und die noch dunkleren Rohrenbliiten der igelformigen Bliitenképfchen.

Echinacea angustifolia D.C. ist eine kleinwiichsige Art mit gelben Pollen (Wuchshohe 10-50
cm). Weitere typische Merkmale sind die rauhe Behaarung und die relativ kurzen
Zungenbliiten, welche weil}, rosa oder purpurn gefirbt sein konnen. Aulerdem verfiigt sie

iber lanzettdhnliche Blitter. Thr Chromosomensatz ist diploid. In verschiedenen Gegenden
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Nordamerikas sind durch Hybridisierung mit E. artrorubens abweichende Formen (zum Teil
mit tetraploidem Chromosomensatz) aufgetreten. Hinsichtlich des Aussehens stehen sie
zwischen E. angustifolia und E. pallida — wahrscheinlich ein weiterer Grund fiir die frithere

hiufige Verwechslung dieser beiden Arten.

Echinacea pallida (NUTT.) NUTT. ist zwar auch schmalblittrig wie E. angustifolia, wichst
aber deutlich hoher (40-90 cm). Die Zungenbliiten sind lang, hingend und purpurn, rosa oder
weill gefarbt. Auch die weille Farbe der Pollenkorner ist ein artspezifisches Merkmal. Sie
verfiigt iiber einen tetraploiden Chromosomensatz (allotetraploide Art). Nach McGregor ist
sie durch Hybridisierung und anschlieende Polyploidisierung entstanden. Als Ausgangsarten
nimmt er dabei E. sanguinea und E. simulata an (BAUER und WAGNER, 1990, BAUER,
1994).

2.2.3 Inhaltstoffe und deren Wirkung

Entscheidend bei der Verwendung von Echinacea-Prédparaten ist, welche Pflanzenanteile (von
welcher Echinacea-Art) verarbeitet wurden: die Wurzeln, die oberirdischen Pflanzenteile oder
die ganze Pflanze (BAUER, 1994). Die Gehalte an entsprechenden Inhaltstoffen konnen
dadurch variieren, die chemische Zusammensetzung und entsprechend die biologische
Aktivitdt kann ebenfalls unterschiedlich sein. Auch verschiedene Extraktionsverfahren
konnen sich auf die Inhaltstoffe auswirken (BAUER, 1994). So sind beispielsweise
Polysaccharide in wissrigen Ausziigen vorhanden, kaum jedoch in alkoholischen (BAUER et
al., 1988; BORCHERS et al., 2000). Dagegen stellten PERRY et al. (2000) wie auch WILLS
und STUART (2000) fest, dass die Trocknung der Frischpflanzen keinen Einflu3 auf den
Gehalt an Alkamiden hat. STUART und WILLS (2003) untersuchten in weiteren Studien den
Effekt der Trocknung von E. purpurea auf die Cichoriensdure. In den oberirdischen
Pflanzenteilen konnte eine durch die Trocknung bedingte geringere Konzentration der

Cichoriensdure festgestellt werden.

Bisher konnten ca. 75 bis 100 Inhaltsstoffe isoliert werden (BODINET et al., 1993).
Therapeutische Erfolge sind, aufgrund dieser hohen Anzahl, vermutlich nicht auf einzelne

Komponenten, sondern auf deren Kombination oder synergistische Wirkung zuriickzufiihren.
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BAUER (1994) teilt die Inhaltstoffe zunédchst in hydrophil und lipophil ein, da sie auch
getrennt analysiert werden. In den Echinacea-Wurzeln finden sich, laut BAUER (1994), vor
allem Kaffeesdurederivate, wobei es sich hauptsidchlich um Echinacosid handelt. In den
Wurzeln von E. angustifolia kommt zusétzlich das Chinasdurederivat Cynarin vor. Die
Wurzel von E. purpurea enthdlt Cichoriensdure. Im Kraut treten neben Rutin auch
Cichoriensdure, Echinacosid, Verbacosid, Chlorogensidure und Isochlorgensduren auf. Die
Zusammensetzung ist im Einzelnen jeweils artspezifisch. Auch die Polysaccharide gehoren zu
den polaren Inhaltstoffen, eignen sich aber mangels Strukturdaten nicht zum Vergleich der
drei Arten. Zu den lipophilen Verbindungen zidhlen die Ketoalkene und Ketoalkine in den
Wurzeln. Alkamide finden sich in den Wurzeln und ebenfalls in den oberirdischen
Pflanzenanteilen. E. purpurea weist den hochsten Alkamid-Gehalt, vor allem in den Bliiten,
auf. Der Gehalt an itherischem Ol der Wurzeln ist insgesamt gering, insbesondere bei E.
purpurea und E. angustifolia (weniger als 0,1 %). Trotzdem ist auch hier eine arttypische
Zusammensetzung vorzufinden (BAUER, 1994).

Aus diesen Inhaltstoffen rekrutiert BAUER (1994) vier Stoffklassen als Wirksubstanzen:
Kaffeesdurederivate, Alkamide, Polysaccharide und Glykoproteine (Glykoprotein-
Polysaccharid-Komplexe). Dabei schreibt er unter den Kaffeesdurederivaten vor allem der
Cichoriensdure  eine  starke = immunmodulierende = Wirkung in  Form  einer
Phagozytosestimulation zu. Die Phagozytose wurde im in-vitro-Granulozytentest und im in-
vivo-Carbon-Clearance-Test deutlich stimuliert (WAGNER, 1990; ROTH, 1993; BAUER,
1994). In Handelspriaparaten wird sie jedoch aufgrund ihrer Instabilitit nur eine
untergeordnete Bedeutung haben. Ebenfalls einen phagozytosestimulierenden Effekt (sowohl
in vitro als auch in vivo) und antiinflammatorische Wirkung, durch Hemmung der
Cyclooxigenase und der 5-Lipooxygenase, beschreibt BAUER (1994) fiir die Alkamide. Fiir
ein komplexes Polysaccharid stellt er eine Hyaluronidase-Hemmwirkung bzw. eine
,kortisondhnliche* Wirkung fest. Fiir andere Polysaccharide konnte ebenfalls eine
Phagozytosestimulation festgestellt werden. Nach BLASCHEK et al. (1998) sind besonders
die Arabinogalaktan-artigen Polysaccharide hinsichtlich einer immunmodulierenden Wirkung
interessant. Schon 1991 wiesen ROESLER et al. unter anderem fiir ein saures
Arabinogalaktan phagozytosestimulierende Wirkung nach. Die immunmodulatorische
Wirkung konnte an Makrophagenaktivierung (die zur Produktion von Tumornekrosefaktor
(TNF)-a, Interleukin-1 und -6 und zur Phagozytenproliferation fiihrte) vor allem in Milz und
Knochenmark und an einer vermehrten Granulozytenauswanderung ins Blut gezeigt werden

(LUETTIG et al.,, 1989 sowie BODINET et al., 1993). Im Gegensatz dazu konnten
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ELSASSER-BEILE et al. (1996) keine vermehrte Produktion von Interleukinen und TNF-o
bei mit Echinacea behandelten Tumorpatienten feststellen. Die letzte Wirkstoffgruppe die
BAUER (1994) beschreibt, sind die Glykoproteine bzw. ein Glykoprotein-Polysaccharid-
Komplex. Neben der bereits genannten Makrophagenaktivierung beschreibt der Autor eine B-

Zell-stimulierende Aktivitit.

2.2.4 Allgemeine Wirkungsweisen von Echinacea

Die bisher durchgefiihrten Studien zum Wirkungsnachweis von Echinacea sind sehr
unterschiedlich aufgebaut. Es liegen Untersuchungen zu verschiedenen Indikationen, iiber die
Wirkung einzelner Inhaltstoffe (siehe 2.1.3), zu einzelnen Komponenten des korpereigenen
Abwehrsystems unter Echinaceaeinfluss sowie Kombinationen daraus vor. Zudem wurden fiir
die jeweiligen Studien meist unterschiedliche Echinacea-Arten, Pflanzenanteile, Extrakte oder

Kombinationspriparate verwendet, so dass ein Vergleich zusitzlich erschwert wird.

Ganz allgemein untersuchten ROTH-MAIER et al., (2001) den EinfluB von Echinacea
pupurea-Fiitterung (pelletierte getrocknete oberirdische Pflanzenanteile) in der Ferkel- und
Broiler-Aufzucht. Tendenzielle Verbesserungen in der Wachstumsleistung zeigten sich bei
den Ferkeln, nicht jedoch bei den Broilern. Der allgemein gute Gesundheitszustand blieb
durch den Futterzusatz unbeeinflusst. Zu den héufigsten heutigen Indikationen zdhlen
allerdings Infekte der oberen Luftwege und andere infektiose Erkrankungen. So berichtet
ANETZHOFER  (1993) vom  erfolgreichen  FEinsatz des  homdopathischen
Kombinationspriparates Echinacea compositum ad us. vet. (enthilt u.a. E. angustifolia D3) in
seiner Gemischtpraxis bei verschiedenen Tierarten und Indikationen (beispielsweise
Pneumonien, Mastitis und Analbeutelentziindungen). Er stellte durchweg eine Verminderung
der Symptomintensitit und Rezidivhiufigkeit sowie eine kurze Heilungsdauer fest. Zum
Vergleich dienten dabei rein antibiotisch oder chemotherapeutisch behandelte Fille. Auch
MAY (1994) berichtet aus seiner Praxis vom erfolgreichen Einsatz des gleichen Priparates
bei chronischen Bronchitiden des Pferdes. In einer neueren, offenen multizentrischen
klinischen Studie untersuchten REICHLING et al. (2003) den klinischen Zustand von Hunden
mit chronischen saisonbedingten Infektionen der oberen Atemwege (Pharyngitis, Tonsillitis,
Bronchitis und Zwingerhusten). Die Studie wurde unter Praxisbedingungen von

verschiedenen Tierdrzten durchgefiihrt und erfasste den Zustand jeweils vor und nach 8-
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wochiger Behandlung. Zum Einsatz kam ein Préaparat, welches Wurzelpulver von E. purpurea
enthilt. Bereits nach 4 Wochen konnte eine signifikante Verbesserung der entsprechenden
typischen Symptome festgestellt werden. Allerdings gab es bei dieser Studie keine
Kontrollgruppe. Auch im Humanbereich wurden zahlreiche Studien im Bereich von
Erkéltungskrankheiten durchgefiihrt. So beschreibt MADAUS AG (1997) zum Beispiel eine
placebokontrollierte Doppelblindstudie, nach deren Ergebnis die Behandlung der Patienten
mit dem Priiparat Echinagard® (schwedischer Handelsname fiir Echinacin® von Madaus,
Wirkstoff: Presssaft aus E. purpurea) die Dauer eines Infektes der oberen Atemwege verkiirzt.
Ganz gegenteilige Ergebnisse lieferten TAYLOR et al. (2003) und BARRETT et al. (2002).
TAYLOR et al. (2003) konnten in ihren Untersuchungen keinen Einfluss von Echinacea auf
den Verlauf einer Erkéltung im Vergleich zur Placebobehandlung feststellen. Es wurden bei
dieser Studie Placebo-Kapseln und Kapseln mit getrocknetem Echinacea-Extrakt eingesetzt
(entweder Wurzel und Kraut von E. purpurea oder Wurzel von E. angustifolia). Auch
BARRETT et al. (2002) konnten in ihrer randomisierten placebokontrollierten
Doppelblindstudie keinen Einflul einer Echinacea-Behandlung auf Infektionen der oberen
Atemwege bei Kindern zwischen zwei und elf Jahren feststellen. Es wurden keine
Unterschiede  hinsichtlich  Krankheitsdauer —und -schwere nachgewiesen. Eine
Entziindungshemmende Wirkung der Polysaccharide aus E. angustifolia-Wurzeln stellten
TUBARO et al. (1987) fest. Die Verabreichung von EPF (Echinacea polysaccharidic fraction)
konnte die Ausbildung eines Pfoten- und Ohrodems nach spezifischen Reizen positiv
beeinflussen und teilweise fast vollig verhindern. In einer dhnlichen Studie wiesen auch
RASO et al. (2002) eine entziindungshemmende Wirkung fiir Wurzelpulver aus E. purpurea
nach. Eine vollig andere Indikation untersuchten SKAUDICKAS et al. (2003). Sie konnten an
minnlichen Wistar-Ratten eine signifikante Verbesserung bei benigner Prostatahyperplasie,
nach 30- und 60-tdgiger oraler Verabreichung eines E. purpurea-Extraktes, zeigen. Als
Parameter dienten hierfiir das Prostatagewicht, die Lymphozytenzahlen und histologische

Veridnderungen.
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2.2.5 Wirkungen auf Komponenten des Abwehrsystems

Die meisten heute verfiigbaren Studien beziehen sich in ihren Untersuchungen iiber Echinacea
auf die unspezifische Immunabwehr. Sehr hiaufig Gegenstand der Forschung, und gleichzeitig
die wohl bekannteste Wirkung von Echinacea, ist die Steigerung der Phagozytoseaktivitit.
WAGNER (1986) stellte eine erhohte Phagozytoseaktivitit in vivo nach Verabreichung von
Echinacea an Miusen fest. AuBlerdem isolierte die Arbeitsgruppe um WAGNER (1985)
verschiedene Polysaccharide aus Echinacea-Pflanzen. Davon stimulierte ein neutrales
Heteroxylan die Phagozytose. ERHARD et al. (1994) konnten eine Phagozytosestimulation
an humanen Granulozyten, durch E. angustifolia feststellen. Die Autoren verwendeten hierfiir
einen standardisierten alkoholischen Auszug von E. angustifolia, einzeln sowie in
Kombination mit anderen homoopathischen Zubereitungen. Auch WAGNER und JURCIC
(1991) sahen eine Phagozytosesteigerung im in vitro Granulozytentest und im in vivo Carbon-
clearance-Test bei der Maus. Zum Einsatz kamen hier ebenfalls Extrakte von E. angustifolia,
sowie Kombinationen von Echinacea mit anderen Pflanzenextrakten. Ahnlich wie ERHARD
et al. (1994), stellten auch WAGNER und JURCIC (1991) fest, dass besonders die
Kombinationen von Echinacea mit anderen Pflanzenextrakten in der Wirkung iiberzeugen
konnen. O'NEILL et al. (2002) stellten eine Verbesserung der Phagozytosefdhigkeit bei
neutrophilen Granulozyten des Pferdes fest. Ein E. angustifolia-Extrakt wurde zuvor iiber 42
Tage gefiittert. Eine Steigerung der Phagozytoseaktivitidt von Peritonealmakrophagen konnten
BUKOVSKY et al. (1993) an Mdiusen zeigen. Sie verabreichten ethanolisch-wissrige
Extrakte von E. purpurea- und E. angustifolia-Kraut iiber fiinf Tage. AuBerdem stellten die
Autoren eine erhohte bakterizide Aktivitidt der Peritonealmakrophagen fest. Eine Stimulation
der Phagozytose von alveolaren Makrophagen fanden GOEL et al. (2002) bei gesunden
Ratten. Sie verwendeten aus E. purpurea isolierte Alkamide, die zweimal tidglich iiber 4 Tage
oral verabreicht wurden. Ebenso konnten die Autoren eine signifikant hohere Produktion von
TNF-a in alveolaren Makrophagen dieser Gruppe zeigen (dhnlich auch WAGNER 1985).
Diese Ergebnisse gelten jedoch nicht fiir die Immunzellen der Milz. Hier konnte auch mit
isolierten Polysacchariden und Cichoriensdure keine erhohte Produktion von TNF-q,
Interferon-y oder Interleukin-2 gezeigt werden (GOEL et al. 2002). Eine erhohte Sekretion
von Zytokinen aus Miuse-Makrophagen durch Echinacea-Pulver (Kraut und Wurzel) konnten
RININGER et al. (2000) nachweisen. Auch die Lebensfidhigkeit und Proliferation von
humanen peripheren mononukleédren Blutzellen konnte verbessert werden. Im Gegensatz dazu

fanden die Autoren bei chemisch standardisiertem Echinacea-Extrakt und frischem Presssaft
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keine immunstimulativen Effekte. Diese Zubereitungen wiesen dafiir entziindungshemmende
und antioxidative Eigenschaften auf (RININGER et al., 2000).

Eine Steigerung der Sauerstoffradikalbildung in Makrophagen von Madusen nach
Verabreichung von E. purpurea-Polysacchariden konnten ROESLER et al. (1991) zeigen. Zu
dem gleichen Ergebnis kamen auch STIMPEL et al. (1984).

Auch Einfliisse von Echinacea auf das Blutbild konnten gezeigt werden. So stellten O°'NEILL
et al. (2002), nach oraler Verabreichung eines E. angustifolia-Extraktes iiber 42 Tage, eine
Vergroferung und Vermehrung der roten Blutzellen fest. Auch die Himoglobinkonzentration
im Vollblut und der mittlere korpuskuldre Hamoglobingehalt konnten gesteigert werden. Im
weilen Blutbild wurde eine Erhdhung der Lymphozytenzahl gezeigt. GERHARDS (1995)
hingegen konnte bei seinen Untersuchungen zum Einfluf auf die Lymphozytenaktivitit bei
Pferden keinerlei Auswirkung von verschiedenen Echinacea-Dilutionen sowie Echinacea
compositum® feststellen. Er folgerte, dass eine direkte Stimulation der Lymphozyten kein
Wirkprinzip, zumindest nicht von homoopathischen Echinacea-Préiparaten, darstellt. Eine
Stimulation der Lymphozytenproliferation durch Echinacea pupurea-Extrakte beschreiben
BANY et al. (2003) bei verschiedenen Miusestimmen. CUNDELL et al. (2003) konnten in
ihren Untersuchungen ebenfalls Einfliisse von Echinacea (oberfldachliche Pflanzenanteile) auf
das weille Blutbild von Ratten feststellen. Die Tiere zeigten erhdhte Leukozytenzahlen und
ein verdndertes Differentialblutbild. Dabei stiegen die mononukledren Zellen (Lymphozyten,
Monozyten) an, im Gegenzug verringerte sich der Anteil der Granulozyten.

Auch die antivirale Komponente von Echinacea-Priparaten ist hdufiger Gegenstand der
Forschung. ENGBERS und WOESTMANN (1986) stellten eine protektive Wirkung gegen
Virusinfektionen an Zellkulturen fest. Dabei vermuteten sie eine Besetzung der Virus-
Bindungsstellen der Zelle durch Inhaltsstoffe von E. angustifolia und dadurch eine Hemmung
der Adsorption von Viren. Bereits zu einem fritheren Zeitpunkt stellten WACKER und
HILBIG (1978) in ihren Untersuchungen fest, dass Echinacea nicht viruzid wirkt, die Viren
aber am Eindringen hindert. Eine Verminderung der Virusproliferation und Verldngerung der
Lebensspanne bei mit MuLV (murine leukemia virus) infizierten Maiusen konnten
HAYJASHI et al. (2001) finden. Den Mausen wurden oral oberfldachliche Pflanzenanteile von
E. purpurea zugefiihrt. Ganz #hnliche Ergebnisse erzielten BODINET et al. (2002) bei
Influenza A infizierten Méusen. Sie verabreichten eine Kombination von Echinacea-Extrakten
und anderen pflanzlichen Extrakten oral bereits 6 Tage vor der (intranasalen) Infektion mit
dem Virus. Auch hier konnte die Lebensspanne signifikant verldngert und der Virustiter

herabgesetzt werden. Pathologische Verdnderungen der Lunge wurden reduziert. SUN et al.
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(1999) fiihren die virusprotektive Wirkung eines Echinaceawurzel-Extraktes auf die
signifikante Erhohung der Monozytenzahlen und natiirlichen Killer- (NK) Zellen zuriick. Alle
anderen hidmatopoetischen Zellpopulationen und Immunzellen in Milz und Knochenmark
blieben jedoch von der Behandlung unbeeinflusst. Die Untersuchungen wurden an gesunden
Tieren durchgefiihrt, was auf die prophylaktische Wirkung von Echinacea hinweist (SUN et
al., 1999). CURRIER und MILLER (2000) zeigten den Einluss von E. purpurea (14 Tage lang
gefiittert) auf NK-Zellen von alternden Méusen. Die Anzahl, ihre anti-Tumor-Wirkung sowie
die zytolytische Aktivitit konnten gesteigert werden. Eine antivirale Aktivitit (gegen Herpes
simplex) in vitro sprachen BINNS et al. (2002) insgesamt 8 Echinacea-Arten zu. Andere
Autoren, wie SCHUMACHER und FRIEDBERG (1991), konnten unter verschiedenen
Versuchsbedingungen keine Effekte auf die unspezifische zelluldre Immunsituation der Maus

feststellen.

