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|. Einleitung 1

I Einleitung

In den letzten Jahrzehnten ist es, insbesonderdaulNordhalbkugel, zu einem
deutlichen Anstieg der allergischen Atemwegserkuagien gekommen. Dies
betrifft sowohl das Pferd als auch den Menscher [@hronisch obstruktive
Bronchitis® (COB) bzw. ,recurrent airway obstruatio(RAO) entwickelte sich
zur haufigsten Atemwegserkrankung beim Pferd. Diesdlergische
Uberempfindlichkeitsreaktion, welche bei mehr &s% der erwachsenen Pferde
in den hiesigen Breitengraden vorkommt, besitzigeinAhnlichkeit mit dem
allergischen humanen Asthma. Neben einer genetisBn&disposition wird vor
allem die weit verbreitete Stallhaltung der Pferdmit permanenter

Allergenexposition fiir die hohe Pravalenz der C@Bantwortlich gemacht.

Neben der konventionellen symptomatischen Thenagié&ntzindungshemmern,
Schleimlésern und Bronchodilatatoren, stellt siobshhlb die Frage, ob es
maoglich ist auf immunologischer Ebene in die Pattygologie einzugreifen und
die Entstehung einer allergischen Uberempfindlidiskeaktion zu verhindern

bzw. zu reduzieren.

Vor diesem Hintergrund rickten unmethylierte CyteBhosphat-Guanin-
Oligodeoxynukleotide (CpG-ODN) in das Zentrum dessEhungsinteresses. Die
unmethylierten CpG-Motive kommen hauptsachlichnokaryontischer DNA vor
und sind in der Lage, UberschieRende allergischrauinneaktionen herunter zu
regulieren. Mit Hilfe synthetisch hergestellter GRBN imitiert man den Effekt
einer bakteriellen oder viralen Infektion und nudabei die gesteigerte Reaktion
des Immunsystems. CpG-ODN kommen damit ein grofesapeutisches
Potential bei allergischen Erkrankungen zu.

Gelatinenanopartikel (GNP) als molekulares Transgstem schitzen CpG-
ODN vor frihzeitigem Abbau durch ubiquitare Nukkeasund verbessern
gleichzeitig die zellulare Aufnahme der DNA-Molekuln die Zielzellen des

Immunsystems.



|. Einleitung 2

Ziel dieser Studie war es imin vitro-Teil, aufgrund bestehender
sequenzabhangiger Speziesspezifitat, ein geeigrnepgs-Motiv bei equinen
bronchoalveolaren Zellen (BAL-Zellen) zu identiBeén. Des Weiteren sollte
untersucht werden, in wie weit ein spezifisch immuadulatorischer Effekt bei
equinen BAL-Zellen durch die eingesetzten CpG-ODa¢hzuweisen ist. GNP
sollten dabei auf ihre Fahigkeit hin getestet werdds effektives molekulares
Transportsytem fiir CpG-ODN bei equinen BAL-Zellendzenen.

Im in vivo-Teil der Studie sollte die zuvor identifizierte Gfsequenz gesunden
und an COB erkrankten Pferden inhalativ verabreictd dabei auf ihre lokale
und systemische Vertraglichkeit und ihre theragebg Wirkung untersucht

werden.
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1 Literaturtbersicht

1. Chronische Atemwegserkrankungen des Menschen
1.1 Humanes Asthma bronchiale

Aufgrund einiger Parallelen in Atiologie und Patkogse zwischen dem
humanen Asthma und der humanen ,chronic obstrugtunonary disease®
(COPD) auf der einen und der equinen ,chronischtrakven Bronchitis*

(COB) auf der anderen Seite sollen hier noch eirkaed die beiden, unter diesen
Gesichtspunkten, wichtigsten chronischen Atemweégarkungen des Menschen

dargestellt werden.

Das Asthma bronchiale des Menschen lasst sichsklindurch folgende Punkte
definieren: Hyperreagibilitat der Atemwege mit eire®sinophilen Entziindung
und einer reversiblen Einengung der Atemwege (TRAWZBO05). Die zwei

haufigsten Formen des humanen Asthmas sind damgistlee, extrinsische
Asthma und das nicht allergische, intrinsische Asth(TRAUB, 2005). Das
atopische, allergische Asthma tritt nach TRAUB @0aufig schon im

Kindesalter auf und beinhaltet eine genetische ipadition in Verbindung mit
auslosenden Umweltfaktoren (extrinsische Form). Diakt allergische Asthma
(non atopic asthma, intrinsische Form) wird eheclkduespiratorische Infektionen
ausgelost und kommt haufiger im hoheren Alter VGRAUB, 2005). In manchen
Fallen lasst sich auch ein belastungsbedingtesnfesthei Kindern feststellen
(TRAUB, 2005). Auch die Form eines Analgetika-inguten Asthmas wird

berichtet (TRAUB, 2005).

Ausloser des saisonal auftretenden allergischemmas$ sind unter anderem:
Schimmelpilzsporen,  Hausstaubmilben, Protein tbes  Ursprungs,
Medikamente (Acetylsalicylsaure), Pollen, Schadgagtickoxide, Ozon,
Schwefeldioxid) und Virusbestandteile (TRAUB, 2009 Gegensatz zur
»chronic obstructive pulmonary disease” (COPD) ka® beim Asthma nach
Beseitigung der Ursache zu einer teilweisen Regdioer der Lungenfunktion
kommen (TRAUB, 2005). Dieses Krankheitsbild desrgilschen Asthmas &hnelt
mehr der equinen ,chronisch obstruktiven Bronchi¢dOB) bzw. der ,recurrent
airway obstruction® (RAO) als die humane COPD (ROBON, 2001;
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HOROHOQV et al., 2009), weshalb in manchen Féllechawon ,Pferdeasthma*
gesprochen wird (GERBER und NUSSBAUMER, 2008)

1.2 Chronic obstructive pulmonary disease (COPD)

Gemall den Leitlinien der ,Global Initiative for @mic Obstrucive Lung
Disease” ist die ,chronic obstructive pulmonaligease” (COPD) des Menschen
eine progressiv verlaufende chronische Erkrankwergddemwege, charakterisiert
durch eine nicht vollstédndig reversible Atemwegsalktion (TRAUB, 2005).
Ursachlich ist eine entzundliche Reaktion der Atege®; hervorgerufen durch
inhalative Schadstoffe (PAUWELS, 2001). Damit ggfotine Abgrenzung zum
Lungenemphysem und zur chronischen Bronchitis.Ad@mwegsobstruktion der
COPD ist nur von geringer Variabilitdt, was bedguti@ss Anstrengung nicht zu
einer vermehrten Bronchokonstriktion fihrt (TRAUWRO05).

Zu den inhalativen Schadstoffen, welche eine CORBEI6gen kdnnen, zahlen:
Emissionsnoxen  (Schwefeldioxid), partikulare Subztam (Dieselrul3),
photochemische Oxidationsprodukte (Ozon, Stickoxid@RAUB, 2005).
Schlie8lich kénnen auch Virusinfektionen zu entdichén Prozessen in den
peripheren Atemwegen fuhren (BARNES, 2000). Einenkmation aus Asthma
und COPD tritt bei 10 % der Betroffenen auf unddnais ,wheezy bronchitis”
(keuchende Bronchitis) bezeichnet (TRAUB, 2005).

2. Chronische Atemwegserkrankungen des Pferdes
2.1 Chronisch obstruktive Bronchitis (COB) des Pferdes

2.1.1 Begriffsbestimmung

Aufgrund der Einteilung der Lungenerkrankungen @r Blumanmedizin, wurde
in einem internationalen Konsens im Jahre 2000 B&griff der COPD beim
Pferd durch den Terminus ,recurrent airway obstom¢t (RAO), ,heaves*
(,Dampf) oder ,broken wind“ ersetzt (ROBINSON, 200 Im

deutschsprachigen Raum hat sich allerdings der ifBeder ,chronisch
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obstruktiven Bronchiolitis“ bzw. ,Bronchitis(COB) durchgesetzt, da dieser
hinsichtlich der Dauer, der Lokalisation und dertzéndlichen Genese eine
prazisere Beschreibung des Krankheitsbildes dérg¢kdtY, 2006). Da sich die

Erkrankung im wesentlichen im Bereich der driseefreund knorpelfreien

Bronchioli abspielt, ist die Bezeichnung BroncHislikorrekter, wenn auch im

Zuge des Krankheitsgeschehens eine Ausbreitungiaufbrigen Abschnitte der
Lunge stattfindet (FEY, 2006).

Der Begriff der ,Dampfigkeit” aus der kaiserlich&erordnung von 1899 ist mit
der Abschaffung der Hauptmangelregelung zum 010022 und der
Modernisierung des Schuldrechts nicht mehr zeitged@HNESORGE, 2009).
Zudem wurde der Terminus auch falschlicherweisen@niger schwere Formen
verwendet (OHNESORGE, 2009). Die Verbreitung degrifis ,heaves" im
englischsprachigen Raum, welcher eine erschwemeuAg bezeichnet, ist unter
traditionellen Gesichtspunkten zu erklaren und ie@hl nach hiesigem
Verstandnis nur einen Teil des Krankheitsbhildes d&B ein (OHNESORGE,
2009). Eine Gleichsetzung von COB und RAO erscheath OHNESORGE
(2009) problematisch, da zwar die gleiche Erkragkgemeint ist, aber die
jeweiligen Definitionen verschiedene Krankheitser@inschliel3en. Nach diesem
Verstandnis kann die COB als Uberbegriff der veisiténen Phanotypen benutzt
werden und die Bezeichnungen RAO sowie ,inflammatorway disease” (IAD)
zur Eingrenzung einzelner spezifischer PathogeildselfOHNESORGE, 2009).
Allerdings ist der Begriff der COB internationalcht verbreitet, weshalb zur
besseren Verstandigung die Benutzung der englisBbgriffe RAO und IAD mit

Rucksicht auf deren Definition empfohlen wird.

2.1.2 Pathogenese der COB

Die COB des Pferdes hat sich in den letzten Jahteahzur haufigsten
Atemwegserkrankung der Pferde in den hiesigen @&rgiaden entwickelt
(MCPHERSON und THOMSON, 1983; FEY, 2006). Mehr &8 % der
erwachsenen Pferde leiden unter dieser allergiséibemwegserkrankung (FEY,
2006). Diese ist durch eine Typ-l (anaphylaktoideaRion) und Typ-IV
(verzogerte Reaktion) Uberempfindlichkeitsreaktiales Immunsystems auf
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Heustaub, Schimmelpilzsporen und andere allergetkemile organische und
anorganische Partikel der Stallluft charakterigllOROHOV et al., 2009).

Durch eine chronisch bestehende Reizwirkung wieHemstaub in vielen Stallen
(MILLERICK-MAY, 2009), kommt es zu einer Storungrdeeinigungsfunktion
(mukoziliare Clearance) der Atemwege mit vermehi®oduktion viskodsen
Schleims (ROBINSON, 2001; GEHLEN und MAY, 2011).eBe Dys- und
Hyperkrinie zerstért die zweiphasige Schichtung I{Gend Solschicht) des
physiologischen Sekrets, welches als Teil der milikozn Clearance durch die
orale Bewegung des Flimmerepithels zum Abtranspam eingedrungenen
Partikeln dient (TRAUB, 2005). Schlie3lich kommtles sensibilisierten Pferden
nach wiederholtem Allergenkontakt zu einer revéesib reflektorischen
cholinergen Kontraktion der glatten Muskulatur &éemwege (Bronchospasmus,
vergleichbar mit humanem Asthma), was zu einer fifjneg des Lumens der
Bronchien fuhrt (ROBINSON, 2006; AINSWORTH und CHBEHEAM, 2010)
(Abb.1). Nach Allergenkontakt kommt es innerhatinsechs bis acht Stunden
zur Einwanderung von Neutrophilen Granulozyten ine dAtemwege
(ROBINSON, 2001).

normal Bronchiallumen Obstruktion

Ringmuskel Spasmus

Schleimhaut / / .-.1, \
Sclﬂemﬁ]mﬂr _ /4 | AN Hyperkrinie
o “ Dyskrinie
L
normale Ventilation Hypoventilation

Abb. 1: Schemazeichnung der pathognomonischen Brohokonstriktion im Rahmen
der COB. (FENNER und OTTO, 2002. Die obstruktive Bronchitbeim Pferd.

Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH)
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Klinische Symptome der COB sind chronischer Husteeistungsintoleranz,
erschwerte Atmung, UbermalRige Schleimsekretion daus Nustern und damit
zusammenhangend pathologische  Atemgerausche (R@BINS 2001;

AINSWORTH und CHEETHAM, 2010).

Aufgrund der Einengung der Luft leitenden Wege HduBconchokonstriktion und
Hyperkrinie kann die eingeatmete Luft nicht mehlisténdig entweichen (FEY,
2006; ROBINSON, 2006; AINSWORTH und CHEETHAM, 2010Es kommt
zum so genannten ,air trapping” Phanomen bis him aveversiblen Emphysem
(FEY, 2006; ROBINSON, 2006). Die Elastizitat dernige, welche eine passive
Exspiration ermdglicht, geht verloren (ROBINSON 8D Die Luft muss aktiv

mit Hilfe der Bauchmuskulatur aus der Lunge heraepsgsst werden (FEY,

2006). Dies zeigt sich klinisch in einem vergro8ert.ungenfeld und verstarkter
abdominaler Atmung mit Einsetzen der Bauchmuskulgkbb. 2) (ROBINSON,
2006; AINSWORTH und CHEETHAM, 2010).

Abb. 2: Klinisches Bild einer hochgradigen COB.Sichtbare ,Dampfrinne” durch
Hypertrophie desMusculus obliqguus abdominis externsswie desMusculus rectus
abdominis in Folge aktiver expiratorischer Atemtatigkeit. Sagenannte

»Zwischenrippenatmung®, erkennbar an der Zuhilfenah der

Zwischenrippenmuskulatur bei der Atemtatigkeit. I8chter Allgemeinzustand mit
generalisierter Muskelatrophie (Abbildung mit frelioher Genehmigung von Prof. Dr.
Heidrun Gehlen).
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Es fuahrt im chronischen Zustand zu verringerter stugig, verlangerten
Erholungsphasen und verstarkter expiratorischemsgdgkeit mit Bauchpresse
(Dampfigkeit) (ROBINSON, 2001; AINSWORTH und CHEEARMN!, 2010). Aus
diesem pathologischen Krankheitsbild ergaben sietBézeichnungen ,heaves*,
.oroken wind“ und ,Dampf‘ (ROBINSON, 2001, 2006; KE 2006;
AINSWORTH und CHEETHAM, 2010). Die Elastizitdt desngengewebes ist
irreversibel zerstort, die elastischen Fasern gsindch fibréses Bindegewebe
ersetzt (AINSWORTH und CHEETHAM, 2010).