Zur Beeinflussung der humoralen Immunantwort durch Echinacea-Zubereitungen gibt es erst
wenige Studien. REHMAN et al. (1999) untersuchten den Einfluss von E. angustifolia, oral an
Ratten verabreicht, auf die spezifische Immunabwehr. Die Autoren applizierten den Ratten
ein spezifisches Antigen um anschlieBend die IgG- und IgM-Gehalte des Blutes gegen das
Antigen mittels ELISA zu messen. Sie konnten zeigen, dass die IgG-Konzentration gegen das
Antigen im Serum der Ratten, die E. angustifolia-Wurzelextrakt iiber das Trinkwasser
verabreicht bekommen haben, frither anstiegen als bei unbehandelten Ratten. FREIER et al.
(2003) konnten eine verbesserte IgM-Antwort bei Madusen gegen Blutzellen des Schafes
feststellen. Sie verabreichten oral einen E. purpurea-Extrakt iiber 4 Tage, jeweils eine Stunde
nach Injektion der Blutzellen. Die Untersuchung mit Blutzellen des Schafes, ebenfalls bei
Maiusen, verlief bei ROESLER et al. (1991) allerdings negativ. Sie konnten keine verbesserte
Antikorperproduktion zeigen, hatten allerdings gereinigte Polysaccharide von E. purpurea
eingesetzt. Auch HERMANN et al. (2003) stellten eine unbeeinflusste Antikdrperantwort von
Ferkeln gegen PRRSV (porcine reproductive and respiratory syndrome virus) fest. In
verschiedenen Gruppen wurde die tagliche Futterration iiber 42 Tage mit 2 % bzw. 4 % E.
purpurea-Pulver supplementiert. Untersuchungen zum IgG-Verlauf von Absatzferkeln
(LANG, 2004) zeigten in der Auswertung keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Echinacea- und den Kontrollgruppen. Die Ferkel erhielten ab dem Absatzzeitpunkt
getrocknete oberirdische Pflanzenanteile von E. purpurea in 1%iger oder S5%iger
Konzentration dem Ferkelstarter beigemischt. Auch die im Speichel gemessenen IgA-

Konzentrationen der Echinacea- und Kontrollgruppen waren bei 5 %iger Echinaceafiitterung
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unbeeinflusst. Bei der 1 %igen Echinacea-Pelletfiitterung jedoch wies die Echinaceagruppe
am 77. Lebenstag geringere IgA-Konzentrationen auf als die Kontrollgruppe. Die Autorin
stellte hier einen negativen Langzeiteinfluss von E. purpurea fest. HEMPEL (2002)
untersuchte den Immunglobulin-G-Status bei neugeborenen Kaninchen und ihren Miittern. Es
handelte sich um einen Fiitterungsversuch mit einer Echinacea-Griinmehl-Mischung. Durch
Echinacea konnte der IgG-Status nur in geringem Umfang und nur zu bestimmten
Zeitpunkten beeinflusst werden. Die Serum-IgG-Konzentrationen der Jungtiere in der
Kontrollgruppe lagen am 14. Lebenstag bei 1,6 mg/ml wihrend sie in der Gruppe, die
Echinacea erhielt, mit 0,9 mg/ml signifikant geringer ausfielen. Am 28. Lebenstag wiesen die
Kaninchen der Echinaceagruppe eine mit 1,1 mg/ml signifikant hohere Serum-IgG-
Konzentration auf, als die Tiere der Kontrollgruppe mit 0,8 mg/ml. HEMPEL (2002) vermutet
hier einen Einfluss von Echinacea auf die IgG-Konzentration. Die Erkrankung an dem
Symptomenkomplex der Enterokolitis konnte durch Echinacea jedoch nicht verhindert
werden (HEMPEL, 2002). Einen negativen Effekt auf die spezifische Antikdrperproduktion
bei weiblichen Ratten stellten SOUTH und EXON (2001) fest. Ein Echinacea-Extrakt wurde
iber sechs Wochen, in Konzentrationen von 225 mg/kg und 50 mg/kg, verabreicht. Nach
zwei Wochen wurde bei den weiblichen Ratten (225 mg/kg) eine signifikant schlechtere
Antikorperbildung gemessen, die Antikorpergehalte der ménnlichen Ratten blieben von der
Behandlung wungestort. Die Autoren folgerten, dass Echinacea-Zubereitungen unter

bestimmten Bedingungen auch immunsupressiv wirken konnen.

Zusammenfassend stellt BARRETT (2003) fest, dass es zahlreiche, qualitativ gute Studien
betreffend E. purpurea gibt. Die wissenschaftlichen Daten seien aber noch nicht ausreichend,
um die Effektivitdt bei der Behandlung von Krankheiten oder bei der Verbesserung der

Gesundheit iiber einen gewissen Zweifel hinaus zu belegen.

2.2.6 Toxizitat von Echinacea

Echinacea-Zubereitungen sind zwar schon seit vielen Jahrzehnten im Einsatz, es liegen aber
bisher nur wenige Untersuchungen zu Toxizitdt und Nebenwirkungen vor. Als mogliche
Nebenwirkungen nennt BAUER (1994) Schiittelfrost, Fieberreaktionen, Ubelkeit und
Erbrechen sowie allergische Reaktionen vom Soforttyp. Ob diese Reaktionen unter
Umstidnden auch auf Verunreinigungen der Ausgangsextrakte mit Endotoxinen zuriickfithren
sind ist nicht endgiiltig geklart. Als weiteres Risiko fithrt BAUER (1994) eine mogliche
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Verschlechterung von Autoimmunerkrankungen durch allgemeine Immunstimulation an.
Allerdings liegen fiir Echinacea hierzu keine konkreten Untersuchungen vor, ebenso wenig
fiir nicht immunologische Unvertriglichkeitsreaktionen. Als Gegenanzeigen fiir die innere
Anwendung von Echinacea werden trotzdem progressive Systemerkrankungen wie
Tuberkulose, Leukosen, Kollagenosen und multiple Sklerose angesehen. Wéihrend der
Schwangerschaft und bei Allergieneigung sollte keine parenterale Behandlung mit Echinacea-
Priparaten erfolgen (BAUER, 1994). KEMP und FRANCO (2002) befiirchten auch
Nebenwirkungen durch Langzeiteinnahme von Echinacea. Sie berichten von einer
Leukopenie bei einer Patientin nach 8-wochiger Einnahme von Echinacea (3x tidgl. 450 mg
Echinacea-Extrakt). Die Leukozytenzahlen stiegen nach Absetzen des Préparates wieder an.
MENGS et al. (1991) konnten in ihren Studien keine Anhaltspunkte fiir toxische Effekte bei
Ratten und Maiusen feststellen. Bei Ratten konnten die Autoren, nach 4-wochiger oraler
Verabreichung einer die menschliche Dosierung um ein Vielfaches iibersteigenden Dosis,
keine Beweise fiir toxische Auswirkungen des Presssaftes finden. In der Sektion der Tiere
wurden keine pathologischen Verdnderungen festgestellt und somit auch keine Zielorgane
definiert. Tests zur Mutagenitit fiihrten MENGS et al. (1991) auch an Mikroorganismen und
Saugetierzellen in vitro, sowie bei Miusen, durch. Auch hier erhielten sie durchweg negative
Ergebnisse. Ebenso wurden in ihrer in vitro Studie zur Kanzerogenitit von E. purpurea an
Hamsterembryo-Zellen, keine malignen Transformationen gefunden (MENGS et al., 1991).
Die LD50-Werte fiir Presssaft aus E. purpurea werden wie folgt angegeben: Ratten p.o. >
15000 mg/kg KG und i.v. > 5000 mg/kg KG; Miuse p.o. > 30000 mg/kg KG und i.v. 10000
mg/kg KG ( BAUER, 1994; MADAUS AG, 1997).

Toxische Effekte wurden bisher nur bei einzeln verabreichten Echinacea-Inhaltsstoffen
gesehen. So kommt es nach exzessiver Gabe hoher Dosen von isolierten Kaffeesdurederivaten
an Ratten und Miusen zu chronischen Gewebeirritationen. Allerdings ist die Konzentration
der Kaffeesidurederivate in E. purpurea so gering, dass, zumindest fiir den Menschen, keine
Relevanz dieser Ergebnisse angenommen wird (MADAUS AG, 1997). Genaue Angaben zu
den untersuchten Dosen und Konzentrationen machen die Autoren jedoch nicht. Die
Pyrrolizidinalalkaloide Tussilagin und Isotussilagin stehen ebenfalls im Verdacht, toxische
Wirkungen zu haben (MADAUS AG, 1997). BAUER (1994) stellt jedoch fest, dass die in E.
purpurea und E. angustifolia enthaltenen Formen kein 1,2-ungesittigtes Necingeriist

aufweisen und somit nicht von einer moglichen lebertoxischen Wirkung auszugehen ist.
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2.3 Kortisol als Stressparameter bei Pferden

Normalerweise treten bei Sdugetieren die Hochstkonzentrationen an Glukokortikoiden im
Blut morgens (zwischen 3.00 und 8.00 Uhr) und die geringsten Konzentrationen abends
(zwischen 18.00 und 24.00 Uhr) auf (SANDNER, 1987). Ruhewerte des Pferdes liegen bei
durchschnittlich 100-200 nmol/l (KRZYWANEK, 1999). TOUTAIN et al. (1988) ermittelten
bei ihren stiindlichen Messungen an Pferden ein morgendliches Maximum von 162,29 +
26,33 nmol/l (ca. 9 Uhr). Die minimale Hydrokortisonkonzentration im Plasma wurde 12
Stunden spiter (ca. 21 Uhr) mit 76,87 £+ 18,91 nmol/l festgestellt. Innerhalb dieser
allgemeinen zirkadianen Rhythmik ermittelten die Autoren etwa 10 Peaks (episodische
Sekretion), wihrend derer die Kortisolkonzentrationen zusitzlich um 72,34 + 10,74 nmol/l
schwankten. Da die Kortisolkonzentrationen im Blutplasma von Pferden diesen
physiologischen Regulationsmechanismen unterliegen, muss dies natiirlich bei der
Interpretation von Konzentrationsverdnderungen beriicksichtiget werden (KRZYWANEK,
1999). Zusitzlich wird die Menge der Glukokortikoide im Blut von Pferden durch Stress und
korperliche Belastung beeinflusst (KRZYWANEK, 1999). Diese Faktoren untersuchten an
Pferden beispielsweise IRVINE und ALEXANDER (1994). Sie stellten fest, dass bereits
geringe Storfaktoren, wie Verbringen der Tiere in ein anderes Umfeld, ausreichen um den
zirkadianen Rhythmus der Kortisolkonzentration im Plasma zu unterdriicken. Im Gegensatz
dazu fiihrte starke korperliche Belastung bei Rennpferden nicht zur Loschung der zirkadianen
Rhythmik. Diese Tiere waren an ihre Umwelt gewohnt und hatten Gelegenheit, sich einer
taglichen Routine anzupassen (IRVINE und ALEXANDER, 1994). Eine ungewohnte
kurzzeitige korperliche Anstrengung kann die Kortisolkonzentration jedoch beeinflussen. So
wurden nach Wettkdmpfen Anstiege auf 250-350 nmol/l beobachtet und nach Distanzritten
konnten sogar Werte von 500-700 nmol/l gemessen werden (KRZYWANEK, 1999). In
Untersuchungen zum Stressgeschehen konnte MASON (1974) nachweisen, dass sich
zahlreiche Hormone (wie z. B. Kortisol, Katecholamine) in ihren Plasmakonzentrationen
verdnderten. Unter Einwirkung eines Stressors stiegen die Spiegel dieser Hormone, die eine
katabole Wirkung auf den Organismus haben, wihrend die Konzentrationen von anabolen
Hormonen sanken. Nach Beendigung des Stresses erfolgte wieder ein kompensatorischer
Anstieg der anabolen Hormone. Demzufolge beeinflusst Kortisol den Kohlenhydrat-, Fett-
und Proteinstoffwechsel und unterstiitzt damit die Energiebereitstellung (KRZYWANEK,
1999).
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RUSHEN (1986) konnte bereits an Ratten zeigen, dass die Kortisolkonzentration auch in
physiologischen Situationen, wie etwa bei reguldrer Fiitterung, ansteigen kann. Diese
Erkenntnisse und insbesondere die Untersuchungen von IRVINE und ALEXANDER (1994)
machen die Schwierigkeiten bei der Bestimmung des Kortisolstatus bei Pferden deutlich. Die
Messungen sind immer von Tageszeit, zwischenzeitlicher episodischer Sekretion und der

Adaption an die Umgebung beeinflusst.

2.4 Respiratory Burst der Granulozyten

Die Bestimmung der Respiratory-Burst-Aktivitidt der Granulozyten dient der Messung der
phagosomalen Wasserstoffperoxid-Produktion. Die Inkubation von neutrophilen oder
eosinophilen Granulozyten oder mononukledren Phagozyten mit unterschiedlichen
Substanzen fiihrt zur Entstehung mikrobiozider, oxidierender Stoffwechselprodukte
(BABIOR, 1978). Da diese Reaktion mit einem starken Anstieg der Sauerstoffaufnahme
durch Phagozyten einhergeht, wird sie als Respiratory Burst bezeichnet (BABIOR, 1988).
AuBlerdem werden beim Respiratory Burst grofe Mengen an Superoxidanion und Peroxid
gebildet. Das Wasserstoffperoxid entsteht durch Dismutation von Superoxidanion. Dieses
kann nun in einer Myeloperoxidase-katalysierten Reaktion phagozytierte Mikroorganismen
oxidativ inaktivieren (ROTHE et al., 1992). Ein starker Anstieg des Glukoseverbrauchs und
die Bildung zweier Klassen mikrobiozider Oxidantien - oxidierte Halogene und oxidierende
Radikale - sind weitere Merkmale des Respiratory Burst (FORSTER, 1991). Bei
inflammatorischen Prozessen kommt es durch extrazelluldre Freisetzung solcher Oxidantien
auch zur Schiddigung korpereigenen Gewebes (ROTHE et al., 1992). Im Test wird
intrazellulares Wasserstoffperoxid durch Oxidation des nichtfluoreszenten Indikators
Dihydrorhodamin 123 zu griinfluoreszentem Rhodamin 123 in einer Peroxidase-katalysierten
Reaktion nachgewiesen. Die Maximalstimulation neutrophiler Granulozyten durch
Phorbolester oder Bakterien-Phagozytose bewirkt eine 200- bis 1200-fache Erhohung der
Griinfluoreszenz. Auf eine Abwehrschwiche weist eine verminderte Burstreaktion bei
Phagozytose, nicht aber bei Phorbolester-Stimulation, hin. Wenn ein weniger potenter
Stimulus, wie das Bakterienpeptid FMLP, eine gesteigerte Reaktion auslost, so ist dies ein
Zeichen fir einen  Voraktivierungszustand der  Granulozyten. Ein  solcher
Voraktivierungszustand kann auch bei inflammatorischen Prozessen angetroffen werden

(ROTHE et al., 1992). Die Respiratory-Burst-Aktivitiat der Granulozyten wird auch durch
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andere Faktoren, wie beispielsweise korperliche Anstrengung, beeinflusst. ROBSON et al.
(2003) stellten nach einem Distanzrennen iiber 80 km eine Abnahme der Respiratory-Burst-
Aktivitét bei den teilnehmenden Pferden fest. Selbst drei Tage nach dem Rennen wurden die
Ausgangswerte nicht wieder erreicht. Diese Erkenntnisse widersprechen allerdings den
Ergebnissen von RAIDAL et al. (2000). Die Autoren konnten in ihren Untersuchungen nach
korperlicher Anstrengung eine Zunahme des oxidativen Bursts von alveoldren Makrophagen
bei Pferden feststellen. Diese Ergebnisse zeigten sich unabhédngig vom zugrunde liegenden
Trainingszustand (RAIDAL et al. 2000). Einfliissen durch den weiblichen Zyklus ist der
Respiratory Burst bei Pferden nicht unterworfen. So konnten DA COSTA et al. (2003) bei
Stuten keine Veridnderungen der Respiratory-Burst-Aktivitit in unterschiedlichen
Zyklusphasen nachweisen. Auch FORSTER (1991) fiihrte durchflusszytometrische
Untersuchungen u.a. an equinen polymorphkernigen Blutleukozyten durch. Fiir die
Respiratory-Burst-Aktivitat der neutrophilen Granulozyten bei Pferden gibt der Autor
absolute Werte der mittleren Fluoreszenzintensitidt (Leerwerte) zwischen 2,1 und 4,2 (equine
neutrophile Granulozyten) an. Ein Einfluss durch Pflanzenzubereitungen, insbesondere
Echinacea, ist in der Literatur noch kaum beschrieben. Lediglich SCHUBERTH et al. (2002)
untersuchten die Effekte von EquiMun® (ein Kombinationspriparat aus E. purpurea, Thuja
occidentalis und elementarem Phosphor) auf bovine Leukozyten. Es handelte sich um eine in
vitro Studie. Vor den durchflusszytometrischen Bestimmungen wurden die entsprechenden
Zellen 44 h mit der jeweiligen Testsubstanz kultiviert. Die Autoren konnten zeigen, dass die
spontane Respiratory-Burst-Aktivitidt der neutrophilen Granulozyten unter Phosphor- oder
EquiMun®—Einﬂuss zunahm. Finen abschwichenden Effekt auf die Respiratory-Burst-
Aktivitit durch EquiMun® stellten sie fiir die Phorbolester-stimulierte (Phorbol 12-mystrate
13-acetate, PMA) Reaktion fest.
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2.5 Antioxidative Kapazitit im Plasma

Antioxidantien sind leicht oxidierbare Stoffe, die durch ihr niedriges Redoxpotential andere
Stoffe vor Oxidation schiitzen konnen. Oxidative Schiadigungen stehen im Verdacht, eine
wichtige Rolle u.a. bei der Ausprigung von Alterungsprozessen, Entziindungsgeschehen,
degenerativen Erkrankungen, verschiedenen Zivilisationserkrankungen und sogar Krebs zu
spielen (CERVELLATTI et al., 2002; IIZUKA et al., 2004). Als natiirliche Antioxidantien
gelten etwa die Tocopherole. Die Entstehung freier Radikale kann unter Umstidnden durch
Antioxidantien verhindert werden. Deshalb wird ihnen eine gewisse priaventive Wirkung
hinsichtlich bestimmter Erkrankungen zugesprochen (IIZUKA et al. 2004). In den letzten
Jahren hat sich daher ein beachtliches Interesse an natiirlichen Produkten, die antioxidative
Wirkungen aufweisen, entwickelt. Etliche bereits traditionell haufig eingesetzte Heilpflanzen
wurden wegen ihrer antioxidativen Eigenschaften auch fiir die menschliche Erndhrung
empfohlen (CERVELLATI et al., 2002). Sie stehen auch im Interesse der Wissenschaft
wegen ihrer protektiven Wirkung auf Blut, Zellen, GefdaBwinde und Lipide (IIZUKA et al.,
2004). Thre Wirkung wird auf Inhaltsstoffe wie Vitamin C und E, aber auch auf
polyphenolische Komponenten zuriickgefiihrt. Diese Komponenten enthalten eine grof3e
Anzahl an phenolischen Hydroxylgruppen, die fiir die antioxidative Aktivitit verantwortlich
gemacht werden. Sie treten hiufig in glykosidischer Form auf (CERVELLATI et al., 2002).
In diese Stoffgruppe konnen auch die phenolischen Kaffeesdurederivate in Echinacea-
Pflanzen eingereiht werden (RINNINGER et al., 2000). RINNINGER et al. (2000) konnten
fiir verschiedene Echinacea-Extrakte und E. purpurea Pulver u.a. eine antioxidative Wirkung
zeigen. Die verwendeten Extrakte waren hinsichtlich ihrer Gehalte an phenolischen Séduren,
Alkamiden und Polysacchariden standardisiert. Die nachgewiesenen Effekte unterlagen
starken Schwankungen. Insgesamt zeigten sich die standardisierten Produkte zwar in ihren
entziindungshemmenden Eigenschaften, nicht aber in ihrer antioxidativen Wirkung, den
Pflanzenpulvern iiberlegen (RINNINGER et al., 2000). Fir das in Echinaceaspezies
enthaltene Echinacosid sind ebenfalls bereits antioxidative Wirkungen nachgewiesen worden.
CERVELLATI et al. (2002) konnten fiir Echinacosid eine antioxidative Wirkung ab einer
Konzentration von 1,851 uM nachweisen. Echinacosid verhielt sich in ihren Untersuchungen
sehr dhnlich wie die Substanz Cyanidin 3-0-B-glucopyranosid (enthalten beispielsweise in
Kirschen und Erdbeeren), die von den Autoren als besonders effektiver
Sauerstoffradikalfinger herausgestellt wurde. Einen neuroprotektiven Effekt konnten DENG

M et al. (2004) fiir Echinacosid nachweisen. In ihrer Studie zeigten sie, dass nach Inkubation
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mit Echinacosid eine TNF-o-induzierte Apoptose in humanen Neuroblastomzellen signifikant

geringer ausfiel als ohne Zusatz dieses Wirkstoffes.

2.6 Immunglobulin G als Immunmarker bei Pferden

Immunglobulin G (IgG) ist der wichtigste Antikdrper der sekundidren Immunantwort und
spielt bei der Neutralisierung von Toxinen und Viren eine vorherrschende Rolle (ROITT,
1991). Der IgG-Gehalt im Blut wird, nicht nur bei Jungtieren, als wichtiger Parameter fiir eine
funktionierende spezifische Abwehr gesehen. Fiir das adulte Pferd werden dabei Gehalte von
25-45 mg/ml im Serum angegeben (BOSTEDT, 1999). Fiir Stuten in der Zeit um die Geburt
liegen die Konzentrationen bei 33-35 mg/ml (WARKO und BOSTEDT, 1993). Etwas
niedrigere Werte ermittelten ERHARD et al. (2001). Mittels ELISA wurden bei trichtigen
Stuten kurz vor der Geburt IgG-Werte von durchschnittlich 19 mg/ml festgestellt. Ist die
kolostrale Versorgung ausreichend gegeben, erreichen auch Fohlen bereits an Tag 42
postnatum Werte um 11,2 mg/ml im Serum (ERHARD et al., 2001). Die Ausbildung einer
Immunitét unterliegt nach HERRMANN (1984) auch genetischen Einfliissen. Er fand beim
Schwein signifikante Rasseunterschiede hinsichtlich der Ig-Serumkonzentrationen und des
Antikorperbildungsvermogens gegen Tetanustoxoide. Dies widerspricht allerdings den
Untersuchungen von Erhard et al. (2001). Die Autoren konnten keinen Einfluss von Rasse,
Alter der Stute, Trachtigkeitshiufigkeit, Gestationsdauer, Geburtszeitpunkt, Geschlecht des
Fohlens oder verschiedener Stille auf die Ausbildung des entsprechenden IgG-Gehaltes bei

Fohlen nachweisen.

Untersuchungen zum Einfluss von Echinacea auf den IgG-Gehalt im Serum fiihrten
beispielsweise REHMAN et al. (1999) durch (siehe Kap. 2.2.5). Sie konnten durch E.
angustifolia-Wurzelextrakt eine verbesserte IgG-Antwort auf ein spezifisches Antigen bei
Ratten erzielen. Diese Ergebnisse widersprechen den Erkenntnissen von SATOSHI et al.
(2004). Die Autoren untersuchten die strahlenprotektive Wirkung eines getrockneten E.
purpurea-Presssaftes an Miusen. Das Pulver wurde, mit einer Kochsalzlosung vermischt,
jeden zweiten Tag iiber insgesamt drei Wochen intra peritoneal verabreicht (Dosis 360 mg/kg
Presssaftpulver). Die Tiere wurden anschlieBend einer definierten Strahlenbelastung
ausgesetzt. Im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde bei den mit Echinacea behandelten Tieren
eine Verringerung des Serum IgG-Gehaltes festgestellt. Die IgG-Produktion schien durch die
Behandlung mit Echinacea unterdriickt worden zu sein (SATOSHI et al., 2004).
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2.7 Zielsetzung

In der vorliegenden Dissertation sollen nun folgende Fragestellungen geklirt werden:

» Ist die 2,5 %ige Zufiitterung von E. purpurea bei Pferden unbedenklich hinsichtlich des

allgemeinen Gesundheitszustandes, des Blutbildes und der Verdauung?

» Kann ein Effekt von Echinacea pupurea auf das antioxidative Potential im Plasma gezeigt

werden?
» Wirkt sich die Fiitterung von E. purpurea auf die unspezifische Abwehr (Parameter:
Respiratory Burst der Granulozyten) und/oder auf die humorale Immunantwort

(Parameter: Immunglobulin G im Serum) aus?

» Verbessert eine Echinacea pupurea-Fiitterung die Ausbildung einer Immunitit nach einer

Impfung?

» Hat die Fiitterung von E. purpurea Auswirkungen auf das Stressgeschehen der Pferde?
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3. Tierbestand, Material und Methoden

3.1 Tierbestand und Haltungsformen

Die Durchfithrung der Versuche erfolgte in privaten Pferdehaltungen im Umland vor
Miinchen. Es handelte sich ausschlieBlich um Freizeitpferde, im Alter von 2 - 31 Jahren, die
fast ausnahmslos regelmifig geritten wurden. Die Rassen gliederten sich in 8 x Pony-Mix, 7
x Warmblut, 4 x Quarter Horse, 3 x Araber, 3 x Lusitano, 2 x Andalusier, 2 x Andalusier-Mix,
2 x Connemara Pony, 2 x Vollblut, 2 x Warmblut-Mix, 1 x Lusitano-Mix und 1 x Norweger.
Das Einverstdandnis zur Teilnahme erteilte jeder Pferdebesitzer, nach Aufkldrung iiber den
Ablauf der Studie und evtl. auftretende Risiken, schriftlich durch eine vorgefertigte
Einverstindniserkldrung (s. Anhang 1). Angaben iiber Alter, Rasse, Nutzung, Haltung,
Entwurmungs- und Impfstatus wurden fiir jedes Pferd mit Hilfe eines entsprechenden
Fragebogens erhoben. Ausgewihlt wurden gesunde adulte Tiere, deren letzte Tollwut-
Impfung mindestens 6 Monate zuriick lag. Wihrend des Studienablaufs durften bei den
Probanden keine anderweitigen Impfungen, z.B. gegen Tetanus, Herpes oder Influenza
durchgefiihrt werden. Das Gewicht wurde je nach Stockmal und Erndhrungszustand
geschitzt. Die teilnehmenden Tiere lebten entweder in Boxenhaltung mit tdglichem
Weidegang oder im Offenstall. Alle Pferde wurden zusitzlich zum Weidegang tidglich mit
Heu, Stroh und einer handelsiiblichen, an Leistung/Alter/Gewicht angepassten Kraftfutter-

und Mineralstoffmischung versorgt. Wasser stand allen Tieren ad libitum zur Verfiigung.

3.2 Versuchsaufbau
3.2.1 Gruppeneinteilung

Insgesamt nahmen 37 Pferde an 2 Versuchsdurchldufen teil. Die zur Verfiigung stehenden
Tiere waren sehr inhomogen verteilt. Deshalb wurden die teilnehmenden Pferde zunéchst,
abhingig von Alter und geschitztem Gewicht, in 2 Gruppen eingeteilt die mit A oder B
bezeichnet wurden. Durch Randomisierung wurde die Behandlung (Echinaceafiitterung oder
Kontrolle) der jeweiligen Gruppe bestimmt. Einer Gruppe (Echinaceagruppe) wurde iiber 35
Tage Echinacea verfiittert, die andere Gruppe diente als Kontrollgruppe, welche iiber den

gleichen Zeitraum ein Placebo in Form von Graspellets erhielt. Die Einteilung der Pferde in
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Echinacea- oder Kontrollgruppe war nur dem Versuchsleiter, nicht aber den durchfiihrenden
Personen bekannt.

Die Echinacea- bzw. Placebo-Pellets wurden in Tagsportionen einzeln abgepackt an die
Pferdebesitzer verteilt und zusammen mit der tédglichen Futterration verabreicht. Die
Dosierung  betrug 2,5 %  der  durchschnittlich  angenommenen  tédglichen
Trockensubstanzaufnahme im Erhaltungsbedarf von 2 kg TS/100 kg LM. Abhingig vom
geschiitzten Gewicht ergab sich daraus die téglich verabreichte Pelletmenge zwischen 150 g
und 300 g pro Pferd.

Als Echinacea-Art wurde E. purpurea ausgewéhlt. Von Echinacea wird fiir die Herstellung als
Arzneimittel in der Regel die Wurzel verwendet. Diese kann jedoch nur alle drei Jahre
geerntet werden und eignet sich zudem nicht als Futtermittel. Die oberirdischen Pflanzenteile
von Echinacea miissen jedes Jahr eingebracht werden. Es sollte nun geklart werden, ob diese
sinnbringend in der Pferdefiitterung eingesetzt werden konnen, zumal es bereits
entsprechende Handelsformen auf dem Markt gibt. In der vorliegenden Arbeit wurden aus
diesen Griinden nur die oberirdischen Pflanzenteile von E. purpurea in pelletierter Form

verwendet.

3.2.2 Zeitlicher Ablauf des Versuchs

Alle Tiere verblieben in ihrer gewohnten Umgebung und wurden, um eine Irritation des
Allgemeinzustandes und des Immunsystems durch Parasiten weitgehend herabzusetzen, vor
Versuchsbeginn entwurmt (Prédparat: Ivomec, Fa. Merial).

Drei Wochen spiter erfolgte die erste klinische Untersuchung (Allgemeinuntersuchung und
Kontrolle der Darmperistaltik) und Blutentnahme. Die Blutprobengewinnung wurde an Tag 0,
10, 21, 28, 35 und 70, jeweils vormittags nach der morgendlichen Fiitterung, durchgefiihrt.
Vor jeder Blutentnahme fand eine Allgemeinuntersuchung und Kontrolle der Darmperistaltik
statt. Mit der Pelletfiitterung wurde am néchsten Tag (Tag 1) begonnen. An Tag 21 erhielten
alle Pferde, nach Untersuchung und Blutentnahme, eine Tollwutvakzination. Der aufgebaute
Impftiter wurde durch AK-Bestimmungen vor (Tag 21) und nach der Impfung (Tag 35)
dokumentiert. Die Pelletfiitterung endete zwei Wochen nach der Impfung (Tag 35). Knapp
finf Wochen nach der Impfung, an Tag 70, erfolgte eine Spitkontrolle und letzte

Blutentnahme.
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3.2.3 Die Allgemeine Untersuchung

Eine Kontrolle des allgemeinen Status erfolgte vor jeder Blutentnahme. Im Einzelnen wurden
dabei Haltung, Verhalten, Erndhrungszustand, Pflegezustand, Habitus, Schleimhéute,
kapilldre Fiillungszeit sowie Atmung, Temperatur und Puls untersucht. Es wurden, sofern die
anderen Untersuchungspunkte als physiologisch oder ohne besonderen Befund zu beurteilen
waren, nur die Parameter Atmung, Temperatur und Puls dokumentiert und zur statistischen
Auswertung herangezogen. Zusitzlich erfolgte eine Auskultation der Darmperistaltik. Die
auskultierten abdominalen Abschnitte wurden dazu in vier Quadranten, mit links oben (LO),
links unten (LU), rechts oben (RO) und rechts unten (RU) bezeichnet, eingeteilt. Eine
Beurteilung der Peristaltik erfolgte nach jeweils 3-miniitiger Untersuchung der einzelnen
Abschnitte im Rahmen eines vorher festgelegten Bewertungsschliissels. Demnach wurde
fehlende Peristaltik mit ,,0 bezeichnet, verminderte mit ,,1*, physiologische Darmgerdusche
mit ,,2° und verstirkte Darmmotorik mit ,,.3*“. Auch die Ergebnisse dieser Untersuchung

wurden dokumentiert und ausgewertet.

3.2.4 Die Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte aus der Vena jugularis externa. Das Pferd wurde jeweils von
einem Helfer an Halfter oder Kappzaum gehalten. Die Punktion wurde am moglichst ruhig
stehenden Pferd, nach vorheriger Desinfektion der Einstichstelle mit einer alkoholischen

Losung (Softasept ® N, Fa. Braun), im oberen Drittel der Drosselrinne vorgenommen.

Fir die Serumgewinnung wurden 9 ml S-Monovetten® (Sarstedt Ag & Co., Niimbrecht,
Deutschland), fiir die Plasmagewinnung 9 ml Li—Heparin—Monovetten® (Sarstedt Ag & Co.,
Niimbrecht, Deutschland) verwendet. Zur Gewinnung von Vollblut fiir die Bestimmung der
Blutparameter wurden EDTA-beschichtete Gefidlle benutzt. Die Proben wurden sofort gekiihlt
und auf direktem Weg ins Labor transportiert. Dort erfolgte umgehend die Bestimmung der
Blutparameter. Die zur Serum- und Plasmagewinnung vorgesehenen Proben wurden fiir zehn
Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Der jeweilige Uberstand wurde abpipettiert, aliquotiert und

bei -20 °C (Serum) und -80 °C (Plasma) bis zur Messung eingefroren.
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3.2.5 Bestimmung der Blutparameter

Die Blutparameter wurden mit Hilfe des Hamatologiegerites scil Vet abc® (VETERINARY
ANIMAL BLOOD COUNTER, Fa. Scil) aus EDTA-Vollblut bestimmt. Das Gerit verfiigt
tiber ein vollautomatisches, durch einen Mikroprozessor gesteuertes Analysesystem zur
Bestimmung des groBen Blutbildes. Es wurden folgende 16 Parameter bestimmt und
ausgewertet:

- WBC, LYM%, LYM#, MON%, MON#, GRA%, GRA#

- RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, (RDW)

- PLT, MPV

% = prozentualer Anteil

# = absoluter Wert

3.2.6 Bestimmung des Kortisols im Plasma

Zur Bestimmung des Kortisols im Plasma wurde ein kommerzieller LIA der Firma IBL
(Immuno-Biological Laboratories, Hamburg) benutzt. Er beruht auf einem kompetitiven
Bindungsassay, d.h. eine unbekannte Menge des Kortisols aus der Probe und eine bekannte,
mit einem Enzym gekennzeichnete, Menge an Kortisol konkurrieren um die Bindungsstellen

der Antikorper, mit denen die Kavitédten beschichtet sind.

Reagenzien:

Der Testkit beinhaltet eine 96-Loch Mikrotiterplatte, beschichtet mit einem Ziege-anti-
Kortisol-Antikorper. Der Nullstandard (Standard A) besteht aus einem Puffer (PBS-Tween)
mit 0,1 % BSA (Bovines Serumalbumin). Der Standard B-G enthilt Kortisol im Puffer und
ebenfalls 0,1 % BSA (Bovines Serumalbumin). Diese Standards weisen unterschiedliche

Konzentrationen des Kortisols auf:
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Tab. 1: Kortisol-Konzentrationen der Standardlosungen des Testkitts.

Standard |A B C D E F G

nmol/l 0 0,83 1,66 5,52 16,56 41,40 110,40

Weiterhin beinhaltet der Testkit zwei Qualitidtskontrollen. Die eine befindet sich im niedrigen,

die andere im hohen Bereich der Standardkurve:

Tab. 2: Kortisol-Konzentrationen der Qualitditskontrollen.

Istwert Akzeptanzbereich
Kontrolle 1 3,86 nmol/l 2,48-4,97 nmol/l
Kontrolle 2 25,67 nmol/l 19,87-29,53 nmol/l

In dem Testkit ist ein gelbes Enzymkonjugat vorhanden, bestehend aus reinem Kortisol
gekoppelt mit einer Meerrettich-Peroxidase. Der Testkit enthilt ein chemilumineszierendes
Reagenz, das Luminol freisetzt. Ein weiteres Reagenz enthilt stabilisierte Peroxidlosung.
Zusammen ergeben sie die Substratlosung. Der mitgelieferte Waschpuffer mit PBS-Tween
muss noch vor Durchfiithrung des Tests in einem Verhéltnis 1:10 mit Aqua bidest. verdiinnt

werden.

Durchfiihrung:

Fiir die Bestimmung des Kortisols aus dem Plasma mussten alle Reagenzien Raumtemperatur
aufweisen. Vor der Messung war eine Verdiinnung der Proben im Verhiltnis 1:10 (50 pl
Plasma + 450 ul Standard A) notwendig.

Zuerst wurden je 20 ul der Standards, der Proben oder der Kontrollen in vorher festgelegte
Kavitidten der Platte pipettiert. Anschliefend folgten 100 ul des Enzymkonjugates in jede
Kavitidt. Die Platte wurde mit einer Folie versiegelt und kurz geschiittelt. Danach musste die
Platte bei Raumtemperatur (18-24°C) drei Stunden inkubiert werden. Im Anschluf3 an diese
Inkubationszeit wurde, nach Abgieen des Inhalts der Kavititen, die Platte 4 mal mit dem
Waschpuffer gewaschen. Die Restfliissigkeit wurde nach jedem Waschgang kriftig auf einer
saugfiahigen Unterlage ausgeklopft, bis keine Fliissigkeitsspuren mehr sichtbar waren. Jetzt

konnten in jede Kavitdt 50 ul der gebrauchsfertigen Substratlosung einpipettiert werden.

25



Tierbestand, Material und Methoden

Danach wurde die Platte wieder kurz geschiittelt und wéhrend eines Zeitfensters von 10-40
Minuten mit einem MLP-1 Luminometer (Fa. Berthold-Detection-Systems) gemessen. Mittels
des Computerprogramms MicroWin® 2000 (Fa. Mikrotek) konnten die Kortisol-

Konzentrationen ausgewertet werden.

3.2.7 Bestimmung der Respiratory-Burst-Aktivitiit

Die Bestimmung der Respiratory-Burst-Aktivitdt der Granulozyten dient der Bestimmung der
phagosomalen Wasserstoffperoxid-Produktion. Der Test wurde nach dem von ROTHE et al.
(1992) beschriebenen Prinzip durchgefiihrt und weist intrazelluldres Wasserstoffperoxid
durch Oxidation des nichtfluoreszenten Indikators Dihydrorhodamin (DHR) 123 zu
griinfluoreszentem Rhodamin 123 in einer Peroxidase-katalysierten Reaktion nach. Alle

hierfiir eingesetzten Chemikalien sind in Anhang 2 aufgefiihrt.