Bei betroffenen Pferden konnte auch ein erhOhterhate an Matrix-
Metalloproteinasen im Trachealsekret nachgewiesemien (AINSWORTH und
CHEETHAM, 2010). Diese Proteinasen wirken unter emach lytisch auf
Kollagen, Gelatin und Elastin (AINSWORTH und CHEEAM, 2010). Auch
Arachidonsauremetaboliten sind an diesem Pathogereshanismus beteiligt
(AINSWORTH und CHEETHAM, 2010). Reaktive Sauerstpkzies als
Produkte der neutrophilen Granulozyten und Makrgeha sowie damit in
Verbindung stehender oxidativer Stress, scheineh am Entziindungsgeschehen
der COB und dessen Exazerbation beteiligt zu SANWORTH und
CHEETHAM, 2010).

2.1.3 Erblichkeit der COB

Bereits vor 70 Jahren wurde eine genetische Prdglisgn zur COB vermutet
(SCHAEPER, 1939; GEHLEN und MAY, 2011). In den tetz Jahren wurden
umfangreiche Studien zur Erblichkeit der COB dusdligrt. So konnten
GERBER und Kollegen (2008a, 2009) bei den Nachkomwuma zwei Hengsten
mit COB ein signifikant hoheres Auftreten (funfmaufiger) der Erkrankung
feststellen als in anderen Familienlinien. Es vénd polygenetischer autosomaler
Erbgang vermutet (GERBER et al., 2008a, 2009; GBMULEd MAY, 2011).
Mittlerweile konnten auf dem Chromosom 13 siebengi®®n dafir
verantwortlich gemacht werden (GERBER et al., 208)f diesem Chromosom
liegt das IL-4 Rezeptor-Gen (IL-4Ra), welches eine starke Korrelation und
Assoziation mit dem COB-Phanotyp, mit Asthma, AgEowie der Abwehr von
Parasiten aufweist (GERBER et al., 2009; GEHLEN Mi#dy, 2011).
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AulRerdem konnte ein direkter Zusammenhang zwisclden klinischen
Manifestation der COB und dem Vorkommen von intedén Wirmern bei
Pferden festgestellt (GERBER und NUSSBAUMER, 206BRBER et al., 2009;
NEUHAUS et al., 2010; GEHLEN und MAY, 2011). Es kda gezeigt werden
das Pferde mit einer klinisch manifesten COB wenMirmer ausscheiden als
gesunde Pferde (GERBER et al., 2009; NEUHAUS et28110; GEHLEN und
MAY, 2011). GERBER und Mitarbeiter (2009) gehen elakion einer hoheren
Resistenz der COB-Pferde gegeniber intestinaleasPam aus. Sie bezeichnen
dieses Beobachtung als inverse Beziehung zwischesthmfa und
Parasitenabwehr, welche augenscheinlich mit den-Ligieln korrelieren
(GERBER et al., 2009; NEUHAUS et al., 2010; GEHLEN MAY, 2011).

Diese Ergebnisse erlauben einen Einblick in diegniwrsgliche Funktion und
Bedeutung von IgE, namlich der Abwehr intestinafrkeonmender Wurmer
(KLINE, 2007; GEHLEN und MAY, 2011). Es wird verneit das die
systematische  Bekampfung intestinaler  Parasiten chdur intensive
Hygienemalinahmen und regelmalige Entwurmungen bieigetragen hat, die
Inzidenz der allergischen Erkrankungen in den éetzlahrzehnten deutlich zu
erhéhen (UMETSU und DEKRUYFF, 2006; KLINE, 2007; BEEN und MAY,
2011). In den frihen 20iger Jahren des letztenhdaldierts waren intestinale
Wirmer bei Menschen haufig, Allergien hingegen kabekannt (BRAUN-
FAHRLANDER, 2003; WASER et al., 2005; BRAUN-FAHRLADER, 2009).
Diese Erkenntnisse werden als ,Hygiene-Hypothesaisammengefasst
(UMETSU und DEKRUYFF, 2006; KLINE, 2007).

2.1.4 Immunologie der COB

Die immunologischen Mechanismen, die der COB zudguiegen, sind nach wie
vor nicht restlos aufgeklart (GEHLEN und MAY, 2011Jahlreiche Studien
weisen eine Ubermalige Expression von Th2-Zytokineter Lunge bei COB-
Pferden nach (LAVOIE et al., 2001; CORDEAU et 2D04; HOROHOQV et al.,
2005). Daneben wurden aber auch erhohte Thl-Zykokiei COB-Pferden
nachgewiesen (GIGUERE et al., 2002; AINSWORTH et &003), was
zusatzlich fur eine Beteiligung der proinflammaschen Schiene am
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Pathogenesemechanismus der COB und gegen eineigaldih2-Uberreaktion
spricht. Man geht trotz all dessen von einer géstofrhl/Th2-Balance mit einer
Verschiebung zur tberméaRigen Th2-Antwort aus (HOROHt al., 2009).

In den letzten Jahren konnte auch fur das proinflatorische und chemotaktisch
wirkende IL-17 von Th17-Zellen eine Beteiligung Pathogenesemechanismus
der COB nachgewiesen werden (DEBRUE et al., 200BSMORTH, 2009).
Th1l7-Zellen als dritte Subklasse der T-Helferzelurden erst in jingster Zeit
entdeckt. Ihre Bedeutung und ihre Beteiligung am Genese verschiedener
entzuindlicher Pathomechanismen werden intensivrsatio (IWAKURA und
ISHIGAME, 20086).

Die Obstruktion der Atemwege ist sowohl bei der C@#B Pferden als auch beim
allergischen Asthma des Menschen reversibel undst lasich durch
Allergenkontakt provozieren (HOROHOV et al., 200BEHLEN und MAY,
2011). Allerdings gibt es neben diesen Ergebnisaanh einige klinische
Anzeichen, welche nicht mit der klassischen Typbletempfindlichkeitsreaktion,
wie sie fur humanes Asthma typisch ist, in Einklgaipracht werden kdnnen. Im
Unterschied zum humanen Asthma, bei dem der Brapa®mus innerhalb
weniger Minuten nach Allergenkontakt auftritt, zsig COB-Pferde eine
Verzdgerung in der Auspragung der klinischen Symmatitk von einigen Stunden
(ART et al.,, 2008; GEHLEN und MAY, 2011). Da siclgEl als Allergie-
vermittelndes Immunglobulin nicht immer nachweisésst (MARTI, 2009) und
Mastzellen als Effektorzellen nur eine geringe Rdln Krankheitsgeschehen
spielen (COWTIL et al., 2007; GEHLEN und MAY, 2011), ist eindlenige
Typ-I-Reaktion unwahrscheinlich (HOROHOV et al. 200MARTI, 2009).
Daher geht man nach neuerer Erkenntnis eher voer eiarzogerten, IgE-
unabhangigen Typ-IV-Immunreaktion als vorherrscleend Pathogenese-
mechanismus im allergischen Geschehen der COBMARTI, 2009; GEHLEN
und MAY, 2011).

Einer der wichtigsten Unterschiede zwischen derndggnesemechanismen der
COB des Pferdes und dem humanen Asthma stellebed@ligten Zellen dar,
welche nach Allergenstimulation in die Atemwegewandern (GEHLEN und
MAY, 2011). Die vorherrschenden Zellen bei COB sinteutrophile

Granulozyten, welche durch die lokale Bildung déengotaktisch wirkenden
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Interleukin-8 (IL-8) in die Atemwege gelockt werdg A INSWORTH und
CHEETHAM, 2010). Dies steht im Gegensatz zur sdbairdominanten Rolle
der eosinophilen Granulozyten bei allergischem #sthim Mensch- und
Mausmodell (HOROHOV et al., 2009). Allerdings zeigehwere und chronische
Asthmafélle haufig auch erhéhte Neutrophilenzalfld®@ROHOV et al., 2009).
Die Dominanz von eosinophilen Granulozyten bei Ashist dariber hinaus
weniger haufig als allgemein angenommen (HOROHOMIgt2009). Weniger
als 50 % der Asthmafalle sind auf eine eosinoplietziindungsreaktion
zurtckzufihren (MACDOWELL und PETERS, 2007).

Darlber hinaus existiert eine weitere Form des a#) welche mit einer akuten
Entzindung, der Einwanderung neutrophiler Granutzy und dem
Vorhandensein proinflammatorischer Zytokine (IL-1,-6, IL-8, TNF-a)
einhergeht (HOROHOV et al.,, 2009). Demnach scheiggifiere Parallelen
innerhalb der Pathogenesemechanismen der COB defeRfund dem humanen
Asthma zu bestehen (GEHLEN und MAY, 2011).

Die Bedeutung von IgE und seine Beteiligung am &gghesemechanismus der
COB sind nach wie vor nicht restlos geklart. Anfigeige Untersuchungen, um
zugrunde liegende immunologische Mechanismen deB @@dzuklaren, konnten
signifikante Level von IgE in den Atemwegen beteokr Pferde nachweisen
(HALLIWELL et al., 1993; SCHMALLENBACH et al., 1998). IgE-Antikérper
sind allerdings nicht immer nachweisbar (MARTI, 2p0und ihr Vorliegen
scheint auch durch genetische Faktoren beeinflugssein (GERBER et al.,
2009). Der Versuch IgE im Serum betroffener Pfendehzuweisen ist nach
LEIBOLD (2009) aufgrund dessen kurzer Halbwertszgitl der Abhangigkeit
von kompetitiven 1gG-Antikdrpern nicht sinnvoll. ®i Halbwertszeit von
Antikdrpern im Serum betragt 48 Stunden, auf Mdkmeoder basophilen
Granulozyten hingegen konnen sie Monate bis Jahsmehweisbar sein
(LEIBOLD, 2009). Zudem miussen nach LEIBOLD (2008kE{Antikoérper nicht
zwangslaufig bei einer allergischen Typ-I-Reaktimrhanden sein, da sensible
IgG die Allergien ebenfalls auslosen koénnen. Dieklaegt womdoglich die

unterschiedlichen Ergebnisse der verschiedenercivengruppen.
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2.1.5 Konventionelle Therapieverfahren der COB

Nach Ausschluss einer akuten AtemwegserkrankungDiagnosestellung durch
eingehende klinische, endoskopische und laborclobisintersuchungen sollte
in erster Linie eine Haltungsoptimierung erfolgamm potentielle Allergene
weitgehend zu eliminieren (ROBINSON, 2001). Diedédaget die Umstellung auf
Offenstallhaltung oder die Haltung in einer Ausenboit ausreichend Auslauf
und Weidegang, sowie regelmafiige und kontrolli&gsvegung in staubarmer
Umgebung (ROBINSON, 2001). Dadurch wird eine natbid Sekretolyse und
Anregung der mukoziliaren Clearance erreicht (FEY006). Die
Haltungsoptimierung ist der Grundpfeiler eines igwn Therapieversuchs der
COB (ROBINSON, 2001; FEY und OHNESORGE, 2009; AINSRTH und
CHEETHAM, 2010).

Unterstitzend kann eine medikamentdse Bronchospamalind Sekretolyse
erfolgen (ROBINSON, 2001; FEY, 2006). Als Therapeautder Wahl zéhlen
hierzu B,-Sympathomimetika wie das Clenbuterol (FEY, 2006ie
Dosierungsempfehlung im deutschsprachigen Raum lieg0,8ug/kg zweimal
taglich Uber zehn bis 20 Tage (FEY, 2006; FEY uridNESORGE, 2009). In
den USA werden bis zu vierfach héhere Dosierungegesetzt (ROBINSON,
2001). Zu beachten ist, dass es bei langerer Anwendzu einer
Herunterregulation dep,-Rezeptoren kommen kann (FEY und OHNESORGE,
2009). Aufgrund dessen sollte die Anwendung in WKurerfolgen. Als
Sekretolytika eignen sich insbesondere Dembrexja (@g/kg, 2 x tagl., sieben
bis 14 Tage) und Acetylcystein (10 mg/kg, 2 x tagFEY, 2006; FEY und
OHNESORGE, 2009).

Auch eine Inhalation saliner Ldsungen zur Verflgesig des
Tracheobronchialsekrets ist von therapeutischenzéfu{FEY, 2006). Geeignet
dafur sind hyperosmolare Losungen (> 0,9%) wie fieisweise Emser-Sole,
welche mit Hilfe geeigneter Ultraschallvernebler eimer Tropfchengréf3e von
<5um vernebelt werden konnen (FEY und OHNESORGE, 20089¢s ist
Voraussetzung, um alveolargangig zu sein (FEY, 200EDERMAIER und
GEHLEN, 2009). Tropfchen mit einer GroBe < 0,pm werden
hdchstwahrscheinlich wieder ausgeatmet (NIEDERMAILER GEHLEN, 2009).
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Bei einem Durchmesser Uber |bn kommt es bereits zur Abscheidung der
Tropfchen innerhalb der oberen Atemwege, wo siendareist abgeschluckt
werden (NIEDERMAIER und GEHLEN, 2009). Dies kannemUmstanden zu

ungewollten systemischen Wirkungen fihren.

Tritt innerhalb von zwei Wochen keine Verbesserwley Symptomatik auf,
konnen zusatzlich Glukokortikoide eingesetzt werdé&ie vermindern die
Herunterregulation def,-Rezeptoren durch Clenbuterol (ABRAHAM et al.,
2002). Allerdings potenzieren sich auch die negativEffekte der beiden
Wirkstoffgruppen (Glukokortikoide un@-Sympathomimetika) was zu Unruhe,
Tachykardie, Tremor, Schwitzen u.a. fihren kann.ptetmenswert hierbei ist
beispielsweise Prednisolon (0,5 - 1,0 mg/kger os in ausschleichender
Dosierung; kein fur Pferde zugelassenes Prapafalean Markt) tGber sechs bis
acht Wochen (FEY und OHNESORGE, 2009; AINSWORTH GtHEETHAM,
2010). Mit dieser antientzindlichen Therapie isheeierfolgversprechende
Unterbrechung der chronischen Entziindungsreaktien Atemwege mdoglich
(AINSWORTH und CHEETHAM, 2010).