Durchfiihrung:

Zuerst mussten die Leukozyten isoliert werden. Dazu wurden je 3 ml heparinisiertes Vollblut
auf 3 ml Ficoll — Paque ™ Plus iiberschichtet. Nachdem die Erythrozyten sedimentiert waren,
konnte nach etwa 15 min der klare Plasmaiiberstand abpipettiert und auf Eis tiberfiihrt
werden. Der Plasmaiiberstand enthilt etwa 2 x 10’ unseparierte Leukozyten pro ml sowie
Thrombozyten. Zwischenzeitlich wurden aus den vorportionierten Stammldsungen in
Dimethylformamid (DMF) die Arbeitslosungen durch Verdiinnung mit phosphatgepufferter
Kochsalzlosung (PBS-Puffer) hergestellt. Die DHR 123-Stamml&sung wurde mit Rosewell
Park Memorial Institute Zellkulturmedium (RPMI 1640) verdiinnt. Nach Aufschiitteln wurden

die Arbeitslosungen auf Eis gelagert:

Tab. 3: Stamm- und Arbeitslosungen

DHR 123 FMLP PMA PI

Stammlosung | 1,1 mMin DMF | 1 mM in DMF | I mM in DMF | 3 mM in PBS
+ RPMI + PBS + PBS
Arbeitslosung | 100 uM 10 uM 10 uM 3mM
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Eine gesteigerte Stimulierbarkeit von Granulozyten lédsst sich anhand einer Alles- oder Nichts-
Reaktion einer groleren Subpopulation von Granulozyten auf suboptimale, physiologische
Stimuli wie N-Formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-phenylalanine (FMLP) nachweisen. Hierzu

wurde jede Probe in einem Dreifach-Ansatz analysiert:

Tab. 4: Inkubationsschema

Zeit (min) Leerwert FMLP PMA
(Grundreaktion) (Maximalstimulation)
-10 1 ml RPMI 1 ml RPMI 1 ml RPMI
0 20 ul Probe 20 pul Probe 20 pl Probe
20 10 ul DHR 10 ul DHR 10 ul DHR
30 10 ul FMLP 10 ul PMA
45 Proben auf Eis + 10 ul PI

Es wurden je 1 ml RPMI 1640 + GlutaMax™ vorgelegt und innerhalb von 10 min auf 37°C
aufgeheizt. Es folgte die Zugabe von je 20 ul der Probe (Leukozytensuspension in autologem
Plasma) und nach 20 min je 10 pl DHR 123. Nach jedem Arbeitsschritt wurden alle Ansétze
kurz aufgeschiittelt. Nach 30 min wurden je 10 ul der Arbeitslosungen von Phorbol 12-
mystrate 13-acetate (PMA) oder FMLP zugesetzt (siehe Inkubationsschema). Nach 45 min
Inkubation der Leukozyten wurden die Proben auf Eis iiberfiihrt und 10 pl der Propidium-
iodide (PI)-Losung zur Gegenfidrbung toter Zellen zugegeben. Die anschlieBende Analyse
musste innerhalb von 90 min am Durchflusszytometer (FACScan, Becton Dickinson,
Heidelberg) erfolgen. Hierbei werden hydrodynamisch fokussierte Zellen mit hoher
Geschwindigkeit an einem Laserstrahl vorbeigefiihrt. In unterschiedlichen Winkeln zum
einfallenden Lichtstrahl wird dabei Streulicht gemessen, verstirkt und analysiert. Das
Vorwirtsstreulicht (FSC) korreliert hier hauptsidchlich mit der Groe der Zelle, das
Seitwirtsstreulicht (SSC) hingegen ldsst Riickschliisse auf interne Strukturen der jeweiligen
Zelle zu. Zweidimensional dargestellt, konnen in der resultierenden FSC/SSC-Punktewolke
(Dotplot) die verschiedenen Zellpopulationen eingegrenzt und die mittlere
Fluoreszenzintensitdt bestimmt werden. Dargestellt und ausgewertet wurden die FSC/SSC-
Punktewolke und die mittlere Fluoreszenzintensitit mit Hilfe des Computerprogramms
WinMDI, Version 2.8 (http://facs.scripps.edu/software.html). Das Programm ermittelt dabei

die mittlere Fluoreszenzintensitit als absolute Werte ohne Einheit.
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3.2.8 Bestimmung der antioxidativen Kapazitit im Plasma

Zur Messung der antioxidativen Kapazitdt im Plasma wird eine Kationenhaltige Stammldsung
mit einer einer bekannten Extinktion eingesetzt. Die Extinktion wird in Anwesenheit von
Antioxidantien erniedrigt, d.h. die Losung entfirbt sich bzw. wird heller. Der Test wurde nach
dem von MILLER et al. (1996) beschriebenen Prinzip durchgefiihrt. Alle verwendeten
Chemikalien sind in Anhang 3 aufgefiihrt.

Durchfiihrung:

Zunidchst musste die 5 mM 2,2°-Azino-bis (3-ethylbenz-thiazoline-6-sulphonic acid)
diammonium salt (ABTS)-Stammlosung und der PBS-Puffer hergestellt werden. Das
entspricht 0,1372 g ABTS auf 50 ml PBS-Puffer. Diese hellgriine Losung wurde mittels eines
Whatman No.5 Filterpapiers iiber Mangan Dioxid (MnQO,) gegossen. Dabei entsteht das
ABTS"-Kation. Die Losung war nun dunkelgriin gefirbt. Uberschiissiges MnO, konnte durch
Filtration mit einem 0,2 p Whatman PVDF syringe Filter entfernt werden. Danach wurde die
Losung mit PBS-Puffer bis zu einer Extinktion von 0,700 +/- 0,002 bei einer Wellenldnge von
734 nm verdiinnt. Als Null-Abgleich diente PBS-Puffer.

Fiir den Standard wurde Vitamin C 2,5 mM in PBS-Puffer verwendet. Daraus konnten dann
jeweils die Standards fiir die Kalibrierkurve bereitet werden: 2,5 mM; 2,0 mM; 1,5 mM; 1,0
mM; 0,5 mM; 0 mM. Die Verdiinnungen erfolgten jeweils mit PBS-Puffer.

Vor der Messung der Proben musste der Nullwert am Photometer (Milton Roy, Spectronic
601) bei einer Wellenldnge von 734 nm mit PBS-Puffer abgeglichen werden. Dann wurden
jeweils 10 ul Plasma in einer PMMA-1/2-Mikrokiivette mit 990 ul ABTS"-Losung vermischt
und die Extinktion bei einer Wellenlinge von 734 nm nach exakt 1 Minute abgelesen. Es

wurden Doppelproben gemessen.

Berechnung:
Zur Erstellung der Kalibrierkurve wurde die Total Antioxidant Activity (TAA) herangezogen.

Sie berechnet sich aus den Extinktionsmittelwerten wie folgt:

(EXt. Nullwert - EXt. Stzmdzu‘d) / EXt. Nullwert
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Auf der X-Achse wurden die Vitamin C-Konzentrationen, auf der Y-Achse die zugehorigen
TAA-Werte aufgetragen. Die Formel der sich daraus ergebenden Kalibrierkurve wurde mit
Hilfe des Computerprogramms Microsoft Excel® 2000 (Fa. Microsoft Corporation) berechnet
(z.B. y =0,3709 x - 0,0006). Nach vorheriger Bestimmung der TAA konnte dann mit Hilfe
dieser Funktionsgleichung fiir alle Proben die so genannte Trolox equivalent antioxidative
activity (TEAC) ermittelt werden (anstelle von Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carbonsdure) wurde im vorliegenden Versuch mit Vitamin C als

Standard gearbeitet):

z.B. x (TEAC probe mmol/l) = (y(TAA probe) + 0,0006)/0,3709

Diese Werte wurden dann zur statistischen Auswertung herangezogen.

3.2.9 Bestimmung von Immunglobulin G mittels ELISA

Der ELISA zur Bestimmung von Immunglobulin G (IgG) im Serum von Pferden wurde nach
dem bei ERHARD et al. (2001) beschriebenen Prinzip eines Sandwich-ELISA durchgefiihrt.
Die zur Durchfiihrung des IgG-ELISA erforderlichen Puffer und Losungen sind im Anhang 4
aufgefiihrt.

Durchfiihrung:
Als erster Schritt erfolgte die Beschichtung. An eine 96-Loch-Mikrotiterplatte aus Polystrol

(Maxisorb, Nunc®, Wiesbaden) wurde Kaninchen-anti-Pferde-IgG (Fa. Sigma, Deisenhofen)
fixiert. Die Konzentration betrug 0,5 pug pro ml Beschichtungspuffer. Von dieser Losung
wurden 100 ul in jede Kavitét der Platte pipettiert, dann iiber Nacht bei +4 °C inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen der Platte mit PBS-Tween in einem mechanischem Waschgerit (Tecan
Deutschland GmbH, Modell: Columbus, Salzburg) wurde diese auf Zellstoff zur Entfernung
von Fliissigkeitsresten mehrfach ausgeklopft. AnschlieBend wurden die freien
Bindungsstellen blockiert. Dazu wurden 200 pl einer Gelatine-Losung in jede Kavitit
pipettiert. Nach einer Stunde Inkubation bei 37°C erfolgte wieder ein Waschvorgang. Die
Serumproben wurden mit PBS-Tween im Verhiltnis 1:50 000 verdiinnt jeweils in die oberste
Kavitdt der Spalten 2-5 und 7-12 aufgetragen. Darauthin wurde in jeder Spalte eine
zweierlogarithmische Verdiinnungsreihe angelegt, so dass schlie3lich jede Vertiefung mit 50

ul beschickt war. Spalte 1 diente als Leerwert und wurde mit 50 ul PBS-Tween pro Kavitét
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befiillt. Als Standard wurde in Spalte 6 equines IgG (Fa. Sigma, Deisenhofen) in einer
Anfangskonzentration von 1,0 pg/ml aufgetragen und ebenfalls in zweierlogarithmischen
Schritten verdiinnt. Es folgte wieder eine Stunde Inkubation bei 37 °C mit anschlieBendem
Waschvorgang. Dann wurde das Konjugat hinzugefiigt. In jede Kavitdt wurden 100 ul eines
an Peroxidase gekoppelten Kaninchen-anti-Pferde-IgG (Fa. Sigma, Deisenhofen) in einer
Konzentration von 1:5000 (in PBS-Tween) pipettiert. Die Platten wurden erneut fiir eine
Stunde inkubiert. Nach dem Waschvorgang wurden in jede Kavitdt der Platte 100 upl der
Substratlosung pipettiert und anschlieBend fiir 10 min. im Dunkeln bei Zimmertemperatur
inkubiert. Durch Zugabe von 50 ul einer einmolaren Schwefelsdure wurde die Farbreaktion
gestoppt. Die Intensitit der Gelbfirbung war proportional zum IgG-Gehalt der Probe und
konnte photometrisch bei einer Wellenlidnge von 450 nm mittels eines ELISA-Readers (EAR
400 AT, Tecan-Labinstruments, Overath) bestimmt werden. Um die Auswertbarkeit der Probe
sicherzustellen erfolgte zusitzlich jeweils eine Referenzmessung bei einer Wellenlinge von
595 nm. Mit Hilfe eines Computerprogramms (Easyfit, Tecan-Labinstruments, Overath)

wurden anhand der Standardkurve die I[gG-Konzentrationen der Proben errechnet.

3.2.10 Bestimmung der Tollwuttiter

Die Tollwutimpfung erfolgte an Tag 21 der Studie. Es wurden jeweils ein Ausgangstiter (Tag
21) sowie ein Titer zwei Wochen nach der Impfung (Tag 35) ermittelt. Fiir die Schutzimpfung
wurde der handelsiibliche Impfstoff Rabisin® (Ch.-B. L22803, Fa. Merial) eingesetzt.

Die Antikorpertiter wurden mittels fluoreszierendem Antikorper Virus Neutralisationstest
bestimmt. Dabei lag das obere Detektionslimit gemidll dem O.L.LE. Manual of Standards for
Diagnostic Tests and Vaccines bei 10,55 IU/ml Serum. Die Durchfithrung der
Titerbestimmung wurde extern, am Referenzlabor von Herrn Prof. Diel, Institut fiir Virologie,

Justus-Liebig-Universitit Gieen, vorgenommen.
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3.3 Statistische Auswertung und Darstellung der Ergebnisse

Die gemessenen Werte wurden zunichst auf Normalverteilung und Gleichverteilung getestet.
Erfiillten die Daten beide Kriterien, so wurden parametrische Tests angewendet und die Daten
als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (Standard Error of Mean; SEM) dargestellt.
Als parametrische Tests wurde fiir den Vergleich der beiden Gruppen der ungepaarte t-Test
und fiir den Vergleich von Ergebnissen innerhalb einer Gruppe der gepaarte t-Test nach
Student bzw. die einfaktorielle Varianzanalyse fiir wiederholte Messungen (One Way
Repeated Measures Analyse of Variance; RM-ANOVA) durchgefiihrt. Bei negativem Ausfall
des Tests auf Normal- und Gleichverteilung wurde der Vergleich beider Gruppen mit Hilfe
des Mann-Whitney Rangsummentests, der Vorher-Nachher-Vergleich einer Gruppe mittels
des Rangtests nach Wilcoxon durchgefiihrt. Die Werte wurden dann als Boxplots mit Median
und Percentilen (5 %, 25 %, 75 % und 95 %) dargestellt. Nach Auswertung aller Daten

wurden die Gruppen entblindet und der Echinacea- bzw. der Kontrollgruppe zugeordnet.

Die Ergebnisabbildungen wurden mit die Computer-Software SigmaPlot® 9.0 (Systat,
Erkrath, Deutschland) erstellt. Die Berechnung der Wahrscheinlichkeitswerte (p) erfolgte
mittels der Computer-Software SigmaStat® 3.01 (Systat, Erkrath, Deutschland).
Wahrscheinlichkeitswerte (p) kleiner als 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.

Die Anzahl der Proben/Tiere ist mit ,,n* bezeichnet.

3.4 Versuchanzeige

Der Versuch wurde gemill dem Tierschutzgesetz bei der Regierung von Oberbayern

angezeigt (Aktenzeichen: 209.1/211-2531.2-3/02).
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4. ERGEBNISSE

4.1 Einfluss einer Echinaceafiitterung auf den Gesundheitsstatus von Pferden

Um den Gesundheitsstatus der Pferde wihrend des Versuchs zu dokumentieren, wurden eine
Allgemeinuntersuchung mit zusitzlicher Kontrolle der Darmmotorik und eine Blutentnahme
an den Tagen 0, 10, 21, 28, 35 und 70 durchgefiihrt. Zur statistischen Auswertung der
Allgemeinuntersuchung wurden die Ergebnisse der Parameter Atemfrequenz, Temperatur und

Pulsfrequenz sowie die Auskultation der vier abdominalen Quadranten herangezogen.

4.1.1 Atmung

Die Atemfrequenzen aller Tiere lagen liberwiegend im physiologischen Bereich von 8-16
Atemziigen/min. Die Echinaceagruppe und die Kontrollgruppe unterschieden sich an Tag 35
signifikant (p < 0,05; Mann-Whitney Rangsummentest, Abb. 1). Weitere Unterschiede
zwischen den Gruppen konnten nicht festgestellt werden. Im Versuchsverlauf ergab sich in
der Echinaceagruppe ein Absinken der Werte von Tag 0 zu Tag 70 (p < 0,05; Rangtest nach
Wilcoxon). In der Kontrollgruppe ergaben sich bereits an Tag 35 etwas niedrigere Werte als
an Tag 0 (p < 0,05; Rangtest nach Wilcoxon). Diese Unterschiede wurden festgestellt, obwohl

der Median in beiden Gruppen zu jedem Untersuchungszeitpunkt bei 12 Atemziigen/min lag.
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Abb. 1: Einfluss einer Echinaceafiitterung auf die Atemfrequenz. Die Echinacea- bzw. Placebofiitterung

erfolgte bis Tag 35. Die Tollwutimpfung wurde an Tag 21 durchgefiihrt. Die Atemfrequenzen wurden
an den Tagen 0, 10, 21, 28, 35 und 70 bestimmt (n = 18/19; Mittelwerte + SEM; *: p < 0,05; Mann-

Whitney Rangsummentest).

4.1.2 Temperatur

Zwischen beiden Gruppen bestand zu keinem Untersuchungszeitpunkt ein signifikanter
Unterschied (Abb. 2). Die Temperatur lag zum Zeitpunkt der ersten Untersuchung an Tag O
bei 37,05 + 0,09 °C in der Kontrollgruppe und 37,22 + 0,08 °C in der Echinaceagruppe. In der
Kontrollgruppe ergab sich, bezogen auf Tag 0, ein signifikanter Temperaturanstieg an Tag 35
auf 37,31 = 0,08 °C (p < 0,05; einfaktorielle Varianzanalyse fiir wiederholte Messungen). In
der Echinaceagruppe konnte ein signifikanter Temperaturabfall zwischen Tag 28 und Tag 35
von 37,40 £ 0,07 °C auf 37,24 + 0,09 °C festgestellt werden (p < 0,05; gepaarter t-Test; alle
Werte: Mittelwerte £ SEM). Im weiteren Verlauf ergaben sich, wie auch zwischen den beiden

Gruppen, keine weiteren signifikanten Temperaturschwankungen.
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Abb. 2: Einfluss einer Echinaceafiitterung auf die Korpertempertatur. Die Echinacea- bzw.
Placebofiitterung erfolgte bis Tag 35. Die Tollwutimpfung wurde an Tag 21 durchgefiihrt. Die
Korpertemperatur wurde an den Tagen 0, 10, 21, 28, 35 und 70 gemessen (n = 18/19; Mittelwerte +
SEM).

4.1.3 Pulsfrequenz

Im gesamten Untersuchungszeitraum ergaben sich weder in den beiden Gruppen noch im
Versuchsverlauf signifikante Unterschiede in der Pulsfrequenz der Pferde (Abb. 3). Die
Pulsfrequenz lag bei der ersten Untersuchung in der Kontrollgruppe bei 36,67 + 1,53
Schldge/min in der Echinaceagruppe bei 34,74 + 0,92 Schlige/min. Bei der letzten
Untersuchung an Tag 70 wurden 37,65 + 1,03 Schldge/min in der Kontroll- und 36,21 + 1,42
Schldge/min in der Echinaceagruppe festgestellt. Lediglich an Tag 35 tendierte die
Kontrollgruppe zu einer hoheren Pulsfrequenz als die Echinaceagruppe (37,8 = 1,3 zu 34,7 £+

0,9 Schldge/min.; p = 0,058; t-Test; alle Werte: Mittelwerte + SEM).
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Abb. 3: Einfluss einer Echinaceafiitterung auf die Pulsfrequenz. Die Echinacea- bzw. Placebofiitterung
erfolgte bis Tag 35. Die Tollwutimpfung wurde an Tag 21 durchgefiihrt. Die Pulsfrequenzen wurden an
den Tagen 0, 10, 21, 28, 35 und 70 durch Palpation der Arteria facialis bestimmt (n = 18/19;
Mittelwerte £ SEM).

4.1.4 Auskultation der Darmmotorik

Die Beurteilung der Darmgerdusche erfolgte anhand des Bewertungsschliissels: 0 = keine
Motorik, 1 = vermindert, 2 = physiologisch, 3 = verstiarkt. Im linken oberen Quadranten
(Hungergrube) war in der Echinaceagruppe eine signifikante Verminderung der
Darmgerdusche von Tag 10 (Median 2) auf Tag 21 (Median 1,5) festzustellen (p < 0,05;
Rangtest nach Wilcoxon). Von Tag 21 (Median 1,5) zu Tag 28 (Median 2) ergab sich in
derselben Gruppe ein signifikanter Anstieg in der Bewertung der Darmmotorik (p < 0,05;
Rangtest nach Wilcoxon). Fiir die anderen Quadranten ergaben sich weder im
Versuchsverlauf noch zwischen den beiden Gruppen weitere signifikante Schwankungen. Der
Median lag hier durchwegs bei 2. Beispielhaft fiir alle Quadranten sind die Beurteilungen der

Darmgeréusche des linken oberen Quadranten in Abb. 4 dargestellt.
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Abb. 4: FEinfluss einer Echinaceafiitterung auf die Darmmotorik im linken oberen abdominalen
Quadranten. Die Echinacea- bzw. Placebofiitterung erfolgte bis Tag 35. Die Tollwutimpfung wurde an
Tag 21 durchgefiihrt. Die Untersuchungen erfolgten mittels Auskultation und Bewertung nach einem

festgelegten Schliissel an den Tagen 0, 10, 21, 28, 35 und 70 (n = 18/19; Boxplot-Darstellung).

4.1.5 Blutparameter

Die Bestimmung von 16 Blutparametern erfolgte an den Tagen 0, 10, 21, 28, 35 und 70.
Bestimmt wurden: weille Blutkorperchen (Leukozyten/WBC), rote Blutkorperchen
(Erythrozyten/RBC), Hamoglobin (HGB), Hamatokrit (HCT), mittleres korpuskulires
Erythrozytenvolumen (MCV), mittlerer korpuskuldrer Himoglobingehalt (MCH), mittlere
korpuskulidre Himoglobinkonzentration (MCHC), Verteilungsindex der roten Blutkorperchen
(RDW), Blutplittchen (Thrombozyten/PLT), mittleres Thrombozytenvolumen (MPV), sowie
im Differentialblutbild: Lymphozyten in Prozent (LYM%), Lymphozyten als absoluter Wert
(LYM#), Monozyten in Prozent (MON%), Monozyten als absoluter Wert (MON#),
Granulozyten in Prozent (GRA%), Granulozyten als absoluter Wert (GRA#).
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Fiir die Leukozyten- und Erythrozytenzahlen ergaben sich wéhrend des gesamten Versuches
keinerlei signifikante Unterschiede, weder zwischen den beiden Gruppen, noch im Verlauf.
Die ermittelten Werte lagen durchweg im Normalbereich von 5,0-10,0 x 103%/mm3 (WBC) und
6,0-10,0 x 10%mm? (RBC).

Die Ergebnisse der Himoglobinbestimmungen waren in der Versuchs- und Kontrollgruppe
nahezu deckungsgleich, es konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen ermittelt
werden. Die Werte lagen stets im Normalbereich von 11,0-17,0 g/dl. In beiden Gruppen
konnte zwischen Tag 28 und Tag 35 ein signifikanter Anstieg der Hamoglobinwerte
festgestellt werden: von 14,45 + 0,33 g/dl auf 15,62 + 0,28 g/dl in der Kontrollgruppe und von
14,49 + 0,35 g/dl auf 15,31 + 0,34 g/dl in der Echinaceagruppe (p < 0,05; gepaarter t-Test;
alle Werte: Mittelwerte + SEM).

Auch die Hamatokritwerte lagen bei jeder Untersuchung im physiologischen Bereich von
32,0-46,0 %. Hier konnten weder zwischen den Gruppen noch im Versuchsverlauf

Unterschiede ermittelt werden. Die Ergebnisse stellten sich nahezu identisch dar.

Die Thrombozytenzahlen (PLT) lagen bei allen sechs Untersuchungen im Normalbereich
von 100-300 x 103%mm3. Von Tag 10 auf Tag 21 konnte ein Anstieg in beiden Gruppen
verzeichnet werden. Die Werte stiegen von 1924 + 11,7 x 103¥mm3 auf 245,3 + 17,2 x
103/mm?3 in der Kontrollgruppe und von 208,0 £ 10,5 x 103/mm?3 auf 245,5 + 18,5 x 103%mm3
in der Echinaceagruppe an (p < 0,05; gepaarter t-Test; alle Werte: Mittelwerte + SEM). In der
Echinaceagruppe fielen die Werte dann von Tag 28 zu Tag 35 signifikant ab, von 227,0 +
14,4 x 10¥mm3 auf 193,0 = 13,7 x 103%mm3 (p < 0,05; gepaarter t-Test; alle Werte:
Mittelwerte £ SEM). Im weiteren Verlauf ergaben sich, wie auch zwischen den Gruppen,

keine weiteren signifikanten Unterschiede.

Die Bestimmung des mittleren korpuskuliren Erythrozytenvolumens (MCV) ergab
signifikant hohere Werte in der Kontrollgruppe zwischen Tag 0 und Tag 10 sowie zwischen
Tag 35 und Tag 70 (Tab. 5). AuBerdem waren die Anstiege der Werte zwischen Tag O und
Tag 35 sowie zwischen Tag O und Tag 70 in dieser Gruppe signifikant. In der
Echinaceagruppe waren die Werte zwischen Tag 28 und Tag 35 sowie zwischen Tag 35 und

70 jeweils signifikant hoher. (Tab. 5). AuBBerdem lag in dieser Gruppe der Durchschnittswert
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an Tag 70 signifikant hoher als an Tag 0. Weitere Unterschiede ergaben sich, auch zwischen

den Gruppen, nicht. Die Werte lagen durchweg im Normalbereich von 37-55 pm3.

Tab. 5.: Mittleres korpuskuldres Erythrozytenvolumen (MCV; n = 18/19;Mittelwerte + SEM; *:
signifikanter Unterschied mit p < 0,05 zum vorhergehenden Wert;, gepaarter t-Test/Wilcoxon

Rangtest).

MCYV pum? | Tag 0 Tag 10 Tag 21 Tag 28 Tag 35 Tag 70
Kontrolle | 50,72 +0,89 | 51,06 +0,86* | 50,68 + 0,83 |50,92+0,8 |51,19+0,84 |51,56+0,83*

Echinacea | 49.64 £ 0,71 | 49,53 £ 0,78 |49,52 0,69 [49,39 0,71 | 49,97 + 0,65* | 50,08 + 0,69*

Die Ergebnisse des mittleren Kkorpuskuliren Hiamoglobingehaltes (MCH) ergaben
zwischen den Gruppen zu keinem untersuchten Zeitpunkt signifikante Unterschiede. Im
Versuchsverlauf wurde in der Kontrollgruppe ein Anstieg von Tag 0 auf Tag 10 festgestellt.
Von Tag 10 zu Tag 21 fielen die Werte ab. Ein erneuter Anstieg war von Tag 28 auf Tag 35
zu verzeichnen. An Tag 70 wurden nochmals hohere Werte in dieser Gruppe ermittelt (Tab
6). Die Werte von Tag 35 und Tag 70 lagen signifikant hoher als an Tag 0. Auch in der
Echinaceagruppe konnte von Tag O auf Tag 10 ein Anstieg verzeichnet werden. Im weiteren
Verlauf ergab sich ein Absinken der Werte von Tag 21 auf Tag 28. Wie auch in der
Kontrollgruppe fand von Tag 28 auf Tag 35 ein erneuter Anstieg statt. Ein weiterer Anstieg
war an Tag 70 festzustellen (Tab. 6). Auch in der Echinaceagruppe lagen die Werte von Tag
35 und Tag 70 signifikant hoher als an Tag 0.

Tab. 6: Mittlerer korpuskuldrer Hdmoglobingehalt (MCH; n = 18/19; Mittelwerte + SEM; *:
signifikanter Unterschied mit p < 0,05 zum vorhergehenden Wert;, gepaarter t-Test/Wilcoxon

Rangtest).

MCH pg |Tag0 Tag 10 Tag 21 Tag 28 35 70
Kontrolle | 18,83 +0,34 (19,22 +0,31* | 18,75 £ 0,32* | 18,78 £ 0,30 | 19,70 + 0,33*| 20,03 + 0,34*

Echinacea | 18,50 £0,30 | 18,78 0,31 | 18,53 £ 0,32 | 18,37 £ 0,30% | 19,32 + 0,29% | 19,52 + 0,29*

Die Bestimmung der mittleren korpuskuliren Himoglobinkonzentration (MCHC) ergab

im direkten Gruppenvergleich keine signifikanten Unterschiede. Im Versuchsverlauf jedoch
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ergab sich in der Kontrollgruppe ein Anstieg der Werte von Tag 0 auf Tag 10. Hin zu Tag 21
fielen die Werte ab. Von Tag 28 zu Tag 35 ergab sich ein weiterer Anstieg (Tab. 7).
Verglichen mit Tag 0 lagen die Werte an Tag 35 und Tag 70 in dieser Gruppe signifikant
hoher. Auch in der Echinaceagruppe wurden im Versuchsverlauf Unterschiede registriert.
Von Tag 0 zu Tag 10 stiegen die Werte an. Eine weitere Erhohung konnte von Tag 28 auf Tag
35 festgestellt werden. An Tag 70 lagen die Werte hoher als an Tag 35 (Tab. 7). Verglichen
mit Tag 0 waren auch in dieser Gruppe die Ergebnisse der MCHC-Bestimmung an den Tagen

35 und 70 signifikant hoher.

Tab. 7: Mittlere korpuskuldre Hdamoglobinkonzentration (MCHC; n = 18/19; Mittelwerte £ SEM; *:
signifikanter Unterschied mit p < 0,05 zum vorhergehenden Wert; gepaarter t-Test/Wilcoxon

Rangtest).

MCHC g/dl | Tag 0 Tag 10 Tag 21 Tag 28 Tag 35 Tag 70
Kontrolle |37.14£0,21 37,75 +0,28% [37,03 = 0,19% | 36,90 0,16 | 38,53 £ 0,16* | 38,88 £ 0,18

Echinacea |37.28%0,22 |37,95+0,17* |37,41£0,18 |37,20£0,18 | 38,58+ 0,18* | 38,02+ 0,11*

Im mittleren Thrombozytenvolumen (MPV) unterschieden sich die beiden Gruppen an Tag
70. Fiir die Kontrollgruppe wurde ein Median von 5,89 um?3 ermittelt, in der Echinaceagruppe
lag er mit 5,98 um3 knapp signifikant hoher (p = 0,049; Mann-Whitney Rangsummentest).
Weitere direkte Unterschiede zwischen den Gruppen ergaben sich nicht. Im Versuchsverlauf
konnte in der Kontrollgruppe von Tag 10 (5,89 + 0,04 um3) auf Tag 21 (5,69 £ 0,07 um?3) ein
Absinken des Thrombozytenvolumens verzeichnet werden. In der Echinaceagruppe ergab
sich von Tag 35 (5,88 = 0,04 um3) auf Tag 70 (5,98 £ 0,04 um3) ein Anstieg der Werte
(jeweils p < 0,05; gepaarter t-Test; alle Werte: Mittelwerte £ SEM).

Bei den Lymphozyten- (LYM#), Monozyten- (MON#) und Granulozytenzahlen (GRA#) im
Differentialblutbild, ergaben sich zu keinem untersuchten Zeitpunkt signifikante Unterschiede

zwischen der Kontroll- und der Echinaceagruppe.
Im Versuchsverlauf konnte fiir die Lymphozyten in der Kontrollgruppe ein Anstieg von Tag
0 (2,55 0,17 x 103%/mm3) auf Tag 10 (2,97 £ 0,22 x 103 mm?3) verzeichnet werden. Von Tag

10 (2,97 £ 0,22 x 103%mm3) zu Tag 21 (2,62 + 0,18 x 103mm?) fielen die Werte wieder ab.
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Verglichen mit Tag 0 konnten auch an Tag 35 (2,77 £ 0,20 x 103mm?3) hohere Werte
festgestellt werden. In der Echinaceagruppe ergaben sich hohere Werte an Tag 70 (2,94 +
0,21 x 103mm?3) verglichen mit Tag 0 (2,56 + 0,21 x 103mm?3; jeweils p < 0,05; gepaarter t-
Test; alle Werte: Mittelwerte + SEM).

Die Monozytenzahlen stiegen in der Kontrollgruppe von Tag 0 (0,24 £+ 0,02 x 103/mm3) zu
Tag 10 (0,33 + 0,03 x 103%mm?3) an. In der Echinaceagruppe ergab sich ein Anstieg von Tag
21 (0,29 0,02 x 103/mm?3) auf Tag 28 (0,33 + 0,02 x 103/mm?3). Verglichen mit Tag 0 (0,28 +
0,02 x 103%mm3) lagen hier auch die Werte an Tag 70 (0,34 £+ 0,03 x 103%mm3) hoher (jeweils
p < 0,05; gepaarter t-Test; alle Werte: Mittelwerte + SEM).

Die Granulozytenzahlen sanken im Versuchsverlauf der Kontrollgruppe von Tag 0 (4,52 +
0,39 x 103mm3) zu Tag 10 (4,03 £ 0,31 x 103/mm?3) ab. Verglichen mit Tag 0 konnten auch an
Tag 35 (4,08 + 0,28 x 103%mm?3) und an Tag 70 (3,79 = 0,27 x 103 mm?3) niedrigere Werte in
dieser Gruppe festgestellt werden. In der Echinaceagruppe konnte zwischen Tag 10 (3,83 +
0,27 x 103¥mm3) und Tag 21 (4,31 + 0,31 x 103%/mm3) ein Anstieg ermittelt werden (jeweils p
< 0,05; gepaarter t-Test; alle Werte: Mittelwerte £ SEM).
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4.2 Einfluss einer Echinaceafiitterung auf die Plasmakortisol-Konzentration von

Pferden

Die Kortisolkonzentration im Plasma der Pferde wurde aus jeder der sechs entnhommenen
Blutproben (Tag 0, 10, 21, 28, 35, 70) ermittelt. Diese lag an Tag O in der Kontrollgruppe
(122,48 + 11,82 nmol/l) niedriger als in der Echinaceagruppe (180,92 + 27,40 nmol/l; p <
0,05; Abb. 5). Weitere direkte Unterschiede zwischen den Gruppen konnten nicht festgestellt
werden. Im weiteren Verlauf ergab sich in der Kontrollgruppe von Tag 10 (131,82 + 9,44
nmol/l) zu Tag 21 (110,74 + 4,97 nmol/l) ein Absinken der Kortisolwerte. An Tag 28 (125,71
+ 8,93 nmol/l) stiegen die Werte wieder an. In der Echinaceagruppe konnten, verglichen mit
Tag 0 (180,92 + 27,40 nmol/l), an Tag 21 (160,00 = 21,93 nmol/l) niedrigere Werte
festgestellt werden. Auch an Tag 28 (154,75 + 17,14 nmol/l) wurden, verglichen mit Tag O in
dieser Gruppe niedrigere Werte gefunden (jeweils p < 0,05; gepaarter t-Test; alle Werte:
Mittelwerte + SEM).
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Abb. 5: Entwicklung der Plasmakortisol-Konzentrationen bei Pferden unter FEinfluss einer
Echinaceafiitterung. Die Echinacea- bzw. Placebofiitterung erfolgte bis Tag 35. Die Tollwutimpfung
wurde an Tag 21 durchgefiihrt. An den Tagen 0, 10, 21, 28, 35 und 70 wurde den Tieren Blut
entnommen und das Plasma mittels eines Lumineszenzassay (LIA) auf Cortisol untersucht. (n=18/19;

Mittelwerte £ SEM; *: p < 0,05; t-Test).
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4.3 Einfluss einer Echinaceafiitterung auf Parameter der unspezifischen

Immunabwehr von Pferden

4.3.1 Respiratory Burst

Die Respiratory-Burst-Aktivitit der Granulozyten wurde bei jeweils zehn Pferden der
Kontroll- und Echinaceagruppe bestimmt. Die Untersuchungen erfolgten an den Tagen 0, 21
und 35, also einmal vor Beginn der Echinaceafiitterung und einmal vor und nach der
Tollwutimpfung wihrend Echinacea- bzw. Placebofiitterung. Die Proben wurden dabei in
einem Dreifachansatz untersucht. Eine gesteigerte Stimulierbarkeit der Granulozyten sollte
mit Hilfe eines suboptimalen, physiologischen Stimulus mit N-Formyl-L-methionyl-L-leucyl-
L-phenylalanine (FMLP) nachgewiesen werden. Dazu diente die Stimulation mit Phorbol 12-
mystrate 13-acetate (PMA) als Maximalstimulation und ein Leerwert ohne Stimulation als
Grundreaktion. Um ein MaR fiir die Stimulierbarkeit zu erhalten, wurden die Ergebnisse der
FMLP- und PMA-Reaktion um den parallel gemessenen Leerwert korrigiert (FMLP-
Stimulation siehe Abb. 6).

Die Stimulation mit FMLP, wie auch mit PMA, und die Leerwerte lieferten keine
unterschiedlichen Ergebnisse im Gruppenvergleich. Im Versuchsverlauf zeigte sich in allen
drei Ansitzen ein Abfallen der mittleren Fluoreszenzintensitit.

Die Leerwerte fielen von Tag 0 (15,70 = 3,39) zu Tag 35 (6,63 £ 2,00) in der
Echinaceagruppe signifikant ab. Auch von Tag 21 (13,86 + 2,07) zu Tag 35 (6,63 + 2,00 war
ein Absinken der mittleren Fluoreszenzintensitiit zu verzeichnen. Ganz dhnlich verhielten sich
die Ergebnisse in der Kontrollgruppe. Auch hier fielen sie von Tag 0 (17,30 % 3,98) zu Tag 35
(5,58 = 0,90) signifikant ab, ebenso wie von Tag 21 (14,52 + 1,49) zu Tag 35 (5,58 = 0,90;
jeweils p < 0,05; gepaarter t-Test; alle Werte: Mittelwerte + SEM).