Die inhalative Verabreichung von Glukokortikoiderst i nach FEY und

OHNESORGE (2009) nicht so wirkungsvoll wie die sysische Anwendung, da
bei bestehendem Bronchospasmus weniger Luft irtiefien Atemwege gelangt
und damit auch weniger Aerosol das Bestimmung®zigicht. Die Vorteile der

topischen inhalativen Anwendung sind allerdings dexingeren systemischen
Nebenwirkungen, was gerade bei Glukokortikoiden gooRer Bedeutung ist,
sowie die direkte lokale Entfaltung der Wirkung {RE2006).

Beim Pferd hat sich die inhalative Verabreichungn \@osieraerosolen aus der
Humanmedizin wie Beclomethason (208/SpruhstoR3) als Kortikosteroid und
Salbutamol (0,1 mg/Sprihstol3) als Bronchodilatatoe, sie auch bei humanem
Asthma eingesetzt werden, als aul3erst wirksam sewiéNIEDERMAIER und
GEHLEN, 2009). Das Inhalationsprotokoll sieht fim BO0O kg Pferd eine tagliche
Anwendung, beginnend mit je neun HUben beider Snkasnh mit
ausschleichender Gabe lber zwolf Wochen vor. Alenmibaske kann
beispielsweise der ,Equine Haler* (Equine HealthreCaDanemark) dienen
(NIEDERMAIER und GEHLEN, 2009). Je nach verwendetamalationssystem

und durchschnittlicher  AerosoltropfchengroRe  werdeanterschiedliche
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Sedimentationsraten in den Alveolen erreicht (NIRMAIER und GEHLEN,
2009). Fur den ,Equine Haler” konnte tber radioaktiarkierte Dosieraerosole
eine Sedimentationsrate von 8 % identifiziert warlE@UNCH-NIELSSEN et al.,
2001). Der Rest verbleibt in den Nistern und obé&temwegen.

Eine weitere therapeutische Option stellt die Hygasionstherapie dar. An drei
aufeinanderfolgenden Tagen kann entweder per Nelslensisonde (6 L/100 kg)
oder Uber eine i.v. Infusion (30 L/600 kg) 0,9 % dKealzlésung verabreicht
werden, um ein mildes alveolares Odem zu erzielBY( 2006; FEY und
OHNESORGE, 2009). Kontraindiziert ist diese Methbee deutlicher Dyspnoe,
groBen Sekretmengen, einer bakteriellen Infekticger d\temwege, einem
Lungenemphysem, sowie einer Herz- oder Niereniiseffz (FEY, 2006). Diese
Hyperinfusionstherapie soll zur einer Verflissigues Sekrets fihren, wodurch
es leichter uUber die mukoziliare Clearance abtramigst werden kann (FEY,
2006). Im englischsprachigen Raum wird diese Methald nicht wirkungsvoll
erachtet (FEY und OHNESORGE, 2009).

2.2 Summer pasture-associated obstructive pulmonary dease (SPAOPD)

Der COB sehr nahe stehend, ist die Erkrankung slemimer pasture-associated
recurrent airway obstruction” (SP-RAO) oder “summpasture-associated
obstructive pulmonary disease” (SPAOPD). Diese riath COWTIL und

Mitarbeitern (2007) klinisch nicht von der COB ursteheidbar, mit Ausnahme,
dass betroffene Pferde klinische Symptome nur edewiegend wahrend des

Weideaufenthaltes entwickeln.

Die Abgrenzung zur ,inflammatory airway diseaseAD) ist nach COWTIL

und Mitarbeitern (2007) durch die Symptome einesclewerten Atmung oder
schweren Leistungsinsuffizienz maoglich. Allerding®nnen die Kklinischen
Anzeichen wéhrend einer Remission sehr subtil dasfawas eine Erkennung
deutlich erschweren dirfte. C@UIL und Mitarbeiter (2007) empfehlen in
diesen Fallen eine Zytologie aus einer bronchoddven Lavage, einen
Lungenfunktionstest oder einen Allergenexpositi@nsuch mit staubigem Heu.

Eine Neutrophilie in den Atemwegen zeigt sich deradrei Krankheitsbildern
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(COB/RAO, SPAOPD, IAD), wobei sie bei der IAD anriggsten ausgepragt ist
(< 20 %) (COWETIL et al.,, 2007). Das Auftreten einer erhohten alnizvon
Mastzellen, basophilen und auch eosinophilen Geoaytén wurde bei der IAD
beschrieben (HOFFMAN, 1999; CQUIL et al., 2007). Diese Zellen sind fir die
COB/RAO und SPAOPD nicht typisch (CAUIL et al., 2007).

2.3 Inflammatory airway disease (IAD)

Gemall des internationalen Konsens des ,Americale@obf Veterinary Internal
Medicine* (ACVIM) im Jahr 2007 kommt die ,inflammaty airway disease”
(IAD) bei allen Altersgruppen und verschiedenendeasvor. Besonders haufig
zeigt sie sich allerdings bei jungen, im Trainingeh&nden Rennpferden
(AINSWORTH und CHEETHAM, 2010). Aber auch bei ,plre horses”
(Disziplin des Westernreitens) tritt die IAD gehtia@if (COUETIL et al., 2007).
Man vermutet die Ursache dafur vor allem in dehéi hohen Belastung der
jungen Pferde (COETIL et al., 2007). Als Ursachen werden auRerdem die
Futterung, Haltung, medikamenttse Vorbehandlunfgktionen und genetische
Einflusse diskutiert (COBTIL et al., 2007; AINSWORTH und CHEETHAM,
2010).

Die Abgrenzung zur COB/RAO féllt in manchen Fallerhwer, jedoch zeigen
Pferde mit IAD keine verstarkte Atemtatigkeit in iy was jedoch fur COB
typisch ware (COUTIL et al., 2007). Klinische Symptome in Ruhe simeist
geringgradig ausgepragt (C®UIL et al., 2007). Dazu zahlen
Leistungsinsuffizienz, evtl. chronisch intermiteader Husten, verstarkte Mukus-
Bildung, pharyngeale lymphoide Hyperplasie, einddeniNeutrophilie in den
Atemwegen, Atemwegsobstruktion und Uberempfindl@hk sowie ein
verminderter Gasaustausch mit beginnender Padidfinienz der Lunge
(COUETIL et al., 2007). Der Zusammenhang zwischen Hustash Entziindung
der kleinen Atemwege bei IAD ist unbekannt (CEOUL et al., 2007). Die
hochste Pravalenz der zum Teil exzessiven Mukushgdliegt weltweit bei
Rennpferden im Alter von ein bis zwei Jahren (GOW et al., 2007). Mit
zunehmendem Alter nimmt sie ab. Altere ,pleasuresés’ zeigen haufiger
exzessive Mukusbildung in der Trachea als Rennpfé@®DLETIL et al., 2007).
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Der Hauptumweltfaktor, die Haltung, scheint vonsehteidender Bedeutung fir
die Entwicklung der Erkrankung zu sein (CBTL et al., 2007). Hierbei spielen
organische und anorganische Partikel wie Endotd«8f-D-Glucan, Feinstaub
(< 100 nm), Mikroorganismen, Milbenantigen, anoigahe Staubpartikel,
organisches Material und Schadgase eine bedeufRatie (COUETIL et al.,
2007). Inwieweit Infektionen der Atemwege zur Eelstng der IAD beitragen ist
nach COWETIL und Mitarbeitern (2007) nicht restlos gekldbas Auftreten von
hohen Zahlen an Eosinophilen und Mastzellen intdenchoalveolaren Lavage
(BAL) mancher IAD-Pferde spricht nach CBUIL und Mitarbeitern (2007) fur
eine Beteiligung von aerogenen Allergenen bei dentwieklung des
Krankheitsbildes.

Der Zusammenhang zwischen Nasenausfluss und IABadt wie vor ungeklart
(COUETIL et al., 2007). In schweren Fallen der IAD kasizum einem geringen
Anstieg der Atemfrequenz mit verstarkter expirachnier Bauchatmung, sowie
pleuralen Druckanderungen kommen (GOUL et al.,, 2007). GemaR der
Definition bleiben diese Anderungen allerdings urden typischen Werten fir
eine COB (> 15 cm).

Es konnte bei Vollblitern gezeigt werden, dass &laatrophilie in der BAL mit
verringerter Rennleistung assoziiert ist (COUL et al., 2007). IAD-Pferde
zeigen nach COETIL und Mitarbeitern (2007) zudem eine Verschleciibg im
Gasaustausch mit einhergehender leistungsabhangiggpoxamie. Die
Leistungsintoleranz zeigt sich auch in einer veg&iten Erholungszeit nach

Belastung und deutlich erhdhter Atemtatigkeit wakrder Arbeit.

Die Thoraxauskultation ist in den meisten Fallemufféllig. Nur in schweren
Fallen zeigen sich pathologische Atemgerausche NB#it-Rennpferden kénnen
nach COWTIL und Mitarbeitern (2007) klinische Symptome ubdonate bis

Jahre bestehen bleiben.

Hier zeigt sich bereits das Problem der Abgrenzunggr COB/RAO.

Ausschlusskriterien fir eine IAD sind nach CBUL und Mitarbeitern (2007)
Fieber und eine systemische Infektion. Der Zusaniraeg zwischen der COB
und der IAD ist bis dato noch nicht geklart. Ob ®sh um verschiedene

Phanotypen derselben Erkrankung oder um zwei ei@edige Krankheitsbilder
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handelt ist unklar (ROBINSON, 2009a). Auch die Mélgkeit, dass die IAD ein
frihes klinisches Bild der COB darstellen konntel dem entsprechend eine IAD
die Frihform einer COB sein kdnnte, wurde disktiiRIOBINSON, 2009a).

3. Cytosin-Phosphat-Guanin-Oligodeoxynukleotide (CpG-ON)
3.1 Immunstimulatorische DNA

Dr. William Coley unternahm 1890 in New York erstekumentierte Versuche
zur immunstimulatorischen Therapie nichtbakterrelgkrankungen (WEINER,
2000). Er applizierte Streptokokken in humane Twmnowas teils zur
Tumorregression fuhrte (MUTWIRI et al.,, 2003). Diegurde unter der
Bezeichnung ,Coley's Toxin* bekannt. Welche Komputea der verabreichten
Bakterien dabei den Therapieerfolg bewirkten, wardieser Zeit noch nicht
bekannt. Dieser erste immunstimulatorische Theesysiatz geriet allerdings
wieder in Vergessenheit. Erst in der zweiten Haties 20. Jahrhunderts wurde
dieser Ansatz erneut aufgegriffen. Die Erkenntmiass DNA nicht nur das
Speichermedium der genetischen Information der weben darstellt, sondern
daruiber hinaus auch selbst immunstimulatorisch&iMiy besitzt, ist damit noch

gar nicht alt.

KRIEG und Mitarbeiter (1995) untersuchten schliefflin den 90iger Jahren
welche Abschnitte der DNA fir die beobachtete imstumulatorische Wirkung
verantwortlich waren. Sie konnten 1995 nachweisiss es sich um bestimmte
stimulatorische Motive aus zwei Purinbasen (P1,, P@&nem zentralen
unmethylierten Cytosin-Guanin-Motiv (CpG) und ddradolgend, zwei
Pyrimidinbasen (Py1, Py2) handelt (KRIEG et al. 990 Dies lasst sich in einer

allgemeinen Formel ausdricken:
-P1 P2CpG Pyl Py2-

Fir P1 besteht hierbei eine Préferenz fir GuaminPR eine Praferenz fir eine
Purinbase oder ein Thymin (WEINER, 2000). Allerdinggurde bald erkannt,
dass nicht jede Sequenz gleichermal3en bei jedaieSpeine Immunstimulation
auszuldsen vermochte (BAUER et al., 2001). Man icapete diese Beobachtung
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als sequenzabhangige Speziesspezifitat (MUTWIRI.e2003). Die spezifischen
CpG-Motive setzten sich aus so genannten Hexammwsammen (WEINER,
2000; VOLLMER und KRIEG, 2009). Dies bedeutet, daassammen mit dem
zentralen Cytosin-Guanin-Dinukloetid vier weiterasn ein CpG-Motiv bilden.
Die flankierenden Basen scheinen von entscheiderRiaeutung bei der
speziesspezifisch unterschiedlichen Erkennung detivi®l zu sein (WEINER,
2000). Dies verdeutlicht wieder einmal die engaul8tr-Wirkungsbeziehung auf

molekularer Ebene.

Im Jahr 2000 gelang es HARTMANN und KRIEG, die omle Sequenz fur den
Menschen zu bestimmen: 5-GTCGTT-3". Im folgendar §elang dies auch fur
die Maus: 5-GACGTT-3(BAUER et al.,, 2001). RANKINNnd Mitarbeiter
(2001) untersuchten 30 verschiedene CpG-ODN Mdtigiezehn verschiedenen
Tierarten und konnten das Motiv 5-GTCGTT-3" alsdrelers effektiv bei fast
allen untersuchten Spezies (Rind, Schaf, Ziegew8ich Hund, Katze, Huhn)
identifizieren, einschlieRlich des Pferdes. OLAFSOUR und Mitarbeiter
beschrieben 2004 eine ideale Sequenz fir das FBeldTCGTT-3", allerdings
wurde dieses Sequenz in keiner weiteren Publikabiestatigt oder erwahnt.
Welches also die beste Sequenz bei Pferden isth aonc Hinblick auf
unterschiedliche Zellsubpopulationen, welche in d&rsuchen zum Einsatz
kamen, bleibt zu prufen. Das ubiquitdre BakterRhodococcus egenthalt zwei
sehr haufige Sequenzen, welche als zentrale Elengentimmunstimulatorischen
Wirkung angesehen werden: -GACGTT- und -GTCGTT(EL al., 2009).

Diese so genannten Cytosin-Phosphat-Guanin-reiSleguenzen (CpG-Motive),
welche fur die beobachteten immunstimulatorischeifekie verantwortlich

gemacht wurden, sind in bakterieller und viralerAMbesonders haufig (KRIEG
et al.,, 1995). Sie kommen dort durchschnittlicheall6 Nukleotide vor,

wohingegen ihr Auftreten im Sauger-Genom deutligltesier ist, durchschnittlich
nur alle 60 Basen (BIRD, 1987). Dieses Phanomermiblezet man als CpG-
Suppression in eukaryontischer DNA (KRIEG et &99).