In der FMLP- und PMA-Stimulation zeigte sich ein Absinken der Werte zwischen Tag O und
Tag 35. Fiir die FMLP-Stimulation in der Kontrollgruppe war der Abfall von Tag 0 (6,45 +
1,84) zu Tag 35 (1,08+ 0,47) signifikant (Abb. 6). In der Echinaceagruppe konnte hier bereits
von Tag 0 (6,37 £ 2,84) zu Tag 21 (1,76 £ 0,69) ein Absinken in der mittleren
Fluoreszenzintensitit festgestellt werden (Abb. 6). Durch den friiher stattfindenden Abfall der
Sauerstoffradikalbildung in der Echinaceagruppe tendierte die Kontrollgruppe am Tag 21 zu
hoheren Werten (p = 0,07; t-Test).
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Erwartungsgemil3 fielen die Messungen der mittleren Fluoreszenzintensitit in der
Maximalstimulation (PMA) insgesamt héher aus. Dabei war von Tag 0 (218,24 + 56,28) zu
Tag 21 (103,63 £ 29,72) in der Echinaceagruppe bereits ein tendenzieller Abfall der mittleren
Fluoreszenzintensitidt festzustellen (p = 0,059; gepaarter t-Test; alle Werte: Mittelwerte +
SEM). Von Tag 21 (95,47 + 18,33) zu Tag 35 (38,56 £ 3,29) fielen die Werte in der
Kontrollgruppe signifikant ab. Das Absinken der Werte von Tag 0 zu Tag 35 war in beiden
Gruppen signifikant und zwar von 218,24 + 56,28 auf 37,54 + 4,68 in der Echinaceagruppe
und von 163,27 £ 36,95 auf 38,56 + 3,29 in der Kontrollgruppe (p < 0,05; gepaarter t-Test;
alle Werte: Mittelwerte + SEM).
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Abb. 6: Einfluss einer Echinaceafiitterung auf den Respiratory Burst von Granulozyten im Blut von
Pferden nach FMLP-Stimulation. Den Tieren wurde iiber 35 Tage Echinacea gefiittert, an Tag 21
wurden alle Tiere gegen Tollwut geimpft. An den Tagen 0, 21 und 35 wurden Granulozyten gewonnen
und mittels FMLP stimuliert. Das Maf; der Sauerstoffradikalbildung ist dquivalent der gemessenen
mittleren Fluoreszenzintensitdt. Die Daten wurden um den parallel gemessenen Leerwert korrigiert (n
= 10; Mittelwerte + SEM; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Verdnderungen

innerhalb einer Gruppe; p < 0,05; einfaktorielle Varianzanalyse fiir wiederholte Messungen).
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4.3.2 Antioxidative Kapazitit im Plasma

Die Ermittlung der antioxidativen Kapazitidt im Plasma erfolgte an den Tagen O, 10 und 28.
Tag 10 wurde gewihlt, um einen moglichen frithen Einfluss der Echinacea- oder
Placebofiitterung festzustellen, Tag 28 sollte Aufschluss iiber die Wirkung der Tollwut-
Vakzination auf die TEAC (Trolox equivalent antioxidative activity) geben. Die Werte der
beiden Gruppen unterschieden sich untereinander zu keinem der untersuchten Zeitpunkte. Im
Verlauf war jedoch ein deutlicher Anstieg in beiden Gruppen zu verzeichnen (Abb. 7). In der
Kontrollgruppe stiegen die Werte von Tag 0 (0,28 £ 0,01 mmol/l) zu Tag 10 (0,34 + 0,02
mmol/l) an (Abb. 7). Von Tag 10 zu Tag 28 (0,46 + 0,01 mmol/l) wurden ebenfalls hohere
Werte festgestellt. Sehr dhnlich war der Verlauf in der Echinaceagruppe: Die Werte stiegen
zunichst von Tag 0 (0,28 £ 0,01 mmol/l) zu Tag 10 (0,34 £ 0,01 mmol/l) an. Zwischen Tag
10 und Tag 28 (0,45 £+ 0,02 mmol/l) war ein weiterer Anstieg festzustellen (Abb. 7).
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Abb 7: Darstellung der antioxidativen Kapazitit im Plasma bei Pferden unter Einfluss einer
Echinaceafiitterung. Die Echinacea- bzw. Placebofiitterung erfolgte bis Tag 35. Die Tollwutimpfung
wurde an Tag 21 durchgefiihrt. An den Tagen 0, 10 und 28 wurde den Tieren Blut entnommen und die
antioxidative Kapazitit als Troloxequivalent (TEAC) gemessen (n = 18/19; Mittelwerte + SEM;
unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede; p < 0,05; einfaktorielle

Varianzanalyse).
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4.4 Einfluss einer Echinaceafiitterung auf Parameter der spezifischen Immunabwehr

von Pferden

4.4.1 Immunglobulin G im Serum

Die IgG-Konzentrationen der beiden Gruppen unterschieden sich zu keinem untersuchten
Zeitpunkt signifikant. Bei der ersten Blutentnahme ergab sich eine gemittelte Serum-IgG-
Konzentration von 26,8 + 2,4 mg/ml in der Kontrollgruppe und 24,5 + 1,8 mg/ml in der
Echinaceagruppe. In beiden Gruppen kam es im Studienverlauf zu einem signifikanten Abfall
der IgG-Konzentrationen, bezogen auf Tag 0. In der Kontrollgruppe war dies bereits ab der
zweiten Blutentnahme (Tag 10), in der Echinaceagruppe erst ab der vierten Blutentnahme
(Tag 28) zu beobachten (p < 0,05; gepaarter t-Test). Bei der letzten Blutentnahme an Tag 70
lagen die IgG-Werte im Serum bei 17,2 + 0,8 mg/ml (Kontrollgruppe) und 17,8 + 1,2 mg/ml
(Echinaceagruppe; Abb. 8).
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Abb. 8: Entwicklung der Serum-IgG-Konzentrationen bei Pferden unter FEinfluss einer
Echinaceafiitterung. Die Echinacea- bzw. Placebofiitterung erfolgte bis Tag 35. Die Tollwutimpfung
wurde an Tag 21 durchgefiihrt. Die Blutproben wurden an den Tagen 0, 10, 21, 28, 35 und 70
entnommen. Das Serum wurde mittels eines Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) auf IgG

untersucht (n = 18/19, Mittelwerte £ SEM).
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4.4.2 Tollwuttiter

Die Tollwutvakzination erfolgte nach dreiwdchiger Echinacea- bzw. Placebofiitterung (an
Tag 21). Um einen eventuellen Einfluss von Echinacea auf die Titerausbildung feststellen zu
konnen, wurde ein Ausgangstiter vor der Impfung (Tag 21) sowie die AntikOrpertiter zwei
Wochen nach der Impfung (Tag 35) ermittelt. Die Antikorpertiter wurden mittels
fluoreszierendem Antikorper Virus Neutralisationstest bestimmt. Dabei lag das obere
Detektionslimit gemif3 dem O.L.LE. Manual of Standards for Diagnostic Tests and Vaccines bei
10,55 TU/ml Serum.

Die Ausgangstiter lagen in der Kontrollgruppe bei einem Median von 10,55 IU/ml und in der
Echinaceagruppe bei 3,52 IU/ml, sie unterschieden sich jedoch nicht signifikant. An Tag 35
wurden in beiden Gruppen Antikorpertiter mit einem Median von 10,55 IU/ml festgestellt.
Der Anstieg der Antikorpertiter von Tag 21 zu Tag 35 war erwartungsgemaf signifikant (p <
0,05; n = 18/19; Rangtest nach Wilcoxon). Zwischen den beiden Gruppen ergab sich jedoch
kein Unterschied. Auch die getrennte Betrachtung von Erst- und Wiederholungsimpfungen
zeigte keine Gruppenunterschiede. An Tag 35 wurde fiir die Erstimpfungen ein Median von
9,28 IU/ml in der Kontrollgruppe und 7,04 1U/ml in der Echinaceagruppe festgestellt (jeweils
n = 4; Abb. 9), wobei jeweils 2 von 4 Tieren den maximal moglichen Titer von 10,55 IU/ml
erreichten. Bei den Wiederholungsimpfungen konnten 14 von 14 Tieren in der
Kontrollgruppe und nur 13 von 15 Tieren in der Echinaceagruppe den Maximaltiter erreichen.
Einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen stellte dies nicht dar. Fiir beide

Gruppen wurde an Tag 35 ein Median von 10,55 IU/ml bestimmt (Abb. 9).
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Abb. 9: Tollwut-Antikorpertiter bei Pferden unter Einfluss einer Echinaceafiitterung. Die Echinacea-
bzw. Placebofiitterung erfolgte bis Tag 35. Die Tollwutimpfung wurde an Tag 21 durchgefiihrt. Am Tag
35 wurde den Tieren Blut entnommen und im Serum der Antikorpertiter mittels fluoreszierendem
Antikorper Virus Neutralisationstest (oberes Detektionslimit: 10,55 1U/ml Serum) bestimmt

(Erstimpfung: n = 4, Wiederholungsimpfungen: n = 14/15; Boxplot-Darstellung).
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S. DISKUSSION

Echinaceaprdparate in Form von Ergidnzungsfuttermitteln erfreuen sich gerade bei
Pferdehaltern immer groferer Beliebtheit. Durch die Echinaceafiitterung soll das
Immunsystem gestdrkt werden und das Pferd in Zeiten erhohter Belastung vor Infektionen
geschiitzt sein. Es gibt bislang wenige wissenschaftliche Untersuchungen zur
Echinaceafiitterung bei Tieren, insbesondere beim Pferd. Genaue Fiitterungsempfehlungen
und der Nachweis der Unbedenklichkeit fehlen bisher vollig. Deshalb wurde in der
vorliegenden placebokontrollierten Doppelblindstudie ein moglicher Einfluss auf den
Gesundheitszustand und das Immunsystem von Pferden durch die Fiitterung von E. purpurea

(oberfliachliche Pflanzenanteile, pelletiert) untersucht.

Die 37 einbezogenen Pferde wurden nach Alter und geschitztem Gewicht in eine Echinacea-
und eine Kontrollgruppe eingeteilt. Die Tiere erhielten von Tag 1 bis Tag 35 tiglich
Echinacea- bzw. Placebopellets. Eine Tollwutvakzination wurde an Tag 21 vorgenommen.
Eine allgemeine Untersuchung mit Kontrolle der Darmmotorik und anschlieende
Blutentnahme erfolgten jeweils an den Tagen O, 10, 21, 28, 35 und 70. Da konkrete
Dosierungsangaben in der Literatur und vom Hersteller fehlten, wurden 2,5 % der
durchschnittlich angenommenen tédglichen Trockensubstanzaufnahme im Erhaltungsbedarf
(entspricht 2 kg TS/100 kg LM) festgelegt. Eine hohere Konzentration wurde nicht
angestrebt, da LANG (2004) in ihren Untersuchungen zur Echinaceafiitterung bei Ferkeln
zeigen konnte, dass bereits ein 5 %iger Echinaceazusatz im Futter zu einem negativen
Geschmackseinfluss und so zu verminderter Futteraufnahme fiihren kann. Abhingig vom
geschitzten Gewicht der Pferde ergab sich eine tdglich verabreichte Pelletmenge zwischen
150 g und 300 g pro Pferd. Diese Mengen konnten der tiglichen Kraftfutterration gut

zugesetzt werden und wurden von den Pferden problemlos aufgenommen.

5.1 Beurteilung des Allgemeinstatus und der Blutparameter

Die Allgemeinuntersuchung mit zusitzlicher Kontrolle der Darmmotorik wurde durchgefiihrt,
um den klinischen Gesundheitszustand der Pferde wihrend des Versuchs zu dokumentieren.
Die Auskultation der Darmgeridusche sollte insbesondere vor dem Hintergrund moglicher

Verdnderungen der Darmmotorik durch pflanzliche Wirkstoffe, welche die nervale und/oder
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motorische Aktivitit des Darms verdandern konnten, und der dadurch erhohten Kolikgefahr fiir

die Tiere gesehen werden.

Das Allgemeinbefinden der einbezogenen Pferde konnte zu jedem untersuchten Zeitpunkt als
ungestort beurteilt werden. Die wenigen signifikanten Schwankungen der statistisch
ausgewerteten Parameter Atmung, Temperatur und Pulsfrequenz in der Echinaceagruppe und
der Kontrollgruppe, sowie zwischen den Gruppen gaben keine Hinweise auf einen positiven
oder negativen Einfluss der Echinaceafiitterung (s. Kap. 4.1.1-4.1.3). Ahnlich ist auch der
Einfluss auf die Darmmotorik zu beurteilen. Zwar ergab sich in der Echinaceagruppe hier ein
signifikanter Abfall von Tag 10 zu Tag 21 und ein erneuter Anstieg an Tag 28 in der
Beurteilung des linken oberen abdominalen Quadranten (Hungergrube; s. Kap. 4.1.4),
insgesamt betrachtet handelte es sich aber um eine geringfiigige Schwankung in einem
einzelnen Quadranten. Da das Allgemeinbefinden insgesamt ungestort war und die
Darmgerdusche der anderen  abdominalen  Quadranten ebenfalls zu  allen
Untersuchungszeitpunkten regelmifig weder verstirkt noch vermindert waren, kann hiervon
kaum ein negativer Einfluss durch die Echinaceafiitterung abgeleitet werden. Allerdings
konnte durch die Zufiitterung der oberirdischen Pflanzenteile von E. purpurea (pelletiert) auch
keine objektive Verbesserung des klinischen Gesundheitszustandes erzielt werden. Diese
Resultate stimmen mit den Ergebnissen der Untersuchungen von ROTH-MALIER et al. (2001)
iberein. Die Autoren untersuchten dabei die Wirkung der oberirdischen Pflanzenteile von E.
purpurea (pelletiert) auf Leistungsparameter und den Gesundheitszustand von Mastkiiken und
Aufzuchtferkeln. Wihrend sich im Ferkelversuch tendenzielle Verbesserungen der
Wachstumsleistungen abzeichneten, konnte der insgesamt hohe Gesundheitsstatus weder im

Broiler-, noch im Ferkelversuch durch die Echinaceafiitterung beeinflusst werden.

Neben der Bestimmung des Allgemeinbefindens durch eine allgemeine Untersuchung wurde
der Gesundheitszustand auch labordiagnostisch anhand eines groBen Blutbildes erfasst. Alle
teilnehmenden Tiere wiesen zu jedem untersuchten Zeitpunkt Werte innerhalb der
physiologischen Normbereiche auf. Dieses Ergebnis bestitigt den bereits in der allgemeinen
klinischen Untersuchung festgestellten guten Gesundheitszustand der Tiere. In den
Untersuchungen an Pferden von O'NEILL et al. (2002) stellten die Autoren, nach oraler
Verabreichung eines E. angustifolia-Extraktes iiber 42 Tage, eine VergroBerung und
Vermehrung der Erythrozyten fest. Diese Ergebnisse konnten in den eigenen Untersuchungen

mit E. purpurea nicht bestitigt werden. Die Erythrozytenzahlen blieben wihrend des
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Versuches unverindert, stets im physiologischen Bereich und ohne Schwankungen im Verlauf
sowie zwischen Echinacea- und Kontrollgruppe (s. Kap. 4.1.5). Eine Zunahme des mittleren
korpuskuldren Erythrozytenvolumens (MCV) konnte in den eigenen Versuchen ebenfalls
nicht bestétigt werden. Die geringfiigigen Schwankungen im MCV-Verlauf des Versuchs
lassen keinen gesicherten Riickschluss auf einen Einfluss der Echinaceafiitterung zu, da sich
zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen Echinacea- und Kontrollgruppe
ergaben (s. Kap. 4.1.5). Ergidnzt werden diese Feststellungen durch die Ergebnisse der
Héamatokrit-Bestimmungen, die weder im Verlauf noch zwischen den Gruppen signifikante
Unterschiede aufwiesen. O'NEILL et al. (2002) beschreiben in der genannten Studie
weiterhin eine gesteigerte Hidmoglobinkonzentration im Vollblut sowie einen erhohten
mitttleren korpuskuldren Himoglobingehalt (MCH). In den eigenen Untersuchungen gibt es
keinerlei Hinweise auf derartige Einfliisse der Echinaceafiitterung. Ein signifikanter Anstieg
der Hamoglobinwerte im Vollblut zwischen Tag 28 und Tag 35 kann kaum als Effekt der
Echinaceafiitterung gedeutet werden, da er sowohl in der Echinacea- als auch in der
Kontrollgruppe festgestellt wurde (s. Kap. 4.1.5). Auch die Parameter mittlerer korpuskulérer
Héamoglobingehalt (MCH) und mittlere korpuskuldre Hidmoglobinkonzentration (MCHC)
stiegen zu diesem Zeitpumkt in beiden Gruppen signifikant an. Diese Schwankungen konnten
moglicherweise auf die Impfung an Tag 21 zuriickgefiihrt werden. Insgesamt war das Ausmal}
der festgestellten Unterschiede jedoch gering. Zudem konnten fiir den MCH und die MCHC
bereits zu fritheren Zeitpunkten ebenfalls signifikante Schwankungen ermittelt werden (s.
Kap. 4.1.5, Tab. 6, Tab. 7), so dass ein Einfluss der Impfung auf die Hamoglobinwerte
unwahrscheinlich bleibt. Zwischen den Gruppen ergaben sich fiir diese Parameter zu keinem
untersuchten Zeitpunkt signifikante Unterschiede. Dies macht wiederum deutlich, dass die
festgestellten Schwankungen des MCH und der MCHC nicht auf eine Wirkung von
Echinacea zuriickzufiihren sein sollten. Im weilen Blutbild konnten O'NEILL et al. (2002)
eine Erhohung der peripheren Lymphozytenzahl zeigen. Dieses Ergebnis konnte in den
eigenen Untersuchungen nicht bestitigt werden. Zwar ergaben sich, bezogen auf Tag 0, an
Tag 70 hohere Lymphozytenzahlen in der Echinaceagruppe. Dies kann aber nur schwer als
Nachweis einer Echinacea-Wirkung angenommen werden, da die Zufiitterung der
Echinaceapellets nur bis Tag 35 erfolgte und sich zwischen Echinacea- und Kontrollgruppe
keinerlei signifikante Unterschiede zeigten (s. Kap. 4.1.5). Auch GERHARDS (1995) konnte
in seinen Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Echinacea-Dilutionen sowie von
Echinacea compositum® auf die Lymphozyten bei Pferden keine Wirkung feststellen.

Hingegen zeigten CUNDELL et al. (2003) Einflisse von Echinacea (oberfldchliche
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Pflanzenanteile) auf das weif3e Blutbild von Ratten. Die Tiere wiesen erhohte Zellzahlen und
ein verdndertes Differentialblutbild auf. Dabei stiegen die mononukledren Zellen
(Lymphozyten, Monozyten) an, im Gegenzug verringerte sich der Anteil der Granulozyten.
Diese Erkenntnisse konnten in der vorliegenden Arbeit fiir Pferde nicht bestitigt werden. Die
Monozytenzahlen in der Echinaceagruppe stiegen zwar von Tag 21 zu Tag 28 und von Tag 0
zu Tag 70 an (s. Kap. 4.1.5). Da sich aber auch in der Kontrollgruppe Schwankungen im
Verlauf ergaben und die Gruppen zu keinem untersuchten Zeitpunkt signifikante
Unterschiede untereinander aufwiesen (s. Kap. 4.1.5), ldsst dies keine gesicherten
Riickschliisse auf eine Echinacea-Wirkung auf die Monozyten zu. Die Granulozytenzahlen
zeigten ebenfalls keine Veridnderungen, die durch die Echinaceafiitterung bedingt sein sollten.
In der Echinaceagruppe stiegen die Granulozytenzahlen zwischen Tag 10 und Tag 21 an,
wihrend sich in der Kontrollgruppe im Versuchsverlauf abfallende Werte ergaben (s. Kap.
4.1.5). Aber auch hier traten bei keiner Untersuchung zwischen den Gruppen signifikante
Unterschiede auf, so dass hier kein deutlicher Hinweis auf einen moglichen Effekt durch
Echinaceafiitterung vorliegt. Leider machen die Autoren CUNDELL et al. (2003) keine
Aussage dariiber welche Echinacea-Art sie in ihren Untersuchungen (s.0.) einsetzten. Deshalb
kann nicht geklart werden, ob die zur vorliegenden Studie unterschiedlichen Ergebnisse,
abgesehen von den verschiedenen eingesetzten Tierarten, moglicherweise in der Wahl einer
anderen Echinacea-Art begriindet sein konnten. Einfliisse einer Echinaceafiitterung auf die
Thrombozytenzahlen (PLT) und das Thrombozytenvolumen (MPV) wurden bisher in der
Literatur noch nicht beschrieben. Da sich in den eigenen Untersuchungen keine Signifikanzen
zwischen den Gruppen beziiglich der Thrombozytenzahlen ergaben, konnen der Anstieg
zwischen Tag 10 und Tag 21 in beiden Gruppen und der Abfall von Tag 28 zu Tag 35 nur in
der Kontrollgruppe (s. Kap. 4.1.5) keinen Hinweis auf einen moglichen Echinacea-Einfluss
bieten. Das signifikant hohere (s. Kap. 4.1.5) mittlere Thrombozytenvolumen (MPV) der
Echinaceagruppe an Tag 70 sollte ebenfalls keinen Echinacea-Einfluss darstellen, da die
Echinaceafiitterung nur bis Tag 35 erfolgte und sich keine weiteren Unterschiede zwischen

den Gruppen ergaben.
Somit konnte in den vorliegenden Untersuchungen kein nachweislicher Effekt durch die

Fiitterung von Pellets aus E. purpurea, weder in positiver noch negativer Hinsicht, auf den

Allgemeinzustand und das Blutbild von Pferden festgestellt werden.
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5.2 Beurteilung der Plasmakortisol-Konzentration

Beim Pferd wird Plasmakortisol als guter Indikator fiir die adrenokortikale Funktion
angesehen, da es den grofften Anteil der zirkulierenden Steroide beim Pferd ausmacht
(MASSOCO und PALERMO-NETO, 2003). In Untersuchungen zum Stressgeschehen konnte
gezeigt werden, dass der Kortisolspiegel unter Einwirkung eines Stressors ansteigt (MASON,
1974). Bei der Interpretation von Verdnderungen im Plasmakortisolspiegel miissen jedoch die
zirkadiane Rhytmik und episodische Sekretion beriicksichtigt werden, die zu erheblichen
Schwankungen der Werte im Tagesverlauf fithren (IRVINE und ALEXANDER, 1994).
Zusitzlich wird die Kortisolkonzentration von korperlicher Anstrengung und dem Grad der
Adaption an Umgebung und Tagesablauf beeinflusst (IRVINE und ALEXANDER, 1994;
KRZYWANEK, 1999). Normalerweise treten bei Sdugetieren die Hochstkonzentrationen
morgens (zwischen 3.00 und 8.00 Uhr) und die geringsten Konzentrationen abends (zwischen
18.00 und 24.00 Uhr) auf (SANDNER, 1987). Um vergleichbare Werte zu erhalten wurden
daher bei der eigenen Untersuchung die Blutentnahmen immer in etwa zum gleichen
Zeitpunkt (bis 10 Uhr morgens) durchgefiihrt. Dies sollte den zeitlichen Einfluss auf die

Kortisolwerte moglichst gering halten.

In der vorliegenden Studie wurden gemittelte Werte zwischen 110,74 + 4,97 nmol/l und
180,92 + 27,40 nmol/l bestimmt. Diese Ergebnisse entsprechen den in der Literatur
angegebenen physiologischen Normwerten (100-200 nmol/l; KRZYWANEK, 1999).

Zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe wurden keine signifikanten Unterschiede von Tag
10 bis Tag 70 (s. Kap. 4.2) festgestellt. Warum in der Kontrollgruppe zu Versuchsbeginn (Tag
0) niedrigere Werte als in der Echinaceagruppe festgestellt wurden kann nicht geklédrt werden
(s. Kap. 4.2). Gegen Tag 21 sanken die Werte in beiden Gruppen ab (s. Kap. 4.2). Insgesamt
betrachtet handelt es sich hierbei aber um vergleichsweise geringe Schwankungen, die
vermutlich individueller Natur sind. Moglicherweise fand im Laufe des Versuchs auch eine
GewoOhnung an das Prozedere der Untersuchung und Blutentnahme bei den einzelnen Tieren
statt. Dies konnte ebenfalls zu den niedrigeren Werten im Versuchsablauf gefiihrt haben. Ein
Einfluss durch die Echinaceafiitterung erscheint mangels Gruppenunterschiede hier nicht
wahrscheinlich. Dies entspricht auch den Ergebnissen von LANG (2004), die in ihren
Untersuchungen zur Echinaceafiitterung bei Absatzferkeln keinen Einfluss auf den
Kortisolspiegel der Tiere nachweisen konnte. Weitere Erkenntnisse zum Einfluss von

Echinacea auf das Stressgeschehen bei Tieren finden sich in der Literatur bisher nicht. Da sich
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auch nach der Tollwutimpfung (Tag 21) keine auffilligen Verdnderungen im

Plasmakortisolspiegel zeigten, scheint auch diese keinerlei Einfluss hierauf auszuiiben.

In der vorliegenden Untersuchung konnte keine Wirkung von E. purpurea auf die

Kortisolkonzentration im Plasma der Pferde gezeigt werden.

5.3 Beurteilung des Immunstatus von Pferden

Das Untersuchungsziel dieser Arbeit war es festzustellen, ob die Fiitterung der oberirdischen
Pflanzenteile (pelletiert) von E. purpurea einen verbesserten Immunstatus der Pferde zur

Folge hat.

5.3.1 Beurteilung des Immunstatus anhand von Respiratory Burst und antioxidativer

Kapazitit im Plasma

Die Respiratory-Burst-Aktivitit der Granulozyten wurde in der vorliegenden Arbeit bei
jeweils zehn Pferden der Kontroll- und Echinaceagruppe bestimmt. Die Untersuchungen
erfolgten an den Tagen 0, 21 und 35, also einmal vor Beginn der Echinaceafiitterung und
einmal jeweils vor und nach der Tollwutimpfung wihrend Echinacea- bzw. Placebofiitterung.
Die Bestimmung der Respiratory-Burst-Aktivitdt der Granulozyten dient der Bestimmung der
phagosomalen Wasserstoffperoxid-Produktion. Zur extrazelluliren Freisetzung solcher
Oxidantien kommt es beispielsweise bei inflammatorischen Prozessen (ROTHE et al., 1992).
Ein erhohter Voraktivierungszustand der Granulozyten wire gekennzeichnet durch eine
gesteigerte Freisetzung von Oxidantien auf einen gering-potenten Stimulus, wie er durch das
Bakterienpeptid FMLP hervorgerufen wird (ROTHE et al, 1992). Ob der
Aktivierungszustand der Granulozyten durch eine Echinaceafiitterung zu beeinflussen ist,
sollte durch die Messung der Respiratory-Burst-Aktivitdt in den eigenen Untersuchungen
gezeigt werden. In der Literatur gibt es bislang wenige Angaben zur Respiratory-Burst-
Aktivitit der neutrophilen Granulozyten bei Pferden. FORSTER (1991) fiihrte
durchflusszytometrische Untersuchungen an equinen und humanen polymorphkernigen
Blutleukozyten durch. Unter anderem beschiftigte er sich mit Virusphagozytose und

Respiratory-Burst-Aktivitat. Der Autor gibt die mittlere Fluoreszenzintensitit der
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Grundreaktion von equinen neutrophilen Granulozyten zwischen 2,1 und 4,2 an. Diese
Ergebnisse liegen unter den in den eigenen Untersuchungen festgestellten Werten (5,32-15,7;
s. Kap. 4.3.1). Allerdings beziehen sich die Angaben von FORSTER (1991) in diesem Punkt
lediglich auf drei Tiere. SCHUBERTH et al. (2002) untersuchten die Effekte von EquiMun®
(ein Kombinationsprédparat aus E. purpurea, Thuja occidentalis und elementarem Phosphor)
auf bovine Leukozyten. Vor den durchflusszytometrischen Bestimmungen wurden die
entsprechenden Zellen bis zu 44 h mit der jeweiligen Testsubstanz kultiviert. Die Autoren
konnten zeigen, dass die spontane (Leerwert ohne weitere Stimulation) Respiratory-Burst-
Aktivitit der neutrophilen Granulozyten unter Phosphor- oder EquiMun®-Einfluss zunahm.
Einen abschwichenden Effekt auf die Respiratory-Burst—Aktivitdt durch EquiMun® stellten
sie fiir die PMA Reaktion fest. In den eigenen Untersuchungen lieferten die Stimulation mit
FMLP, wie auch die Maximalstimulation (PMA) und Grundreaktionen (Leerwerte), keine
unterschiedlichen Ergebnisse im Vergleich zwischen der Echinacea- und Kontrollgruppe (s.
Kap. 4.3.1 und Abb. 6). Im Versuchsverlauf wurde aber fiir beide Gruppen in allen drei
Versuchsansitzen ein Abfallen der mittleren Fluoreszenzintensitédt beobachtet. So zeigten sich
signifikant niedrigere Werte jeweils fiir Tag 35, verglichen mit Tag O (s. Kap. 4.3.1). In der
Grundreaktion (Leerwert) wiesen beide Gruppen auch zwischen Tag 21 und Tag 35 einen
signifikanten Abfall der Respiratory-Burst-Aktivitit auf (s. Kap. 4.3.1). Hier lieBe sich ein
Zusammenhang mit der an Tag 21 erfolgten Impfung vermuten. Allerdings gibt es in der
Literatur bisher keine Hinweise auf einen abschwichenden Effekt einer Impfung auf die
Sauerstoffradikalbildung der Granulozyten. Eher wire eine Verstarkung des Respiratory Burst
zu erwarten. So zeigte FORSTER (1991), ganz im Gegensatz zu den eigenen Ergebnissen, in
seinen in vitro Untersuchungen einen stimulativen Effekt auf die Respiratory-Burst-Aktivitét
der Granulozyten nach Inkubation mit verschiedenen Virusproteinen und Immunseren. Vor
diesem Hintergrund scheint es eher unwahrscheinlich, dass die Tollwutimpfung ursidchlich am
Abfall des Respiratory Burst im Versuchsverlauf der eigenen Studie beteiligt war. Zudem
wies die Echinaceagruppe in der FMLP-Stimulation bereits an Tag 21 (also vor der Impfung)
niedrigere Werte auf und auch in der PMA-stimulierten Reaktion war von Tag 0 zu Tag 21 in
dieser Gruppe bereits ein tendenzieller Abfall der mittleren Fluoreszenzintensitét festzustellen
(p = 0,059; s. Kap. 4.3.1). Die Ursache fiir die genannten Schwankungen in der vorliegenden
Untersuchung kann nicht abschlieBend gekldart werden. Ein Zusammenhang mit der
Echinaceafiitterung scheint allerdings mangels signifikanter —Gruppenunterschiede

unwahrscheinlich.

54



Diskussion

Die Bestimmung der antioxidativen Kapazitit im Plasma erfolgte in der vorliegenden
Untersuchung an den Tagen 0, 10 und 28, also einmal vor Beginn der Echinaceafiitterung und
einmal jeweils vor und nach der Tollwutimpfung wihrend Echinacea- bzw. Placebofiitterung.
Eine erhohte antioxidative Kapazitit im Plasma konnte die Entstehung freier Radikale
verhindern und somit eine priaventive Wirkung gegen Erkrankungen haben (IIZUKA et al.
2004). Antioxidativ wirkende Substanzen, in Form von Kréiutern, stehen vor allem im
Interesse der Wissenschaft aufgrund der protektiven Wirkung auf Blut, Zellen, GefiBBwinde
und Lipide (IIZUKA et al., 2004). So untersuchten IIZUKA et al. (2004) die schiitzende
Wirkung antioxidativer Rhabarberinhaltsstoffe auf LDL (Low density lipoprotein) in
Kaninchenplasma. Es gelang den Autoren in ihren Untersuchungen, antioxidative Wirkstoffe
im Rhabarberkraut zu ermitteln und ihre protektive Wirkung auf LDL nachzuweisen.
RININGER et al. 2000 zeigten fiir chemisch standardisierte Echinacea-Extrakte und E.
purpurea-Pulver entziindungshemmende und antioxidative Eigenschaften. Ein Einfluss von E.
purpurea auf die antioxidative Kapazitidt im Plasma von Pferden ist bisher in der Literatur
nicht beschrieben. In den eigenen Untersuchungen wiesen die Werte der antioxidativen
Kapazitit im Plasma keine signifikanten Unterschiede zwischen Echinacea- und
Kontrollgruppe auf (s. Kap. 4.3.2). Im Versuchsverlauf war jedoch ein deutlicher Anstieg in
beiden Gruppen zu verzeichnen (s. Kap. 4.3.2). Da die Werte in Echinacea- und
Kontrollgruppe gleichermalen anstiegen, sollte hier eine Wirkung der Echinaceafiitterung
ausgeschlossen werden. Auch die Impfung scheint hier keinen Einfluss auszuiiben, da sich der

Anstieg bereits zwischen Tag 0 und Tag 10, also vor dem Impfzeitpunkt, zeigt.
Ein nachweislicher Effekt durch die Fiitterung von Pellets aus E. purpurea auf das

unspezifische Immunsystem der Pferde konnte in der vorliegenden Untersuchung weder in

positiver noch negativer Hinsicht festgestellt werden.

55



Diskussion

5.3.2 Beurteilung des Immunstatus anhand von Serum IgG und der Reaktion auf eine

Tollwutimpfung

Durch Messung der Immunglobulin G-Konzentrationen im Serum und der Titerausbildung
auf eine Tollwutimpfung sollte das humorale Immunsystem von Pferden beurteilt werden.
Erhohte IgG-Konzentrationen wiirden fiir eine erhohte Abwehrbereitschaft sprechen und
konnten eventuell das Auftreten von Infektionskrankheiten in Zeiten erhohter Belastung
reduzieren. Eine erhohte Abwehrbereitschaft konnte sich weiterhin auf eine Impfung positiv

auswirken, da sich ein hoherer Impftiter bilden konnte.

Der Immunglobulin G-Gehalt im Blut wird allgemein als wichtiger Parameter fiir eine
funktionierende spezifische Abwehr gesehen. Zudem ist es das Immunglobulin, welches im
Blut in der hochsten Konzentration vorliegt, und stellt somit auch einen gut messbaren
Marker fiir das spezifische Immunsystem dar. Um eine Ubersicht iiber die IgG-
Konzentrationen im Serum der Pferde zu erhalten, wurde den Tieren an den Tagen 0, 10, 21,
28, 35 und 70 Blut entnommen. In der vorliegenden Untersuchung wurden Serum IgG-Werte
zwischen 17,2 £ 0,8 mg/ml und 26,8 + 2.4 mg/ml festgestellt (s. Kap. 4.4.1). Diese Ergebnisse
entsprechen im wesentlichen dem von BOSTEDT (1999) angegebenen Normbereich fiir das
adulte Pferd mit Werten von 25-45 mg/ml, sowie den von ERHARD et al. (2001) bei

trichtigen Stuten ermittelten Serum-IgG-Werten von durchschnittlich 19 mg/ml.

Bisher fehlen in der Literatur Angaben zum Einfluss einer Echinaceafiitterung auf den Serum-
IgG-Gehalt bei adulten klinisch gesunden Pferden. Dies sollte in der vorliegenden
Untersuchung geklart werden. Ein signifikanter Unterschied der IgG-Konzentrationen
zwischen Echinacea- und Kontrollgruppe konnte zu keinem untersuchten Zeitpunkt
nachgewiesen werden. Am Ende des Versuchs (Tag 70) waren die IgG-Konzentrationen in
beiden Gruppen signifikant niedriger als zu Beginn (Tag 0). In der Kontrollgruppe waren
erniedrigte Werte bereits ab Tag 10, in der Echinaceagruppe erst ab Tag 28 zu beobachten (s.
Kap. 4.4.1). Die Verdnderungen der Serum-IgG-Gehalte sollten aufgrund fehlender
Gruppenunterschiede nicht durch die Echinaceafiitterung bedingt sein. Dass die Werte in der
Echinaceagruppe interessanterweise erst ab Tag 28 absinken, wihrend dies in der
Kontrollgruppe schon ab Tag 10 zu beobachten ist, konnte moglicherweise auf eine
verdnderte Reaktion auf einen Umwelteinfluss hindeuten. Die Impfung kommt hier als

moglicher Faktor zwar ebenfalls in Betracht, allerdings wurde sie erst an Tag 21, also bereits
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nachdem die Werte in der Kontrollgruppe abgesunken waren, vorgenommen. Somit kann die
Tollwutimpfung hinsichtlich der festgestellten Verdnderungen im IgG-Verlauf zumindest
nicht als alleiniger Ausloser betrachtet werden. Da der Versuch innerhalb einer Jahreszeit
durchgefiihrt wurde und die einbezogenen Tiere zum Teil geographisch getrennt
untergebracht waren, bleibt auch ein iibergreifend starker Umwelteinfluss unwahrscheinlich.
Untersuchungen zum IgG-Verlauf unter Echinaceafiitterung bei Jungtieren fithrten LANG
(2004) und HEMPEL (2002) durch. Bei Absatzferkeln konnte durch eine 1 %ige sowie 5
%ige Futterbeimischung von E. purpurea (getrocknete oberirdische Pflanzenanteile) der IgG-
Verlauf jedoch nicht beeinflusst werden (LANG, 2004). HEMPEL (2002) untersuchte den
Immunglobulin-G-Status bei neugeborenen Kaninchen in einem Fiitterungsversuch mit einer
Echinacea-Griinmehl-Mischung. Durch Echinacea konnte der IgG-Status nur in geringem
Umfang und nur zu bestimmten Zeitpunkten beeinflusst werden. So waren die Serum-IgG-
Konzentrationen am 14. Lebenstag in der Echinaceagruppe niedriger als in der
Kontrollgruppe. Am 28. Lebenstag (Absetzzeitpunkt) lagen jedoch die Werte der
Echinaceagruppe hoher. Ab dem 42. Lebenstag gab es keine Unterschiede mehr in der
Entwicklung der IgG-Konzentrationen. Die IgG-Konzentrationen im Serum der Kaninchen
konnten somit durch Echinacea beeinflusst werden. Ein positiver Effekt auf die
Erkrankungsrate an Enterokolitis nach dem Absetzen ergab sich daraus jedoch nicht. Die
Verluste waren in der Echinaceagruppe sogar hoher als in der Kontrollgruppe (HEMPEL,
2002). In den eigenen Untersuchungen konnte kein positiver Effekt auf die IgG-Werte im
Serum nachgewiesen werden. Nachteilige Wirkungen zeigten sich durch die

Echinaceafiitterung jedoch ebenso wenig.

Die Tollwutimpfung erfolgte in der vorliegenden Untersuchung nach dreiwochiger Fiitterung
der Echinacea- bzw. Placebopellets (an Tag 21). Um die Titerbildung beurteilen zu konnen,
wurde ein Ausgangstiter (Tag 21) sowie der Antikorpertiter zwei Wochen nach der Impfung
(Tag 35) bestimmt. Das obere Detektionslimit lag dabei geméfl dem O.L.LE. Manual bei 10,55
IU/ml Serum.