Ein weiterer entscheidender Unterschied der CpGasdot zwischen
prokaryontischer und eukaryontischer DNA liegthmeim Methylierungsgrad. Im
Saugergenom sind ca. 70 % der CpG-Motive am Cytosthyliert, wohingegen
diese Motive in prokaryontischer DNA meist unmetérgl vorliegen (BOHLE,
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2002). Diese Unterschiede, sowohl im Methylierumgdgals auch in der Anzahl
der auftretenden Motive, erklaren die Wirkung d@G=Motive bei Kontakt zum
Sauger-Immunsystem (WEINER, 2000). Die CpG-Supprassist dabei
maoglicherweise im Zuge der Evolution zur Untersdbeg von korpereigener
und -fremder DNA entstanden (BOHLE, 2002). Die Md#rungen sind so
genannte ,hot spots” fur Mutation des Cytosins hyrmin-Guanin-Dinukleotiden
(TpG) (BOHLE, 2002). Dies ist nach BOHLE (2002) d&mund flr die deutlich
geringere Zahl der CpG-Motive im Saugergenom. Deghillierung ist eine Form
der Genregulation und kann die Transkription desolfenen Genabschnittes
verhindern (EWART, 2009). Sie wird bei der Zellteiy auf die Tochterzellen
weitergegeben. Es handelt sich hierbei um einegeeptischen Mechanismus des
.silencing“, also Abschalten bestimmter Genabs¢an(EWART, 2009). Die
Erkennung unmethylierter CpG-Motive dient dem Karpks Friherkennung von
mikrobiellen Eindringlingen und aktiviert das korpgene Abwehrsystem
(BOHLE, 2002). Obwohl Bakterien ihre Basen auchhyleren konnen, ist dies
bei den angesprochenen CpG-Motiven kaum der Fall.

3.2 CpG-Klassen

Die verschiedenen CpG-Motive wurden entsprechendr ilunterschiedlichen
Wirkung auf spezielle Zellen des Immunsystems inmseieiedene Klassen
eingeteilt. Entscheidend dabei sind unter andeream duckerriickgrat, die
enthaltenen CpG-Sequenzen und ihre flankierenderserBaotive, das
Vorhandensein spezieller palindromischer Sequenndrdas Auftreten von Poly-
Guanin Abschnitten. Es werden drei Hauptklassen, B- und C-Klasse)
unterschieden (KRIEG, 2006).

Die A-Klasse, auch als D-Typ bezeichnet, besitaeeientrale palindromische
Sequenz, flankiert von Poly-Guanin-Schwanzen anmd 8'Ende, sowie einem
gemischten Zuckerriickgrat aus Phosphodiester undpPbthioester (SENTI et
al., 2009). Die Poly-G-Motive an den Flanken sortigreine verstarkte Stabilitat
und erhdhte endosomale Aufnahme (VOLLMER und KRIEG09). Diese so
genannte Rickgratchimere ist besonders anféllig\fikleasen, weshalb dem
vivo-Einsatz bis dato limitiert war (VOLLMER und KRIE@009).
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Die A-Klasse besitzt eine nur schwache Wirkung Biifymphozyten, aber eine
starke auf Antigenpréasentierende Zellen (APC) (SE&iTal., 2009). Dies fuhrt
vor allem zur Freisetzung von IFNund IFN$ durch plasmazytoide dendritische
Zellen (pDC) und zur Aktivierung von NK-Zellen (SEN et al. 2009;
VOLLMER und KRIEG, 2009). Als Prototyp der A-Klasgglt ODN 2216
(KRIEG, 2006).

Die B-Klasse (K-Typ) besitzt ein durchgehendes Phothioesterriickgrat und ist
damit deutlich stabiler gegentiber ubiquitaren DNASEOLLMER und KRIEG,
2009). Sie wirkt hauptsachlich auf B-Zellen und rtilzur Reifung und
Aktivierung von pDC mit nur einer geringen IFdNund IFN$ Antwort (SENTI et
al., 2009). Durch Aktivierung der B-Zellen kommt wesr allem zur Freisetzung
von IgM-Antikérpern und IL-6 (VOLLMER und KRIEG, Z®). Als Prototyp gilt
ODN 2006 (KRIEG, 2002).

Die C-Klasse vereinigt die Wirkung von A- und B-K&e in sich und stimuliert
damit sowohl B-Lymphozyten als auch pDC (VOLLMERdAuKRIEG, 2009).
Dies fuhrt vor allem zur Freisetzung von IL-6 urkNka, sowie zur Bildung von
Immunglobulinen des Typs M (IgM) (SENTI et al., 2)0Die B- und C-Klassen
haben eine Halbwertszeit von zwei Tagen im Gew&8EN{ | et al., 2009). Als
Prototyp der C-Klasse gilt ODN M362 (HARTMANN et ,a2003; VOLLMER et
al., 2004).

Neben den bereits erwahnten drei CpG-Klassen A,nB G existieren nach
VOLLMER und KRIEG (2009) noch zwei weitere Gruppé&ine so genannte S-
Klasse und eine P-Klasse. Die S-Klasse steht flurppsssive
Oligodeoxynukleotide und kleine Moleklile wie Chiguin, welche den
immunstimulatorischen Effekt der CpG-Motive hemmaednteressanterweise
hemmen S-ODN auch die TLR-7 und TLR-8 (RNA) med@arimmunantworten
(VOLLMER und KRIEG, 2009). Dies wiurde nach VOLLMEBRhd KRIEG
(2009) einen therapeutischen Einsatz bei rheunmatiscArthritis und
systemischem Lupus erythematosus denkbar machenPBilasse enthalt ein
doppeltes Palindrom, daher die Bezeichnung P-Kl@g€ LMER und KRIEG,
2009). Diese bilden so genannte Haarnadelstruki{rexrpins®) im Bereich der
GC-reichen Regionen und SO genannte .Konkatamere*
(Wiederholungssequenzen) im Bereich des 5 -Palmdraus (VOLLMER und
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KRIEG, 2009). Diese hoher molekularen Strukturemd siwahrscheinlich
verantwortlich fir die bis dato starkste beobaehtByp-1-IFN-Induktion durch
eine CpG-Klasse (VOLLMER und KRIEG, 2009).

Es existieren auch so genannte ,suppressive ODNéstebhend aus
multiplen TTAGGG-Motiven (KLINMAN et al.,, 2008). iBse imitieren die
immunsuppressive Wirkung korpereigener DNA und éahrdamit zu einer
Herunterregulation von proinflammatorischen Thlekymen (KLINMAN et al.,
2008). Praklinische Studien konnten die Wirkung dappressiven ODN bei
Autoimmunprozessen und septischem Schock nachwdlSEINMAN et al.,
2008).

3.3 Immunologie der CpG-ODN

Naturliche Infektionen durch Bakterien und Vireaitieren das Immunsystem in
Richtung einer zellvermittelten, proinflammatorisch Thl-Immunantwort

(KLINE, 2007). Im Gegensatz dazu reagiert ein n&mea Immunsystem mit
einer Allergie-vermittelnden, humoralen Th2-Antw@LINE, 2007).

Das vorherrschende Zytokinmilieu, eine Balance elés Thl und Th2, ist
verantwortlich fur die weiteren immunologischen Remen (KLINE, 2007).
Durch den Kontakt zu mikrobiellen Erregern, odemtbgtisch hergestellter CpG-
ODN, kommt es zur Differenzierung von naiven CD-T4Helfer-Zellen in
Richtung einer spezialisierten Subklasse, die Tiviythozyten (BOHLE, 2002)
(Abb. 3). Diese setzen nun ihrerseits unter anded@mproinflammatorischen
Zytokine IL-12 und IL-18 frei, welche einen Anstiegon IFN< vermitteln
(BOHLE, 2002). Dieses zentrale Thl-Zytokin wirkthibitorisch auf Allergie-
vermittelnde Th2-Zytokine wie IL-4, IL-5 und IL-1ONSECA und KLINE,
2009) (Abb. 3). Diese Differenzierung zu Gunsten Udn1-Zellen (Th1-Shift) ist
entscheidend von der IL-12-Synthese abhéngig (BQHI®2). Mause, welche
mit anti-IL-12-Antikérpern behandelt wurden, vedar den CpG-induzierten
immunmodulatorischen Effekt (BOHLE, 2002).
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Von besonderer Bedeutung im immunologischen Gestheérscheint die
Aktivierung von allergenspezifischen regulatoristfieZellen (Treg) durch CpG-
ODN (MOSEMAN et al., 2004; JARNICKI et al., 2008s kommt hierbei unter
anderem zur Bildung von IL-10, welches eine peniphd-Zell Toleranz
verursacht und antiinflammatorische sowie antigllmhe Wirkung besitzt
(TAYLOR et al. 2006). IL-10 ist als inhibitorisch&ytokin in der Lage, sowohl
Th1l-zytokine (IFNy) als auch Th2-Zytokine (IL-4) zu hemmen (VAN SCO&tT
al., 2000) und ist damit von besonderem Interesse Uberschiel3enden
allergischen und entzindlichen Erkrankungen, wie die COB des Pferdes
darstellt (Abb. 3).

Durch eine Kaskade von Enzymreaktionen und Fraisgtzvon Botenstoffen
kommt es zu einer Immunglobulinverschiebung vonewie-vermittelnden
Immunglobulinen der Klasse E (IgE) zu IgG2-Subtypésotypenswitch)
(WEINER, 2000; FONSECA und KLINE, 2009). Bei Vorltmmsein grol3er
Mengen IgG2 konkurrieren diese um die gemeinsamaduBigstelle an
Mastzellen und verdrédngen schlie3lich die IgE-Spéty (FONSECA und
KLINE, 2009) (Abb. 3). Eine IgE-vermittelte Mastiddgranulation bleibt aus
und damit auch die unerwiinschten allergischen Symgt (FONSECA und
KLINE, 2009).

Die CpG-Sequenzen aktivieren innerhalb von 15 Minudie Transkription der
Zelle und fuhren innerhalb weniger Minuten nach teéh mit der Zelle zur
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (WEINERQ®O Dies induziert die
Bildung von T-Helfer-1 (Th1)-Zytokinen durch APC ANER, 2000) (Abb. 3).
Zusatzlich kommt es zu einer verstarkten Exprinmgruvon ,major
histocompatibility complex (MHC-I und -1l) und cbswulatorischen Molekulen
durch APC (KRIEG et al., 1995). T-Zellen kénnen i§ah nur in prozessierter
Form in Anwesenheit von korpereigenen Molekilen @ARestriktion)
erkennen. Werden CD"4& -Helferzellen bei Antigenkontakt durch APC einem
Zytokinmilieu von IL-4 ausgesetzt, wird die Th2-8aie eingeschlagen, was in
der Folge zur IgE-Bildung der aktivierten B-Lymplyten fiihrt (RYANNA, et
al., 2009) (Abb. 3).
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Daneben existiert auch eine T-Zell-unabhangige BAivierung Uber so
genannte ,toll-like receptor-9“ (TLR-9) (FONSECA dirKLINE, 2009). Die B-
Lymphozyten als Teil der APC differenzieren sictkunzlebige Plasmazellen und
Gedéachtniszellen. Die antikorperproduzierendenr®dagllen bilden initial IgM-
Antikorper, welche nur eine geringe Affinitdt zumstbsenden Antigen besitzen
(LUNN und HOROHOV, 2010). Durch eine gleichzeitige
Komplementaktivierung wird dies allerdings ausgdgtn. Nach dieser initialen
IgM-Bildung kommt es zum Isotypenswitch und der duktion von IgG mit
deutlich hoherer Antigenaffinitat (LUNN und HOROHQ®2010). Die aus den B-
Lymphozyten hervorgegangenen Gedéachtniszellen sa&chen nach erneutem
Antigenkontakt eine acht- bis zehnfach hohere Amplrproduktion (LUNN und
HOROHOV, 2010).
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Abb. 3: Schemazeichnung der CpG-induzierten immunalgischen Mechanismen.
Einfluss von CpG-GNP auf das angeborene und erwerbEnmunsystem unter

besonderer Berlcksichtigung der T-Helfer-Zellsugséan.
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3.4 Toll-like Rezeptoren

Die intrazellulare Erkennung der CpG-Motive erfaliger den toll-like receptor-9
(TLR-9), einen der wichtigsten ,pathogen recogmitreceptor‘des angeborenen
Immunsystems (KRIEG, 2002). Die Klasse der ,tdtkelireceptors® (TLRS)
gehort zu den evolutionar hochkonservierten TypadABmembranproteinen
(ANDERSON, 2000). Beim Menschen sind bis dato zghrschiedene TLR-
Klassen bekannt, bei Vertebraten bereits 13 (RICRITED06). Aufgrund ihrer
individuellen Ligandenspezifitdt erkennt jede Reamddasse nur ganz bestimmte
Bindungspartner. So interagiert TLR-3, TLR-7 undRF& nur mit RNA, TLR-4
mit LPS und TLR-9 nur mit DNA (HAAS et al., 2008).

TLRs kénnen zwischen ,kérpereigen” und ,-fremd” ersicheiden und reagieren
nur auf ,pathogen-associated molecular pattern“NiPAwahrend einer Infektion
(AKIRA et al., 2006; HAAS et al., 2008). Die Mehtdader TLRs (TLR-1, -2, -4,
-5, -6 und -11) befinden sich auf der ZelloberflEqiFrONSECA und KLINE,
2009), wohingegen TLR-3, TLR-7, TLR-8 und TLR-9ramellular in Endosomen
lokalisiert sind (AKIRA et al., 2006). Die Ligandeindung erfolgt dabei im
sauren Milieu der Endosomen, was Voraussetzundiéiizellulare Aktivitat, die
Dimerisierung der TLRs und deren Stabilisierung(i4RAAS et al., 2008). Die
verschiedenen TLRs erkennen jeweils unterschiegllifAMPs. TLR-3 erkennt
beispielsweise ,double stranded” (doppelstrang®A (ds RNA), TLR-7 und
TLR-8 erkennen hingegen ,single stranded” (einzétgdige) RNA (ss RNA) und
TLR-9 ist spezialisiert auf ,single stranded” Cp®¢{R (HAAS et al., 2008).

TLR-9 wurde beim Menschen bereits in B-Lymphozyterd plasmazytoiden
dendritischen Zellen (pDC) identifiziert (KRIEG, @&). Nach Zellaktivierung
war TLR-9 auch in neutrophilen Granulozyten, Mortemy CD 4-Zellen,
Lungenepithelzellen, Keratinozyten und intestinatgpithelzellen nachweisbar
(VOLLMER und KRIEG, 2009).