Die Reaktion auf ein spezifisches Antigen unter Echinacea-Einfluss ist bisher in der Literatur
wenig untersucht. Die Ergebnisse der bisherigen Studien sind zudem uneinheitlich.
REHMAN et al. (1999) beispielsweise applizierten Ratten ein spezifisches Antigen und
bestimmten anschlieBend die IgG- und IgM-Gehalte des Blutes gegen das Antigen mittels
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ELISA. Sie konnten zeigen, dass die IgG-Konzentration gegen das Antigen im Serum der
Ratten, die E. angustifolia-Wurzelextrakt iiber das Trinkwasser verabreicht bekamen, friiher
anstiegen als bei unbehandelten Ratten. Eine verbesserte IgM-Antwort bei Miusen gegen
Blutzellen des Schafes konnten die Autoren FREIER et al. (2003) feststellen. Sie
verabreichten oral einen E. purpurea-Extrakt {iber 4 Tage, jeweils eine Stunde nach Injektion
der Blutzellen. Ahnliche Untersuchungen von ROESLER et al. (1991) mit gereinigten
Echinacea-Polysacchariden konnten diesen Effekt nicht zeigen. Unbeeinflusst zeigte sich
auch die Antikorperantwort von Ferkeln auf PRRSV (porcine reproductive and respiratory
syndrome virus). Diese erhielten iiber 42 Tage 2 % oder 4 % E. purpurea-Pulver dem Futter
beigemischt (HERMANN, 2003). Auch in den eigenen Untersuchungen zeigten weder die
Ausgangstiter noch die an Tag 35 gebildeten Antikorpertiter signifikante Unterschiede in der
Echinacea- wund Kontrollgruppe. FEine getrennte Betrachtung von Erst- und
Wiederholungsimpfungen zeigte ebenfalls keine Gruppenunterschiede (s. Kap. 4.4.2). Bei
dem durchgefiihrten Testverfahren (fluoreszierender Antikorper Virus Neutralisationstest)
war allerdings mit einem Titer von 10,55 Ul/ml der zu bestimmende Hochstwert (maximaler
Titer) erreicht. Moglicherweise ist hier die Ursache fiir mangelnde Signifikanzen begriindet.
Andere Autoren stellten in ihren Untersuchungen zur spezifischen Antikdrperproduktion
sogar negative, also immunsuppressive, Effekte durch Echinacea fest. So fiihrte die
Verabreichung eines Echinacea-Extraktes tiber 6 Wochen bei weiblichen Ratten zu einer
signifikant schlechteren spezifischen Antikorperproduktion (SOUTH und EXON, 2001). In
der eigenen Untersuchung erreichten bei den Wiederholungsimpfungen in der
Echinaceagruppe nur 13 von 15 Tieren den maximalen Impftiter, wihrend dies in der
Kontrollgruppe bei allen 14 Tieren der Fall war (s. Kap. 4.4.2). Da dieser Unterschied aber
insgesamt nicht signifikant war und sich auch bei den Erstimpfungen keine derartige Tendenz
zeigte (hier erreichten in beiden Gruppen 2 von 4 Tieren den maximalen Titer), sollte hier
nicht auf einen negativen Effekt durch die Echinaceafiitterung geschlossen werden. Trotzdem
ist vermutlich eine ldngerdauernde Echinaceafiitterung (> 5 Wochen) fiir die Pferde kaum

vorteilhaft.

Letztendlich konnte durch die Echinaceafiitterung weder eine positive noch negative Wirkung

auf die spezifische Inmunabwehr der Pferde gezeigt werden.
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5.4 SchluBibetrachtung

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Effekte einer Fiitterung oberirdischer Pflanzenteile von E.
purpurea auf die Gesundheit und den Immunstatus von adulten Pferden unter normalen

Haltungsbedingungen zu untersuchen.

Die Allgemeinuntersuchung und das Blutbild sollten den Gesundheitszustand der Pferde
erfassen. Ein moglicher Einfluss auf das Stressgeschehen sollte durch den Parameter Kortisol
gezeigt werden. Um den Immunstatus der Tiere zu dokumentieren, wurden stellvertretend fiir
die unspezifische Abwehr der Respiratory Burst der Granulozyten und die antioxidative
Kapazitit im Plasma herangezogen. Als wichtige Parameter der spezifischen Abwehr dienten
der IgG-Gehalt im Serum sowie die Titerbildung nach einer Tollwutimpfung. Positive Effekte
durch die Fiitterung von E. purpurea auf den Gesundheitszustand und das Immunsystem
konnten moglicherweise in Zeiten erhohter Belastung eine verbesserte Reaktionslage des

Organismus zur Folge haben und so beispielsweise Infektionserkrankungen vorbeugen.

Fiir keinen der oben genannten Parameter wurden in der vorliegenden Studie relevante
Unterschiede zwischen der Echinacea- und der Kontrollgruppe ermittelt. Warum im
Gegensatz hierzu in anderen Studien hédufig positive Auswirkungen auf das Immunsystem
durch Echinacea festgestellt werden konnten, kann verschiedene Griinde haben: Oft handelte
es sich bei der eingesetzten Echinacea Art nicht um E. purpurea sondern um E. angustifolia,
so beispielsweise in der Studie von O'NEILL et al. (2002). Zudem wurden meist, so auch in
der genannten Untersuchung, standardisierte Extrakte aus Echinacea, recht hiufig aus den
Waurzeln, eingesetzt. Diese konnen sich hinsichtlich ihres Wirkstoffgehalts erheblich von dem
in der vorliegenden Studie verwendeten getrockneten Griinschnitt unterscheiden. Studien, die
Einfliisse auf einzelne Zellpopulationen nachweisen konnten, sind zudem in der Regel in vitro
Studien. In der vorliegenden eigenen Untersuchung zur Echinaceafiitterung ist dagegen nicht
auszuschliefen, dass es beispielsweise infolge der Verdauung zu unvollstindiger Resorption
der Wirkstoffe und somit nicht zu messbaren Effekten kam. Bei den meisten
Veroffentlichungen klinischer Studien handelt es sich auflerdem nicht, wie bei der
vorliegenden Untersuchung, um placebokontrollierte Doppelblindstudien. Derartige
Untersuchungen konnten bisher meist ebenfalls keine positiven Effekte durch Echinacea

belegen (CARUSO und GWALTNEY, 2005).
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Abschliefend kann gesagt werden, dass E. purpurea unter den getesteten Bedingungen
(Pferdehaltung im privaten Bereich, placebokontrollierte Doppelblindstudie) keine positiven
aber auch keine negativen Auswirkungen auf den Gesundheitszustand, die
Kortisolkonzentration im Plasma und den Immunstatus bei adulten Pferden hat. Eine
Fiitterung in 2,5 %iger Konzentration iiber 35 Tage sollte somit unbedenklich sein. E.
purpurea scheint jedoch auch nicht sinnbringend in der Pferdefiitterung eingesetzt werden zu

konnen.

60



Zusammenfassung

6. ZUSAMMENFASSUNG

Einfluss einer Echinaceafiitterung auf die Gesundheit und den

Immunstatus von Pferden

Immunmodulatorisch wirksame Phytotherapeutika stellen eine mdogliche Alternative zu
generell bakterizid oder entziindungshemmenden Wirkstoffen dar. Einen nicht
unwesentlichen Anteil in diesem phytotherapeutischen Bereich nimmt die Gattung Echinacea
mit iiber 300 phytotherapeutischen oder homdoopathischen Zubereitungen ein. Als
Zusatzfuttermittel ist sie bereits im Pferdesektor eingefiihrt. Die vorliegende Arbeit sollte
daher tiberpriifen, ob die 2,5 %ige Fiitterung von Echinacea purpurea (Roter Sonnenhut) mit
der tdglichen Futterration fiir die Tiere unbedenklich ist und evtl. sogar einen positiven
Einfluss auf den allgemeinen Gesundheitszustand, das Stressgeschehen und das Immunsystem
des Pferdes nehmen kann.

In die placebokontrollierte Doppelblindstudie wurden insgesamt 37 Pferde in zwei
Versuchsdurchldaufen einbezogen. Die oberflichlichen Pflanzenanteile von E. purpurea in
pelletierter Form wurden iiber 35 Tage zugefiittert. Die Dosierung betrug 2,5 % der
durchschnittlich angenommenen tédglichen Trockensubstanzaufnahme im Erhaltungsbedarf
von 2 kg TS/100 kg LM. An den Tagen 0, 10, 21, 28, 35 und 70 wurden das
Allgemeinbefinden, die Blutwerte sowie die Kortisolkonzentration im Plasma und die
Immunglobulin G-Konzentration im Serum bestimmt. Zusétzlich erfolgten die Messung der
Respiratory-Burst-Aktivitit der Granulozyten und die Bestimmung des antioxidativen
Potentials im Plasma. Eine Tollwutschutzimpfung wurde eingesetzt, um mogliche Einfliisse
auf die Auspriagung des Impftiters festzustellen.

Das Allgemeinbefinden und der Gesundheitszustand der einbezogenen Pferde konnten zu
jedem untersuchten Zeitpunkt als gut beurteilt werden. Die statistisch ausgewerteten
Parameter Atmung, Temperatur, Puls und Verdauung zeigten keine signifikanten
Schwankungen in oder zwischen den Gruppen in Versuch und Kontrolle, welche einen
Hinweis auf einen positiven oder negativen Einfluss der Echinaceafiitterung geben. Fiir die
Plasmakortisol-Konzentrationen konnte ebenfalls mangels Gruppenunterschieden ein
Echinacea-Einfluss ausgeschlossen werden. Die Respiratory-Burst-Aktivitit der Granulozyten
wurde an den Tagen 0, 21 und 35 bei jeweils 10 Pferden aus Echinacea- und Kontrollgruppe
bestimmt. Im Versuchsverlauf wurde ein Abfallen der mittleren Fluoreszenzintensitit

beobachtet. Zwischen Echinacea- und Kontrollgruppe ergaben sich jedoch keine signifikanten

61



Zusammenfassung

Unterschiede. Die antioxidative Kapazitit im Plasma wurde an den Tagen 0, 10 und 28
bestimmt. Sowohl in der Echinacea- als auch in der Kontrollgruppe stiegen die Werte im
Versuchsverlauf an. Zwischen den Gruppen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
Die Immunglobulin G-Bestimmungen ergaben Serumwerte zwischen 17,15 mg/ml und 26,82
mg/ml. Wahrend des Versuches kam es zu einer Abnahme der IgG-Konzentrationen, bezogen
auf Tag 0. In der Kontrollgruppe war dies ab der zweiten Blutentnahme, in der
Echinaceagruppe erst ab der vierten Blutentnahme zu beobachten. Signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen zeigten sich jedoch nicht. Die Tollwutvakzination erfolgte an Tag 21
der Studie. Titerbestimmungen wurden an Tag 21 und an Tag 35 durchgefiihrt. Die
Titerausbildung unterschied sich nicht signifikant in Echinacea- und Kontrollgruppe. Auch
eine getrennte Betrachtung von Erst- und Wiederholungsimpfungen zeigte keine signifikanten

Gruppenunterschiede.

Eine Zufiitterung von 2,5% E. purpurea kann aufgrund der vorliegenden Ergebnisse als
unbedenklich fiir gesunde Pferde eingestuft werden. Allerdings sind auch keine positiven
Einfliisse auf den Gesundheitszustand und das Immunsystem zu erwarten. Fiir keinen der
oben genannten Parameter konnte unter den getesteten Bedingungen (private Pferdehaltung,
placebokontrollierte Doppelblindstudie) eine positive oder negative Auswirkung durch die

Echinaceafiitterung gezeigt werden.
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7. Summary

Efficacy of Echinacea-Supplemented Feeding on Health and Immune Status

of Horses

Phytotherapeutic medication with immunemodulatory efficacy represent one possible
alternative to general bactericidal or anti-inflammatory agents. The genus Echinacea with its
more than 300 phytotherapeutic or homeopathic preparations takes up a significant part of the
phytotherapeutic medication segment. It is already well-established as a feeding supplement
for horses. The aim of this study is to examine whether a 2.5 percent supplement of Echinacea
Purpurea (Purple Coneflower) in the day to day feeding of healthy horses has no adverse
affects but may rather have a positive effect on the level of stress, the general health condition
as well as the immune system.

The placebo-controlled double blind study included 37 horses. Aerial plant parts of E.
purpurea were added to the feeding ration in the form of pellets over a period of 35 days. The
dosage made up 2.5 percent of the estimated average daily dry matter intake based on
sustenance requirements of 2 kg TS/100 kg LM. General well-being, blood results, the plasma
cortisol concentration as well as the serum concentration of immune globuline G were
determined on Day 0, 10, 21, 28, 35, and 70. The respiratory burst activity of granulocytes
was measured as well as the plasma’s anti-oxidative potential. An anti-rabies vaccination was
used to detect a possible influence on the development of vaccine titer.

General well-being and health condition of the included horses rated good throughout the
examinations conducted in the course of the study. The statistically evaluated parameters
respiration, temperature, pulse, and digestion showed no significant fluctuations within or
between comparison and control groups, which would suggest a positive or negative impact
of the Echinacea feeding supplement. For lack of difference between groups an influence of
Echinacea on plasma cortisol concentrations may also be ruled out. The granulocytes’
respiratory burst activity was determined on Days 0, 21, and 35 for ten horses at a time from
the Echinacea-group as well as the control group. In the course of the experiment a decline of
the Median Fluorescence Intensity was observed. Still, a causal connection to the Echinacea-
supplement could not be concluded, because tests showed no significant differences between
the Echinacea-group and the control group. The plasma’s anti-oxidative capacity was
determined on Days 0, 10, and 28. In the course of the experiment, values increased in the

Echinacea-group as well as the control group. No significant difference was detected between
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the groups. Determination of immuneglobuline G fostered serum results between 17.15 mg/ml
and 26.82 mg/ml. During the experiment, there was a decline in IgG-concentrations after Day
0. In the control group this became visible from the second blood sample on. In the
Echinacea-group, this became visible only in the fourth and subsequent blood samples. There
were however no significant differences between groups. The anti-rabies vaccination was
administered on Day 21. The titer was determined on Day 21 and Day 35. Titer development
did not differ between Echinacea-group and control group. A separate consideration of first

and refresh vaccinations did not yield significant differences between groups either.

Concluding from the results of this study, feeding supplemented with 2.5 percent E. purpurea
has no adverse affects on healthy horses. However, there also is no positive influence on the
condition of health and immune system to be expected. It was not possible to determine a
positive or negative influence of Echinacea-supplemented feeding on any of the discussed
parameters under this test conditions (typical horse keeping conditions, placebo-controlled

double blind study).
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Anhang

9. ANHANG

Anhang 1: Einverstindniserkldirung der Pferdebestitzer

EINVERSTANDNISERKLARUNG
zur Teilnahme am Versuch ''Echinaceafiitterung beim Pferd"

Liebe/r Besitzer/in!

Sie haben sich bereits miindlich damit einverstanden erkldrt, Thr Pferd an der Studie
"Echinaceafiitterung beim Pferd" teilnehmen zu lassen. Aus tierschutzrechtlichen Griinden
(Versuchsdokumentation) ist zusétzlich eine schriftliche Einverstidndniserklirung notwendig.
Nachfolgend finden Sie eine kurze Beschreibung des Versuchsablaufs.

Drei Wochen vor dem eigentlichen Beginn der Studie werden alle teilnehmenden Pferde
entwurmt (Priparat: Ivo-mec). Im Anschluss an diese dreiwdchige Vorlaufzeit erhalten die Tiere
iiber 35 Tage (fiinf Wochen), entsprechend ihres Gewichtes, tiglich eine bestimmte Menge an
Echinacea- oder Placebo-Pellets. Die Einteilung Ihres Pferdes in die Versuchsgruppe (Echinacea-
Pellets) oder in die Kontrollgruppe (Placebo-Pellets) erfolgt per Losverfahren und ist nur dem
Versuchsleiter, nicht aber den versuchsdurchfiihrenden Personen bekannt. 3 Wochen nach Start
der Pelletfiitterung werden alle Pferde Tollwut-schutzgeimpft. Im Verlauf der Studie werden pro
Pferd 6 Blutproben entnommen. Die Gesamtdauer des Versuchs betrdgt 13 Wochen und endet mit
der letzten Blutentnahme am Tag 92. Die Blutentnahme erfolgt aus der Drosselvene (Vena
jugularis externa).

Bitte nehmen Sie zur Kenntnis, dass eine vollige Risikofreiheit des Versuches nicht garantiert
werden kann und dass Komplikationen, z.B. eine Venenentziindung (Thrombophlebitis) infolge
einer Blutentnahme, theoretisch moglich sind. Das Entwurmungspréparat, der Tollwut-Impfstoff
sowie die Echinacea- oder Placebo-Pellets werden vom Institut fiir Tierschutz, Verhaltenskunde
und Tierhygiene der LMU Miinchen fiir diesen Versuch zur Verfiigung gestellt.

Falls die teilnehmenden Pferde zur Schlachtung vorgesehen sind, darf dies nicht vor Ablauf einer
Wartezeit von 28 Tagen nach Beendigung der Fiitterung mit Echinacea-Pellets erfolgen. Alle im
Laufe der Untersuchung erhobenen Daten beziiglich der Pferde werden vertraulich behandelt. Die
Veroffentlichung der Ergebnisse ist im Rahmen einer Dissertation und in einer Fachzeitschrift
geplant.

Mit nachfolgender Unterschrift erkldren Sie sich einverstanden, dass Thr Pferd/Ihre Pferde an der

oben beschriebenen Studie teilnimmt/teilnehmen. Sie haben die Moglichkeit, Thre
Einverstiandniserkldrung jederzeit ohne Angabe von Griinden zuriickzuziehen.

Zur Kenntnis genommen, am Unterschrift:

Name, Anschrift des Besitzers:

Name des/der Pferde(s), Stall:
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Anhang 2: Chemikalien zur Bestimmung des Respiratory Burst

Ficoll-Paque ™ Plus, Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsula, Sweden, 17-1440-03
Dimethylformamid (DMF), Aldrich-Chemie, Steinheim, 27,054-7

Rosewell Park Memorial Institute Zellkulturmedium (RPMI) 1640 + GlutaMax™, Invitrogen
life technologies, 61870-010

Dihydrorhodamin (DHR) 123, Becton Dickinson, Heidelberg, D 632

Phorbol 12-mystrate 13-acetate (PMA), Fa. Sigma Deisenhofen, P 8139
N-Formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-phenylalanine (FMLP), Fa. Sigma, Deisenhofen, F 3506
Propidium-iodide (PI), Fa. Serva Heidelberg, 33671

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS-Puffer): wie fiir ELISA

Anhang 3: Chemikalien zur Messung der antioxidativen Kapazitdt im Plasma

2,2°-Azino-bis(3-ethylbenz-thiazoline-6-sulphonic acid) diammonium salt (ABTS), Fa.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, A-1888

Manganese Dioxide (MnQO), Acivated, Fa. Sigma, M-1656

Vitamin C, L-Ascorbic Acid, Fa. Sigma, A-1417

PBS-Puffer: Phosphatgepufferte Kochsalzlosung S mM pH 7,4
1,79g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
0,66g Natriumhydrogenphosphat
9,00g Natriumchlorid
ad 1000ml Aqua bidest.
(Soweit nicht anders aufgefiihrt wurden die Chemikalien von der Fa. Merck, Darmstadt

bezogen)
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Anhang 4: Puffer und Losungen zur Durchfiihrung des ELISA

Beschichtungspuffer:

PBS-Puffer:

Carbonatpuffer pH 9,6

3,11g Natriumcarbonat

6,00g Natriumhydrogencarbonat
ad 1000ml Aqua bidest.

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung pH 7,2
8,00g Natriumchlorid

1,45¢g Dinatriumhydrogenphosphat

0,20g Kaliumchlorid

0,20g Kaliumhydrogenphosphat

Zur Herstellung von PBS-Tween (pH 7,2) wurde zusitzlich 500ul Tween 20 zugesetzt.

Waschpuffer:

PBS-Tween

TMB-Puffer: Natriumacetat-Citrat Puffer pH 5,0

TMB-Stammlosung:

Substratlosung:

Stoppreagenz:

8,20g Natriumacetat
3,15g Zitronensdure-Monohydrat
ad 1000ml Aqua bidest.

0,06g TMB (Tetramethylbenzidin, Fa. Sigma, Deisenhofen)
ad 10ml DMSO (Dimethylsulfoxid, Fa. AppliChem, Darmstadt)

332ul TMB-Stammlosung
3,00ul 30% H,0,

10ml TMB-Puffer

1-molare Schwefelsiaure pH 1

472ml Aqua bidest.

28ml 96%ige Schwefelsiure
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Gelatinelosung: 0,5% Gelatine (Fa. Serva GmbH, Heidelberg) in PBS pH 7,2

(soweit nicht anders aufgefiihrt wurden die Chemikalien von Fa. Merck, Darmstadt bezogen)
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