Beim Pferd konnten SCHNEBERGER und Mitarbeiter @0@h der Lunge
diverse Zellen identifizieren, welche TLR-9 expramen. Dazu zéhlen
intravaskulare Makrophagen, Alveolarmakrophagen,onBhialepithelzellen,
Kapillarendothelzellen der Lunge, Typ-lI-Epithelesl der Alveolarsepten und
auch neutrophile Granulozyten. Auch konnte durche eLipopolysaccharid
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(LPS)-Behandlung sowohl die Zahl der TLR-9-Expressals auch die Anzahl
der TLR-9-positiven Zellen deutlich erhéht werdedCHNEBERGER et al.,
2009). Die Methylierung des Cytosins, wie sie inu@i-Genom meist vorliegt,
oder eine Inversion des Cytosin-Guanin Dinukleofi@€), verhindern die TLR-
9-Aktivierung (KRIEG, 2002). Aus dieser Erkenntmigirde das Paradigma der
Unterscheidung zwischen kérpereigener und -freridéA in Abhangigkeit vom
niedrigen CpG-Gehalt und der hohen Methylierungsois Cytosins aufgestellt
(BIRD, 1986). Allerdings lieferten Ligandenbindusgsdien entgegengesetzte
Ergebnisse (LATZ et al., 2004; YASUDA et al., 2006)ierbei konnte gezeigt
werden, dass die endosomale Lokalisation der ThiRfr&konstanter Aktivierung

durch eigene DNA schitzt.

3.5 Bedeutung des Zuckerruckgrates auf die TLR-Aktivietung

Von entscheidender Bedeutung fur die TLR-9-Aktiviggy scheint auch das
Zuckerrickgrat der Nukleotide zu sein. In diesemmtéfigrund sind auch die
speziesspezifischen Unterschiede hinsichtlich detin@mlen CpG-Motive zu
sehen (HAAS et al.,, 2008). Die Versuche zur optanabtimulation mittels
speziesabhéangig unterschiedlichen CpG-Motiven wurdan synthetisch
hergestellten Oligodeoxynukleotiden (ODN) durchgef{KRIEG, 2002). Diese
synthetischen ODN besitzen ein modifiziertes Zudkekgrat (Phosphothioester)
im Gegensatz zu den naturlich vorkommenden ODN gptmadiester) (HAAS et
al., 2008). Die 2 Desoxyribose des DNA-Ruckgratesnrite als priméare
Determinante der ss-DNA-TLR-9-Interaktion identiéz werden (HAAS et al.,
2008).

Natlrliche Phosphodiester (PD) 2 'Desoxyribose-Hashgpere ohne Basen
wirken als basale TLR-9-Agonisten. Erstaunlichesgeiurden Phosphothioester
(PS)-modifizierte Basen als TLR-9- und TLR-7-Antaggten identifiziert. Das
diese trotz dessen eine TLR-9-stimulatorische Aéivaufweisen, kommt erst
durch die CpG-Motive zustande (HAAS et al., 2008pG-Motive verédndern
demnach eine TLR-9-Inhibition, bedingt durch das-RREkgrat in eine
Stimulation (HAAS et al., 2008).
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Verschiedene DNA-Sequenzen konnen die Starke demulmantwort verandern,
jedoch scheint die strikte CpG-Motivabhéngigkeitr dd.R-9-Aktivierung ein
exklusives Charakteristikum des PS-modifizierterwhjiiates zu sein, welches als
TLR-7- und TLR-9-Antagonist wirkt (HAAS et al., 280 PS-modifizierte ODN
ohne CpG aktivieren TLR-9 nicht. PD-ODN ohne Cp@geigen aktivieren mit so
genannten Poly-Guanin-Schwanzen (Poly-G-Schwéanz&3-a (HAAS et al.,
2008). Ausgedehnte Poly-G-Schwanze am 3'Ende voit©OBN schiitzen zum
Einen vor Abbau der DNA durch DNAsen (DNA-spalten&@zyme) und
verstarken gleichzeitig auch die endosomale Tr&asilon (HAAS et al., 2008).
Die endosomale Translokation ist wiederum wahrsgioéi entscheidend fur die
TLR-9-Aktivierung (HAAS et al., 2008). Die Poly-GeBwanze enthalten bis zu
24 Guaninbasen. Diese 3'Poly-G-Extension fihrt $ovb@i methylierten PD-
CpG-ODN, als auch bei PD-non-CpG-ODN zur TLR-9-viteiien [FN<y-
Produktion (HAAS et al., 2008).

Verandert man das Rickgrat der ODN von PS zu Pi flies von der TLR-9-
Inhibition zur Stimulation (HAAS et al., 2008). Biezeigt die Bedeutung des
Zuckerrickgrates auf  die DNA-TLR-9-Interaktion. Radifizierte

2 Desoxyribose bindet mit 100-fach starkerer Atfihian TLR-9 und TLR-7 als
PD-2 Desoxyribose, hemmt aber gleichzeitig kompetiie ligandeninduzierte
Stimulation von TLR-9 und TLR-7 (HAAS et al., 200&nthaltene CpG-Motive
kehren diesen negativen Effekt auf TLR-9 um undrdihzusammen mit der
hohen Rezeptoraffiniat der PS-ODN zu einer stafkeR-9-Stimulation (HAAS
et al., 2008).

Zusammenfassend lasst sich sagen, PS-modifiziedl @irken als TLR-9-

Antagonisten (kompetitive Hemmung), besitzen ableicizeitig eine sehr hohe
Rezeptoraffinitat (HAAS et al., 2008). CpG-Sequenzeirken TLR-9-

stimulatorisch und heben den inhibitorischen Efféks Zuckerriickgrates nicht
nur auf, sondern kehren ihn aufgrund der Rezegtoitat sogar ins stark positive
um (HAAS et al.,, 2008). Nach HAAS und Mitarbeitef2008) zeigen diese
Ergebnisse, dass die TLR-9-Aktivierung strikt vameen 2 Desoxyribosertckgrat

abhangig ist.
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3.6 Molekularer Mechanismus der CpG-Signaltransduktion

CpG-ODN werden sequenzunabhangig durch spezielleteiRe an der
Zelloberflache verschiedenster Zellen mittels Eptinsge aufgenommen und dort
Uber saurehaltige Vesikel in endosomale Kompartimeler Zelle transportiert
(FONSECA und KLINE, 2009; VOLLMER und KRIEG, 2009Abb. 4).
Medikamente, welche mit der endosomalen Ansauerimerferieren (z.B.
Quinacrine), hemmen die Wirkung von CpG-ODN (MACHARNE und
MANZEL, 1998; HACKER, 2002). Die intrazellulare Sigltransduktion der
CpG-ODN verlauft Gber eine Dimerisierung der Reaspblekile (VOLLMER
und KRIEG, 2009). Dies fuhrt zu einer allosteristik@nformationsanderung der
zytoplasmatischen Domane des Toll/Interleukin-ldpeéars, was zu einer
Rekrutierung von Signaladaptormolekilen (MyD88) und
Signaltransduktionsmolekilen wie die ,IL-1-Rezepagsoziierte Kinase"
(IRAK) und die ,mitogenaktivierte Kinase" (MAPK),osvie ,IFN regulatory
factors* fuhrt (VOLLMER und KRIEG 2009)

Diese Signalkaskade fuhrt zur Aktivierung des Tkapsionsfaktors ,nuclear
factor«B“ (NF-kB) mit nachfolgender Zytokinproduktion und Expressi
kostimulatorischer Molekile in den Zielzellen (VOUER und KRIEG, 2009)
(Abb. 4). Uber einen zweiten MyD88-abhangigen-Wegmkit es zur
Komplexierung mit IRAK-1, IRAK-4, ,TNF receptor-assiated factor 6“
(TRAF 6) und ,interferon-regulatory factor 7 (IRB-(VOLLMER und KRIEG,

2009). Einer der zentralen Transkriptionsfaktorem €pG-Wirkung ist T-bet
(Thl-specific T-box transcription factor) (VOLLME&d KRIEG, 2009). Dieser
vermittelt eine Hemmung der Th2-assoziierten Amfiedisotypen und eine
Verstarkung der Thl-assoziierten Antikorperisotyg¥¢®LLMER und KRIEG,

2009).

Es existieren spezielle Kontrollmechanismen, welahe TLR-9-vermittelte
Immunantwort Gberwachen. Dazu zahlen die Cycloomgge-2 (COX-2), die
»,NO Synthase 2" (NOS 2), die Produktion von Stidkshonoxid, Prostaglandin
E2 (PGE 2) und das regulatorische Zytokin IL-10,lchwe durch die CpG-
Aktivitat hochreguliert werden und Uber eine negatRiickkoppelung ihrerseits
zu einer Herunterregulation der CpG-Effekte fuh(@®@LLMER und KRIEG,
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2009). Eine Reihe negativer TLR-9-Regulatoren fiivde-regulatorische Zellen
(Treg) und unterdriicken die T-Zell-Expansion, sowie zytotoxische T-Zell-
Aktivitdt und konnten damit mdglicherweise die lktlan von
Autoimmunerkrankungen verhindern (VOLLMER und KRIEZ®09).
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Abb. 4: Schemazeichnung zur TLR-9-vermittelten Sigaltransduktion. Intrazellulare
Aufnahme der Pathogene Uber rezeptorvermittelteoBridse und Translokalisation in
Endosomen. Erkennung durdbathogen recognition receptofLR-9 und Ausldsung
einer Signalkaskade Uber MyD88, IRAK, TRAF 6 und RKA mit der Folge der
Aktivierung von Transkriptionsfaktor NkB und IRF 7. Induktion der Transkription von
fur spezifische Zytokine kodierenden Genen und fudgbnder Proteinbiosynthese der

Zytokine.

Diese Vielzahl an Kontrollmechanismen der CpG-ODdrvittelten
Immunaktivierung ermoéglichen eine aullerst feine URdmpn und das
Ineinandergreifen aktivierender und hemmender Faktowelche erst in ihrem

Zusammenspiel als endogenes Orchester vollstaredsganden werden kénnen.
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3.7 Invitro-Einsatz von CpG-ODN

Die meistenin vitro-Versuche mit CpG-ODN wurden bis dato an peripheren
mononukledren Zellen des Blutes (PBMCs) durchgef(RANKIN et al., 2001;
LIU et al., 2008, 2009). Hierbei wurden die verscl@nen CpG-Motive auf ihre
sequenzabhangigen speziesspezifischen UnterschimdeHinblick auf die
Hochregulation von Th1-Zytokinen verglichen. Beiferd wurden bereits CpG B
2142, B 2135 und C 2395 sowie ODN 2041imnvitro-Studienmit equinen
PBMCs getestet (LIU et al., 2008, 2009). Abhéangmnvuntersuchten Zytokin
unterschieden sich die Klassen in ihrer EffektivitAuch mit PBMCs von
Hunden wurden bereits erfolgreighvitro-Versuche mit CpG-ODN durchgefihrt
(KURATA et al.,, 2004). KURATA und Mitarbeiter (20Dp4verglichen elf
verschiedene A-Klassen im Hinblick auf ihre seqadm&ngige Speziesspezifitat
auf kanine Zellen und ihre Féahigkeit, IRNaoch zu regulieren. ZWIOREK und
Mitarbeiter (2008) untersuchten die CpG-Wirkung ebivauf murine myeloide
dendritische Zellen als auch auf humane plasmasytbiCs und B-Zellen, beide
gewonnen aus PBMCs. Dabei wurden CpG-ODN A 221&086, B 1826, C
M362 und M383 auf ihre Wirkung verglichen. RANKINd Mitarbeiter (2001)
verglichen 30 verschiedene CpG-ODN-Motive bei zetinterschiedlichen
Tierarten und entdeckten dabei ein zentrales M@ GTCGTT- 3°) als
hochkonserviert innerhalb der meisten untersucBpazies.

3.8 Invivo-Einsatz von CpG-ODN

3.8.1 Vakzinestudien mit CpG-ODN

In den meisten kommerziellen Impfstoffen werdentéefluminiumhydroxide
(Alum) als Adjuvans verwendet, welche allerdings diktivierung von CD &

zytotoxischen T-Lymphozyten blockieren (WEINER, 2RO Die meisten
Adjuvanzien verstarken nur die Th2-Antwort, ohnectaudie zellulare
Immunantwort anzuregen (WEINER, 2000). Eine Ausnatbiidet dasBacillus

Calmette-Guerin (BCG)-Adjuvans, welches auch die Thl-Schiene @tiv
(WEINER, 2000).
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CpG-ODN aktivieren sowohl die humorale als auch dellvermittelte
Immunantwort (FLAMINIO et al, 2007). Im Gegensatzu anderen
Wirkverstarkern in Impfstoffen, wie beispielsweidem Freund schen Adjuvans,
zeigen CpG-ODN unabhéngig vom Verabreichungswegekigi Bildung von
sterilen Abszessen (WEINER, 2000).

Bei fast allen Vakzinestudien mit CpG-ODN wurdershar, aufgrund ihrer
stimulatorischen Wirkung speziell auf B-Lymphozyt@iKlassen als Adjuvans
eingesetzt (VOLLMER und KRIEG, 2009). Allerdingsigten auch C-Klassen
Vakzineaktivitdt. Unter einer Adjuvansaktivitat seght man nach VOLLMER
und KRIEG (2009) eine Aktivierung der humoralen lomantwort durch
synergistische Effekte zwischen TLR-9 und B-Zelgoren. Dies fuhrt zur
Stimulierung von antigenspezifischen B-Zellen, hamdie B-Zellapoptose,
verstarkt die Uberlebensrate und den IgG-Klasseobw{VOLLMER und
KRIEG, 2009). Es konnte aul3erdem gezeigt werderss diein anderes
Vakzineadjuvans eine so starke Thl-Immunantwort itdiéwwie CpG-ODN
(VOLLMER und KRIEG, 2009).

Eine Verabreichung tber die Schleimhaut aktivietmVOLLMER und KRIEG
(2009) sowohl die lokale als auch die systemischendrale und zellulare
Immunantwort und vermittelt damit einen erhdhtemm@z gegen Infektionen. In
Vakzinestudien konnte gezeigt werden, dass der Blaran protektiven
Antikorperkonzentrationen nach Impfungen bei HIVektionen durch
Kombination mit CpG-B (CpG 7909) stark verminderterden konnte
(VOLLMER und KRIEG, 2009). Bei Impfungen gegen Hgfs B in
Kombination mit CpG-ODN B stiegen die seroprote&tivAntikorperlevel nach
zwolf Monaten um 63 % bei der Kontrollgruppe ohrngG20DN und um 100 %
bei der kombinierten CpG-ODN B Anwendung an (VOLLRIEind KRIEG,
2009). In dieser Studie behielten 85 % der Patredan Antikorperlevel fir mehr
als dreieinhalb Jahre; in der Kontrollgruppe warem dagegen nur 20 %
(VOLLMER und KRIEG, 2009).

Die protektiven Antikorperlevel wurden mit CpG-ODauch deutlich friher
erreicht. Bei einer Anthrax-Impfstudie erreichte dontrollgruppe ohne CpG-
ODN Adjuvans das Toxinneutralisationslevel nach #gen, die kombinierte

Vakzine mit CpG-ODN B-Anwendung erzeugte bereitehn22 Tagen diese
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Antikorperlevel (einschlieBlich eines achtfach drei?h Antikdrpertiters)

(VOLLMER und KRIEG, 2009). Bei Mausen konnten Valaiosen bei

Kombination mit einem CpG-ODN Adjuvans um bis zu %9reduziert werden
(VOLLMER und KRIEG, 2009). Da gerade bei Influenakzinen eine

Reduktion der Impfdosis entscheidend ist, um ad@&ghkengen des Impfstoffes
herstellen zu kdnnen, erweisen sich CpG-ODN Adjaiemn hierbei als &uflerst
hilfreich (VOLLMER und KRIEG, 2009). So reicht bpislsweise ein Zehntel
der normalen Influenzaimpfdosis aus, um in Kombamatmit CpG-ODN ein

gleiches antigenspezifisches IRN-evel zu erhalten (VOLLMER und KRIEG,
2009).

Eine prophylaktische Anwendung von TLR-9-Ligand@pG-ODN) bei Mausen
fuhrte zu einem transienten Schutz gegentber eweiten Feld von viralen,
bakteriellen und einigen parasitaren Erregern (B&cillus anthracis, Listeria
monocytogenes, Ebola, Vakziniavirf¢¥ OLLMER und KRIEG, 2009). Je nach
Art der Verabreichung (oral, inhalativ, odegr injectionemreichte dieser Schutz
bei einmaliger CpG-ODN Verabreichung von einem Teég zu zwei Wochen
(VOLLMER und KRIEG, 2009).

3.8.2 Allergenspezifische Immuntherapie mit CpG-ODN

Auch in die Humanmedizin fanden CpG-ODN bereitslgreich Einzug (SENTI
et al., 2009). Durch eine direkte Kombination dggG2ODN mit bestimmten
Allergenen kommt es zu einer antigenspezifischeri-limunantwort und
gleichzeitig zu einer Unterdriickung eines Th2-vétetten allergischen Asthmas
(SENTI et al., 2009). Die Kombination mit Allergenevird als spezifische
Immuntherapie (SIT) bezeichnet (BOHLE, 2002). Dieddechanismus macht
man sich bei einem der starksten humanen Allergelee, beifussblattrigen
Ambrosie, zu Nutze (RICHTER, 2006). Eine Konjugatider CpG-ODN an
spezifische Antigene verstarkt nach VOLLMER und ERI (2009) die
Antigenaufnahme  und  reduziert die nétige  Antigengeen Erste
erfolgversprechende Phase | und lla Studien beimskleen mit CpG-ODN A
wurden bereits durchgefuhrt (SENTI et al., 2009% \&urde eine deutliche
Besserung der klinischen Symptomatik erzielt (V®IER und KRIEG, 2009).
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4. Bedeutung der Th1/Th2-Balance

Die Thl/Th2-Balance im Korper ist von entscheiden@®deutung in der
Homoostase der Immunantworten (KLINE, 2007). Kommd zur einer
Verschiebung in Richtung UberschieBender Th2-Antwkénnen allergische
Erkrankungen die Folge sein (UMETSU und DEKRUYFB0@; KLINE, 2007).
Physiologischerweise spielen Th2-Zellen eine emisidmde Rolle bei der
Bekampfung extrazellularer Parasiten wie beispieis&v den intestinalen
Helminthen (LUNN und HOROHOV, 2010). Dieser Pfaddvbevorzugt an der
Schleimhaut des Gastrointestinaltrakts und des iReigmstraktes eingeschlagen,
da hier ein Kontakt zur AuRenwelt besteht (LUNN tH@ROHOV, 2010). Diese
Oberflachen sind préadisponiert flur Parasiteninvaesm deren Bekampfung die
eigentliche Aufgabe von IgE darstellt (LUNN und HOROV, 2010).
Antigenprasentierende Zellen (APCs) an diesen &ami zur Aul3enwelt sind auf
die Th2-Antwort programmiert (LUNN und HOROHOV, Z0)1 Unter diesen
Gesichtspunkten ist die Thl/Th2-Balance von enideineler Bedeutung fir das
immunologische Gleichgewicht.

Natirliche Infektionen durch Bakterien und Virerrkein auf das Immunsystem
in Richtung einer zellvermittelten, proinflammasmiien Thl-Immunantwort
(KLINE, 2007). Im Gegensatz dazu herrscht im nealeat Immunsystem eine
allergiebeginstigende, humorale Th2-Antwort vor (KE, 2007). Es wird
vermutet, dass der Ruckgang von Infektionskrankheitin der frihen
Entwicklungsphase des Immunsystems eine Ursach@afivermehrte Auftreten
von Allergien ist (BRAUN-FAHRLANDER, 2003; WASER eal., 2005; KLINE,
2007; BRAUN-FAHRLANDER, 2009). Der Kontakt zu mikiellen Erregern in
dieser Phase der Entwicklung scheint einen entdehden Effekt auf die
Pragung des Immunsystems auszuiiben (BRAUN-FAHRLARDZDO03, 2009).
So zeigte sich, dass Kinder, die auf Bauernhotfefgeavachsen sind und
regelmafig Kontakt zu Tieren hatten, spater weniglergien entwickelten, als
Kinder in Stadten (BRAUN-FAHRLANDER, 2003, 2009).
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5. Gelatinenanopartikel (GNP)
5.1 Nanopartikulare Tragersysteme

Mit Hilfe verschiedener Transportsysteme (,deliverystems®) ist es mdglich,
CpG-ODN erfolgreich in Zielzellen zu transferier€dWIOREK et al., 2008;
WILSON et al., 2009). Der Vorteil solcher Transggdteme besteht darin, dass
sie zu einer verbesserten zellularen Aufnahme @&3-®olekile fihren und sie
aufgrund von sterischen Abschirmungen vor frihgem Abbau durch
korpereigene Nukleasen schitzen (ZWIOREK et alg820Im Zusammenhang
damit verstarken sie die immunstimulatorische Whidguder CpG-ODN
nachhaltig (ZWIOREK et al., 2008).

Freie CpG-ODN zeigen jedoch Probleme bei der ze#um Aufnahme, der
Stabilitat und der Spezifitat fur Zielzellen (ZWIEKR et al., 2008). Zur Lésung
dieser Probleme wurde eine Kopplung der Oligodeoklgotide an verschiedene
Transportsysteme versucht (ZWIOREK et al., 2008,LSON et al., 2009).
Werden CpG-ODN in nanopartikulére Tragersystempaakt, fuhrt dies zu einer
Aufnahme in lokale Lymphknoten ohne systemischebfeitung (STORNI et al.,
2004; BOURQUIN et al., 2008; ZWIOREK et al., 2008Rurch das
nanopartikulare Tragersystem wird die lokale Phggpserate erhoht, wodurch
CpG-ODN direkt in die Endosomen zu TLR-9 gelang®h@RNI et al., 2004).

Das Thioesterrickgrat der B- und C-Klasse schinrtfriihzeitigem Abbau und
erhoht dadurch die Halbwertszeit im Gewebe auf Ziage (MUTWIRI et al.,

2004). Die A-Klasse hingegen wird durch ubiquit®@BlAsen in vivo schnell

zerstort, kann aber beispielsweise durch sterischlbschirmung auf
Gelatinenanopartikel oder verpackt in ,virus-likerticles” (VLP) davor bewahrt
werden (WILSON et al., 2009).

MANOLOVA und Mitarbeiter (2008) konnten nachweiseiass eine Verpackung
der A-Klasse in Nanopartikel (30 nm) eine besserafnahme in den
Lymphknoten und damit verbunden auch eine versdrkiagozytose ermdglicht.
Dadurch gelangt nach STORNI und Mitarbeiter (20043 CpG-ODN direkt in
seinen Bestimmungsort, dem Endosom, zu den intuéelgelegenen TLR-9-

Molekulen. Unverpackte CpG-ODN hingegen verteilah sm Organismus und
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konnen unter Umstéanden zu einer Splenomegalie miranigen Fallen auch zu
toxischen Schockreaktionen fihren, wie SPARWASSER Mitarbeiter (1997)

und VON BEUST und Mitarbeiter (2005) zeigten. DipG&GODN Anwendung

Uber den Lymphknoten von Méausen bedarf nach VON S8EUnd Mitarbeitern

(2005) viel geringerer Mengen (< 0,1 nmol) als esubkutane Verabreichung.
Bei 1-10 nmol traten unabhéngig vom Verabreichumgswsystemische
Nebenwirkungen auf (VON BEUST et al., 2005). Dieighe Gruppe konnte in
Versuchen an Mausen nachweisen, dass eine intrhtsphe Anwendung von
CpG-ODN sicher und effektiv ist.

Lipidnanopartikel konnten als effektives Transpgstem fir CpG-ODN
nachgewiesen werden (WILSON et al., 2009). Dureh\éerpackung der CpG-
ODN in die Nanopartikel kommt es zu einer vers&mktWirkung, einer
verlangerten Lebensspanne, einer passiven Akkumomlaam Ort des
Krankheitsgeschehens und einem ReservoireffekCg&-ODN mit verzdgerter
Freisetzung (WILSON et al., 2009).

5.2 Gelatinenanopartikel

In einer umfangreichem vitro- und in vivo-Studie etablierten ZWIOREK und
Mitarbeiter (2008) ein neues Transportsystem. Esdéla sich dabei um
Gelatinenanopartikel (GNP), hergestellt aus Getatifyp A, extrahiert aus
Schweinehaut (175 Bloom) (ZWIOREK et al., 2008) AB). Die Beladung der
kationisierten GNP mit negativ geladenen CpG-ODidlgt tUber elektrostatische
Anziehung. Durch die Verknipfung mit Cholamin kaeme pH-unabhangige
kationische Oberflache auf den GNP mittels eineatgunaren Aminogruppe
erzeugt werden (ZWIOREK et al., 2008).

Als optimale Beladung der GNP wurde ein Verhéltraa 1:20 (5 %) ermittelt, da
bei hoherer Beladung die GNP nicht mehr stabil belire und Tendenz zur
Aggregation zeigten (ZWIOREK et al., 2008). Diesrkat hochstwahrscheinlich
aufgrund ihrer nunmehr neutralen Oberflaiche zu d&anwelche die

Aneinanderlagerung aufgrund von fehlenden eleldtizssthen Wechselwirkungen
beginstigt (ZWIOREK et al., 2008).
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Abb. 5: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme vonGelatinenanopartikeln.
(Abb. mit freundlicher Genehmigung von Dipl. phai®n.Fuchs)

Ein entscheidender Vorteil der Gelatinenanopartikel, dass sie selbst
immunologisch inert sind (ZWIOREK et al., 2008) eBiist die Voraussetzung fur
eine wiederholte Anwendung im Organismus und einenjikgation mit
immunmodulatorischen Substanzen wie den CpG-ODN.

Eine Reihe von Untersuchungen zeigten, dass GNmieoé eine exzellente
biologische Abbaubarkeit und eine sehr gute biskdye Vertraglichkeit
aufweisen (BOURQUIN et al., 2008; TSENG et al., 202009; ZWIOREK et
al., 2008). Die biologische Abbaurate der Partikehn Uber das Ausmald der
Quervernetzungen reguliert werden (TSENG et alQ820Die funktionellen
Gruppen auf den Nanopartikeln sind in der Lage, ji@ationen mit Liganden
einzugehen, wodurch sie sich als Transportsystem giiarmakologische
Substanzen eignen (ZWIOREK et al., 2008).
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5.3 Vernebelung von GNP

Die aerodynamische Stabilitit von GNP nach Verneigel wurde bereits
nachgewiesen (TSENG et al., 2008, 2009). Je hoheeiddie Viskositat der zu
vernebelnden Dispersion und je geringer die Obard8aspannung der Partikel
ist, desto kleiner werden die vernebelten Partikéés ist im Hinblick auf die

Alveolargangigkeit (1-um Partikelgrof3e) von grofR3er Bedeutung.

5.4 Invitro-Einsatz von CpG-ODN/GNP

Bei Gentherapieexperimenten konnten ZWIOREK und aMiter (2008)
nachweisen, dass die hochste TransfektionsratBlaeopartikel in die Zielzellen
bei einem elektrischen Potential von ca. + 3 mMtfstad. Aufgrund dessen
wurden 30ug CpG-ODN pro 60GQug GNP (5 %) als ideale Beladung angesehen
(ZWIOREK et al.,, 2008). ZWIOREK und Mitarbeiter @) konnten
nachweisen, dass CpG-ODN rasch an GNP-gebunderemwendd nach zwolf
Stunden Inkubation mit murinen myeloiden dendritest Zellen (mmDC) 68 %
der Zellen CpG-ODN beladene GNP aufgenommen ha#tebei der Einfluss der
Partikelgré3e auf die zellulare Aufnahme und digdande Immunstimulation von
Bedeutung waren. Die Phagozytose wurde als Haugithofemechanismus in die
Zielzellen identifiziert (ZWIOREK et al., 2008).

Kolloidale partikulare Formulierungen bewegen sicimerhalb der gleichen
GroRRenverhaltnisse wie Mikroorganismen und werdeshdlb bevorzugt durch
entsprechende Abwehrzellen phagozytiert (ZWIOREKlet2008). ZWIOREK
und Mitarbeiter (2008) konnten zeigen, dass posgeladene Partikel im
Vergleich zu neutralen und negativ geladenen Faerurigen bevorzugt durch

DC und Makrophagen phagozytiert werden.

Verschiedene Thl-Zytokine (IL-12 p70, IL-6 und TMF-wurden nach 24
Stunden Inkubation von mmDC mit CpG-ODN B 1826 eistquantitativen
ELISA bestimmt (ZWIOREK et al., 2008). Es konnteeggt werden, dass CpG-
ODN an GNP gebunden eine zwei- bis dreifach starkgtokinantwort auslosten
als ungebundene CpG-ODN der gleichen Klasse (ZWIORHEal., 2008). TNFx
stieg im Vergleich zu ungebundenen CpG-ODN nach bioierter CpG-
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ODN/GNP-Anwendung sieben- bis neunmal starker aNI@REK et al., 2008).

CpG/GNP fuhren zu einer Hochregulation der Expogsson MHC-11 und CD86

Oberflachenmolekilen (ZWIOREK et al., 2008). Darkisst sich schlussfolgern,
das CpG/GNP die Immunogenitdt von zusétzlich trariipten Antigenen

steigert und die Aktivierung und Pragung von T-2elldurch DC verstarkt
(ZWIOREK et al., 2008). Dies ist von entscheidenBedeutung im Hinblick auf
eine kombinierte Anwendung mit potentiellen Allenge bei der spezifischen
Immuntherapie (SIT). Die Phagozytose grol3erer ligr(> 200 nm) resultiert in
einer langeren Retention in endosomalen Vesikels wiederum essentiell fir
die Induktion der Zytokinsynthese ist (ZWIOREK &t 2008). Hierbei zeigt sich
der Einfluss der Groéf3e der aufgenommenen Partikéldee Expression der
Zytokine.

5.5 Invivo-Anwendung von CpG-ODN/GNP

ZWIOREK und Mitarbeiter (2008) zeigten, dass die&asatz auch imn vivo-
Versuch erfolgreich ist und zu einer Steigerung demunstimulatorischen
Kapazitat der CpG-ODN durch deren Konjugation anPGthrt. Es wurden zwel
GNP mit unterschiedlicher GroRe mit einer CpG-ODMKIBsse beladen und
Mausen intravents verabreicht. Unbeladene GNP aeigkeine Induktion der
Zytokinexpression, waren also immunologisch ine¥W(OREK et al., 2008).
Partikel von grol3erem Durchmesser (300 nm) warenktigineren (150 nm) in
Bezug auf die Zytokininduktion Uberlegen (dreifalchere IL-12-Produktion)
(ZWIOREK et al., 2008).

Es konnten zu keiner Zeit toxische Effekte, wedkervitro noch in vivo,
beobachtet werden (ZWIOREK et al., 2008). Keine det CpG-ODN/GNP
behandelten Mause zeigte detektierbare Antikbrperlgegen GNP nach drei
Wochen. ZWIOREK und Mitarbeiter (2008) folgertenralzs, das keine direkte
Immunantwort gegen die Proteinmatrix des Trageesysterfolgt. Im Gegensatz
dazu fuhrte die Verabreichung von GNP mit Freurtiest Adjuvans zur Bildung
messbarer IgG-Level (ZWIOREK et al., 2008).
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1 Material und Methoden

1. Studiendesign und Ziele

Ziel dieser Studie war es imin vitro-Teil, aufgrund bestehender
sequenzabhangiger Speziesspezifitat, ein geeigrnepgs-Motiv bei equinen
bronchoalveolaren Zellen (BAL-Zellen) zu identiéeen.

Des Weiteren sollte untersucht werden, inwieweitn eispezifisch
immunmodulatorischer Effekt auf equine BAL-Zellemrch die eingesetzten
CpG-ODN nachzuweisen ist. Gelatinenanopartikel (EhiBliten dabei auf ihre
Fahigkeit hin getestet werden, als effektives malles Transportsytem fir

CpG-ODN bei equinen BAL-Zellen zu dienen.

Im in vivo-Teil der Studie sollte die zuvor identifizierte G DDN-Sequenz
gesunden und an COB erkrankten Pferden inhalatafveicht und dabei auf ihre
lokale und systemische Vertraglichkeit und ihre rdipeutische Wirkung

untersucht werden.

2. Patientengut

Insgesamt wurden fiinfzehn Pferde in die klinischedf® aufgenommen (Tab. 4,
S. 66). Davon stammten zwolf gesunde und an COBaekke Pferde aus dem
Besitz der Klinik fur Pferde der Ludwig-Maximiliafdniversitat Minchen und
drei an COB erkrankte Pferde aus dem Patientenguttnik fur Pferde der

tierarztlichen Fakultat der LMU Minchen. Das miiléilter aller Pferde betrug
11,6 Jahre, das mittlere Gewicht 453,5 kg.

Alle Pferde, die in diese Studie aufgenommen wuréemelten zwei Monate vor
Beginn des Versuchs keine Medikamente und wurdehrem@l des Versuchs
unter gleichen Bedingungen gehalten. Dievivo-Studie wurde als Tierversuch
von der Regierung von Oberbayern genehmigt (N2-8554-2531-31-10).
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3. Signalement und Anamnese

Bei allen Patienten wurde ein ausfihrlicher Vortigrim Hinblick auf mégliche
Vorerkrankungen, den Lungenstatus und die COB-\smigiehte erhoben. Die
Allgemeinuntersuchung  erfolgte  entsprechend einentandsrdisierten
Untersuchungsbogen zur Dokumentation von Signalem@&mamnese und

Allgemeinuntersuchung der Patienten (vgl. COB-Lursgering, Anhang).

4.  Allgemeinuntersuchung

Im Hinblick auf mégliche Lungenerkrankungen staeddnders die Kontrolle des
Atmungsapparates im Vordergrund der UntersuchungRéhmen der klinischen
Allgemeinuntersuchung wurden alle Pferde (Tab. 4, 68) auf Haltung,

Verhalten, Habitus, sowie Erndhrungs- und Pflegemashin beurteilt. AuRerdem
wurde eine Beurteilung von Atemfrequenz und -tygktal gemessener
Korpertemperatur, Pulsfrequenz, Farbe der Schlameh@and der kapillaren
Fullungszeit durchgefiuhrt (vgl. COB-Lungenscorimgphang). Des Weiteren
wurden die Pferde auf Nasenausfluss und die Austésii von Husten

kontrolliert und die Lnn. mandibularespalpiert. Im Folgenden wurde eine

spezielle Untersuchung des Atmungstraktes angessdmio

5. Spezielle Untersuchung
5.1 Spezielle Untersuchung des Atmungstraktes

Die spezielle Untersuchung des Atmungstraktes lbdtiele neben der
Auskultation eine Lungenperkussion, eine arterieBdutgasanalyse, eine
endoskopische Exploration der Atemwege mit zytaolger Untersuchung des
Tracheobronchialsekrets (TBS) und eine rontgens@igs Untersuchung der

Lunge.



IV. Material und Methoden 40

5.2 Auskultation

Die Ubersichtsauskultation der Lunge erfolgte swmi¢egleichend im Bereich der
Bifurcatio tracheae im kaudodorsalen sowie im kranioventralen Beredds

Thorax. Hierbei wurde insbesondere auf abnormevenscharfte Atemgeréusche,
eine verstarkt inspiratorische oder exspiratorisstentatigkeit und das Auftreten
einer biphasischen Exspiration geachtet. Darlbausirerfolgte eine Auskultation
der Trachea im Bereich des Kehlkopfes, sowie var Ajgertura thoracisam

Brusteingang. Dies ermoglichte die Beurteilung de$istroms in den oberen
Anteilen der Luftrohre, sowie die Detektion mogkechSekretansammlungen in

der Trachea.

5.3 Lungenperkussion

Im Rahmen der speziellen Untersuchung des Atmuaigss erfolgte bei allen
Pferden eine Perkussion der Lunge zur Bestimmund.degengrenzen, um ein
bereits bestehendes Emphysem, wie es bei der CQBigh&orkommt,

diagnostizieren zu kdénnen (vergréRerte Lungengrénzbb. 6).

Abb. 6: VergroRRertes Lungenfeld durch Perkussion bgtimmt. Grenzen eines stark
vergroRerten Lungenfeldes (gestrichelte Linie)ddeeém mittelgradig an COB erkrankten
Pferd (Nr. 2) mit Kreide angezeichnet.
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5.4 Arterielle Blutgasbestimmung

Zur Bestimmung der arteriellen Blutgase, als wopitidiagnostischer Parameter
der COB, wurde diéArteria carotis communi®berhalb derApertura thoracis
cranialis auf der rechten Halsseite punktiert und arteselRiut gewonnen.
Anhand des laborchemisch bestimmten Sauerstoffiidmiickes (Pag), des
Kohlendioxidpartialdruckes (PaGpund des aktuellen Barometerdruckes konnte
zusatzlich die arterioalveolare Sauerstoffdifferg@aDO,) errechnet werden,
welche zur Abschéatzung des Schweregrades der COBevidung findet.

AaDG, = PAO; - PaG,
PaO2= (Pg- 47 Torr) x 0, 2095 - PaCO
Pg = aktueller Barometerdruck in Torr (1 Tosr ImmHg; 1 Torr 133,3 Pa)
Einteilung der COB: AaD®< 10 mmHg (latent) (5,4 £5 mmHg)
-16 mmHg (geringgradig)
25-mmHg (mittelgradig)
5 limHg (hochgradig) (GRABNER, 2005b)

Als physiologische Werte fur den Sauerstoffpartiaét werden 100 mmHg
(= 5 mmHg) zu Grunde gelegt (GRABNER, 2005b). Be2rt¥n < 95 mmHg ist
von einer Partialinsuffizienz im Gasaustausch demde auszugehen. Die
physiologischen PaCNerteliegen bei4d0 mmHg (x 5 mmHg) (GRABNER,
2005b). Die Werte wurden mithilfe des Blutgasasagerates Radiometer
Copenhagen NPT 7 series (Radiometer GmbH, WillichiSbahn, Deutschland),
sowie der Blutgaskartuschen BG Cartrige D7100 eki-(Radiometer GmbH,
Willich-Schiefbahn, Deutschland) bestimmit.

5.5 Endoskopische Untersuchung

Ein typisches klinisches Zeichen der COB stelleererstarkte Mukusbildung in
den Atemwegen als Folge der Dys- und Hyperkrinie (ROBINSON, 2001)
(Abb. 8). Mit Hilfe der endoskopischen Exploratiater Trachea wurde die
Menge, die Verteilung und die Viskositat des Trativenchialsekrets (TBS)
anhand eines speziellen Scoringsystems bestimmtRBER et al.,, 2004)
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(Abb. 7). Das TBS-Scoring (Grad 0 bis 5) erfolgtesprechend der Einteilung
nach GERBER und Mitarbeitern (2004): O = none, gleangular TBS; 1 = little,
multiple small blobs; 2 = moderate large blobs; 3narked, confluent/stream-
forming; 4 = large, pool-forming; 5 = extreme, prsé amounts. Gesunde Pferde

wiesen Atemwege ohne sichtbare Mukusablagerun@T@&$-Scoring: 0).

0123455?89112345&739212345&?393123455?39‘11234557395
: | 1 1 | | 1 L | | i

None Little Moderate Marked Large Extreme
Clean, singular  Multiple small blobs Larger blobs Confluent Stream-forming Pool-forming Profuse amounts

Abb. 7: TBS-Scoring (GERBER et al., 2004). Einteilung Grad O bis 5 amthaler
endoskopisch in der Trachea vorgefundenen Mukusaldation.

Abb. 8: TBS-Befunde in der Trachea von COB-PferdenDarstellung zweier TBS-
Befunde bei der Bronchoskopi&) (durchgehende Sekretstral3e, zaher, viskdser 8thlei
Grad vier bis funf (Pferd Nr. 1)b] einzelner See, lokal begrenzt, deutlich flissger
Sekret, Grad zwei bis drei (Pferd Nr. 2) (TBS-Segmach GERBER et al., 2004).

5.6 Zytologie des TBS

Die gewonnenen TBS-Proben wurden auf Objekttrageisgestrichen, mittels
Diff-Quick® staining set (Medion diagnostics, Dudingen, Schyveefarbt und

unter dem Mikroskop beurteilt. Anhand der zytolegsn Farbung konnte der
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prozentuale Anteil der neutrophilen Granulozyterdan Gesamtzellzahl im TBS
bestimmt werden. Dazu wurden 200 Zellen bei 500dacVergrofRerung mit
Olimmersion ausgezahlt und neutrophile Granulozyt&éakrophagen und
Lymphozyten in ein prozentuales Verhaltnis zueirargesetzt (GERBER et al.,
2008b; MAY und GEHLEN, 2009).

Der prozentuale Anteil der neutrophilen Granuloaybe TBS korreliert direkt
mit dem Schweregrad der COB und wird als einemaRgeblichen Parameter in
der Diagnostik der COB betrachtet (LAVOIE et aDP2; COWETIL et al., 2007).
Charakteristisch fur eine COB wird ein prozentuakemteil von > 25 %
neutrophiler Granulozyten im TBS angesehen (ROBINSQ001) (Abb. 9).
Auch weitere zytologische Befunde wie Curschmanmafm, Charcot-Leyden-

Kristalle (Kristallisationsprodukte eosinophiler @ulozyten) und schaumige

Alveolarmakrophagen geben Hinweise auf eine besteheCOB (MAY und
GEHLEN, 2009) (Abb. 10).

Abb. 9: Zytologisches Bild von neutrophilen Granulayten. Darstellung einer Diff-
quick gefarbten TBS-Probe eines mittelgradig an G&iBankten Pferdes (Nr. 15) mit
Uberwiegend polymorphkernigen neutrophilen Granglyz Bei den rosafarbenen

Schlieren handelt es sich um Mukus.
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Abb. 10: Verschiedene zytologische Befunde (1000\ergréRerung). (a) Massive
Ansammlung von eosinophilen Granulozyten im TBS diaer allergischen Bronchitis
oder differentialdiagnostisch auch bei Lungenwimmdselten). ) Intrazellulare

Streptokokken als Hinweis einer bakteriellen Atergsiefektion. €) Charcot-Leyden-
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Kristalle als typisches Zerfallsprodukt im TBS beiner COB. {) Abgel6ster
Flimmerepithelzellverband (Creolakdrperchen) im TBSntnahmebedingt. eX
Curschmannspirale im TBS, Sekretausgusse der Biaidhpischer Befund einer COB.
(f) Erythrozyten in der BAL, entnahmebedingt aufgrueities Epitheltraumas oder
differentialdiagnostisch  bei belastungsbedingtem ndanbluten (exercise-induced
pulmonary hemorrhage, EIPH).g)( Schaumiger Alveolarmakrophage (vergrof3ert),
typischer Befund einer COBh) Ubersichtsbild eines Zytospots einer BAL-Probé mi
Uberwiegend Makrophagen und Lymphozyten (Adsh. mit freundlicher Genehmigung
von Dr. A. May).

5.7 Rontgenologische Lungenuntersuchung

Zur Vervollstandigung der speziellen Lungenuntensung erfolgte zusatzlich
eine rontgenologische Untersuchung der Lunge méraiigitalen Rontgenanlage
(Multipuls-Rontgengenerator: Polydoros 80, Siem&etektorsystem: XDR1-M,

Veterinarmedizinisches Dienstleistungszentrum Gmlit$) wurden zwei latero-
laterale Aufnahmen des Thorax durchgefihrt, wologicahl der kranioventrale
(auf HOhe der Herzbasis) als auch der kaudodowsateil der Lunge getrennt
dargestellt wurden. Dazu wurde eine Gerateeinsigliton 125 kV und 14 mAs
sowie ein Film-Fokus Abstand von ca. 1,5 Metern d@atv Die Rontgenbilder
wurden hinsichtlich interstitieller Verschattungerund COB-typischen

Bronchienwandverdickungen beurteilt (GEHLEN et aRpP09) (Abb. 11;

Lungenscoring, Anhang).
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Abb. 11: Roéntgenbefund. Rontgenologischer Befund eines mittelgradig an COB
erkrankten Pferdes (Nr. 14). Mittelgradige intdislie Verschattung und

Bronchienwandverdickung.

6.  Scoringsystem

Anhand eines Lungenscoringsystems (COB-Lungensgofinhang), welches die
Ergebnisse der allgemeinen und speziellen Lungemunthung (Nasenausfluss,
Atemfrequenz und -typ, Lungenauskultation), artlErieBlutgase, sowie eine
endoskopische Untersuchung der Atemwege mit zyistbgr Untersuchung des
Tracheobronchialsekrets (TBS) bertcksichtigte, vear moglich, die Pferde,
entsprechend dem Schweregrad der Lungenerkrankyesurid, geringgradig,
mittelgradig oder hochgradig an COB erkrankte Rfgrédinzuteilen. In der

vorliegenden Studie kamen neben lungengesundenddpferPferde mit

mittelgradiger COB zum Einsatz (Tab. 4, S. 66).



IV. Material und Methoden 47

7. In vitro-Studie
7.1 Studiendesign und Ziel

Fur die in vitro-Studie wurden BAL-Proben von sieben mittelgradig GOB
erkrankten Pferden (Pferd Nr. 1, 2, 6, 7, 10, 1d 1®; mittleres Alter: 14,7 Jahre)
und vier gesunden Pferden (Pferd Nr. 8, 9, 11 uhdriittleres Alter: 12,3 Jahre)
gewonnen (Tab. 4, S. 66). Die Einteilung der Pferderde anhand der
vorhergehenden allgemeinen und speziellen Lungemauthung und der
entsprechenden Einteilung im Lungenscoringsystemrchdefiihrt  (vgl.

Lungenscoring, Anhang).

Die gewonnenen BAL-Zellen wurden im Labor mit véngdenen CpG-ODN-
Sequenzen inkubiert und daraufhin deren Zytokinesgion nach 24 Stunden
bestimmt. Ziel dein vitro-Studie war es eine geeignete CpG-ODN-Sequenz zur

Immunstimulation von BAL-Zellen zu identifizieren.

Gelatinenanopartikel (GNP) sollten dabei ihre Fkéig als molekulares

Transportsystem flr CpG-ODN bei equinen BAL-Zellenier Beweis stellen.

7.2 Bronchoalveolare Lavage (BAL)

Zur Gewinnung einer bronchoalveolaren Lavage (BAwrden die Patienten
mittels einer intravenésen (i.v.) Injektion von Detidin (0,01 mg/kg) (Albrecht
GmbH, Aulendorf, Deutschland) in di¥ena jugularis externasediert. Das
flexible Videoendoskop Olympus Evis CF Typ 230 Uy®@pus Europa GmbH,
Hamburg, Deutschland) wurde Uber den ventralen iNgs®y in die Trachea bis
vor die Aufzweigung der Hauptbronchien vorgescholi@nt erfolgte eine lokale
Anasthesie mit Mepivacain 2 % (5 ml) (Delta SeléambH, Pfullingen,
Deutschland) Gber den Arbeitskanal des Endoskops.

Die BAL wurde Uber einen separaten flexiblen BALtieter (Bivona Inc., Gary,
USA), welcher Uber die Nuster des Pferdes bis éngtlof3en Hauptbronchien der
Lunge geschoben und dort mittels eines aufblasiia#ians (Cuff) fixiert wurde,
durchgefuhrt. Dort platziert, wurden 50 ml/100 kderde, korperwarme

Kochsalzlésung fraktioniert eingegeben und sofartcd Aspiration mit Hilfe
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einer sterilen 100 ml-Spritze zurick gewonnen. ém Regel wurde auf diese
Weise 70 % der eingegebenen Flissigkeit, vermmsahsuspendierten Zellen der
Bronchialschleimhaut, zuriickgewonnen. Diese Spbkprder Lunge wurde im
Labor auf ihre Zellzahl und den Gehalt an immun@dgen Botenstoffen
(Zytokinen) mit Hilfe der ELISA-Technik untersucht.

Die endoskopische Untersuchung der Pferde dauartehschnittlich ca. 20
Minuten, wobei die BAL-Entnahme zehn Minuten davamsmachte. Die
Patienten wurden danach fiir ca. 1,5 Stunden niiclgnalten, bis die Wirkung

der Sedierung vollstéandig abgeklungen war.

7.3 Zellkultur der BAL-Zellen

Das heterogene Zellgemisch der BAL, Uberwiegendebesd aus neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten, wurde 1290 g fur sechs
Minuten zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Ulb@nsl zeitnah bei -80 °C
eingefroren, um den aktuellen Zytokinstatus zu ragsen. Die Gesamtzellzahl
wurde durch manuelle Auszahlung mittels einer NeebEahlkammer
(Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf, Deutschland) unitypanblau-Farbung
(Sigma-Aldrich, Muinchen, Deutschland), einer Leb@&iodFarbung, ermittelt
(Abb. 12).

Danach wurden jeweils 2 x 1@ellen pro well in einer 96-well plate (Techno
Plastic Products, Trasadingen, Schweiz) mit je 2B(RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) 1624 Zellkulturmedium (BiochroAG, Berlin, Deutschland)
pro well fur 24 Stunden bei 37 °C und 5 % (V/V) £&tmosphére in einem Hera
cell 150 Inkubator (Heraeus, Hanau, Deutschlankilibrert (Abb. 13, 14). Das
RPMI  Zellkulturmedium wurde zusatzlich mit 67,8g/ml Penicillin und

113 pug/ml Streptomycin sowie 10 % fetalem Kalberseru@lversetzt.
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Abb. 12: Neubauer Z&hlkammer. Heterogenes Gemisch von BAL-Zellen mit
Trypanblau-Farbung (Lebend-Tot-Farbung) in der Newp-Zahlkammer unter dem
Mikroskop.

4
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Abb. 13: BAL-Zellen in Zellkultur. Heterogenes Gemisch aus Makrophagen,
neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten aus d&t Bines COB-Pferdes (Nr. 2)
nach 24 Stunden Inkubation in RPMI Medium.
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Funf verschiedene CpG-ODN-Motive und eine Kontealisenz ohne CpG-Motiv
wurden jeweils in Dreifachanséatzen zu den BAL-Zelie Zellkulturmedium
gegeben (Abb. 14). Die Auftragung der BAL-Zellemwse der Positiv- und
Negativkontrollen auf der Zellkulturplatte erfolgteach einem festen Schema
(Tab. 1).

Tab. 1: Darstellung der Aufteilung der Proben auf ar Zellkulturplatte. Anordnung
der Positiv- und Negativkontrollen, sowie der esgjaten CpG-Klassen, jeweils mit und
ohne GNP auf der ELISA-Platte. Jede Probe wurdBredgachansatz aufgetragen.

1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12

A Neg. Neg. Neg. 0DN ODN 0DN ODN 0ODN ODN
Kontolle | Kontrolle | Kontrolle 2041 2041 2041 2041 2041 2041
BAL- BAL- BAL- + GNP | + GNP | + GNP
Zellen Zellen Zellen

B Pos. Pos. Pos. A A A A A A
kontrolle | kentrolle | kontrolle 0oDN ODN ODN ODN ODN ODN

2216 2216 2216 2216 2216 1216

BAL+ BAL+ BAL +
LIPS LIPS LPS + GNP | + GNP | + GNP

C Neg. Neg. Negz. B B B B B B
Kontolle | Kontrolle | Kontrolle 0DN ODN ODN ODN QDN ODN

2142 2142 142 2142 2142 2142
BAL- BAL- BAL-
Zellen Zellen Zellen + GNP | + GNP | + GNP

+ GNP +GNP | + GNP

D Pos. Pos. Pos. B B B B B B
kontrolle | kentrolle | komtrolle 0oDN ODN ODN ODN ODN ODN
2006 2006 2006 2006 2006 2006

L4 L4 L4
+ GNP | + GNP | + GNP
E Pos. Pos. Pos. C C C Cc C c
kontrolle | kentrolle | kontrolle 0DN ODN ODN ODN QDN ODN

M362 M362 M362 M362 M362 M362
IL-10 IL-10 IL-10
+ GNP | + GNP | + GNP

F Pos. Pos. Pos. (ol C C [o] C (o]

kontrolle | kentrolle | komtrolle 0oDN ODN ODN ODN ODN ODN
2395 2393 2395 2393 2393 2393
INF-y INF-y INE-y
+ GNP | + GNP | + GNP

G Neg. Neg. Neg.
Kontrolle | Konfrolle | Kontrolle

BAL- BAL- BAL-
Zellen Zellen Zellen

+HPW | +HPFW + HFW




I1l. Material und Methoden 51

Die Konzentration der CpG-ODN betrug 44/ml (0,014 mg/well). Dabei
wurden zwei Ansétze, einmal CpG-ODN ohne GNP undmal an GNP
gebunden, miteinander verglichen. Die Konzentralen GNP betrug hierbei
0,278 mg/well.

Um den Einfluss der CpG-ODN auf die equinen BALi&el bestimmen zu
konnen wurden nach 24 Stunden Inkubation die Zklkiberstande gewonnen
und mittels ,Equinen Sandwich-ELISA-Sets* (R&D Sasts, Minneapolis, USA)
untersucht. Im Hinblick auf den immunologischen tdmgrund wurden drei
Schlusselzytokine (IL-4, IL-10 und IFN- analysiert. Die Durchfihrung des
ELISA erfolgte entsprechend dem Protokoll des Hdest.

Abb. 14: Zellkulturplatte. Darstellung der Auftragung der verschiedenen CRINO
sowie der Positiv- und Negativkontrollen in der WéH Platte zusammen mit BAL-

Zellen und Zellkulturmedium.

7.4 CpG-ODN-Sequenzen

Folgende CpG-ODN-Sequenzen wurdenimyvitro-Versuch eingesetzt. Sie sind
nach Klassenzugehoérigkeit, Zuckerriickgrat und Bsesgmenz in Tab. 2
aufgelistet.
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Tab. 2: Darstellung der imin vitro-Versuch zum Einsatz gekommenen CpG-ODN-

SequenzenAufgeteilt in Zugehorigkeit zur Klasse, Zuckerrickgund Sequenz.

(ohne CpG Motive)

Klasse Zucker- | Sequenz
riickgrat
CpG-ODN A 2216 SS. 5°-G*G*G GGA CGA TCG TCG* G*G*G
PS*PD | *G*G- 3" (20 Basen)
CpG-ODN B 2142 ss. PS 5-TCG CGT GCG TTT TGT CGT TIT
GAC GTT- 3" (27 Basen)
CpG-ODN B 2006 ss. PS 5-TCG TCG TTT TGT CGT TIT GIC
GTT- 3 (24 Basen)
CpG-ODN € M3a2 ss. PS 5-TCG TCG TCG TTIC GAA CGA CGT
TGA T- 3" (25 Basen)
CpG-ODN C 2395 55, PS 5-TCG TCG TTT TCG GCG CGC GCC
G- 3" (22 Basen)
ODN 2041 ss. PS 5-CTG GTC TTT CTG GIT TIT TIC

TGG- 37 (24 Basen)

55 = single stranded (einzelstringig)
PS = Phosphothioesterzuckerriickgrat
PD = Phosphodiesterzuckerriickgrat

PS/PD = Riickgratchimire, bestehend aus emnem gemmschten Phosphothioester-

und Phosphodiesterzuckerriickgrat

7.5 Beladung der GNP mit CpG-ODN

Die Herstellung der GNP erfolgte entsprechend dewndardprotokoll von
COESTER und Mitarbeitern (2000) und wurde von H&ipl. pharm. Sebastian
Fuchs durchgefiihrt. Die GNP werden aus Gelatine Rypextrahiert aus
Schweinehaut (175 Bloom) und unter Verwendung vdumtg@Baldehyd (25 %),
Aceton und EDC Katalysator (1-ethyl-3-(3-dimethylaopropyl) carbodiimid)

gewonnen (Sigma, Taufkirchen, Deutschland). Die &hépersion (2 mg/ml)
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wurde zur Kationisierung mit 60 mg Cholamin undriig des Katalysators EDC
auf einen pH von 4,7 eingestellt. Die Dispersiorrdeudaraufhin bei konstantem
Schutteln mit 500 /min fir 30 Minuten bei Raumtenapar inkubiert. Daraufhin
wurden die Partikel zweimal bei 18000 g zentrifugiend unter aseptischen
Bedingungen gefiltert (1,2um). Die Konzentration wurde gravimetrisch
bestimmt. Als Verdinnungsmedium diente ,highly fied water* (HPW).

Die Partikelgrofe und Oberflachenladung (Zetap@Bntvurde vor und nach
Beladung mit CpG-ODN mit Hilfe des Zetasizer ZS NdMalvern Instruments,
Malvern, UK) in HPW in 10 mM NaCl bestimmt. Um dielloidale Stabilitat der
Dispersion aufrecht zu erhalten, hat sich eine &elg von 5 % als vorteilhaft
erwiesen. Die Konzentration der GNP betrug 3 mgnes ergab ein Volumen
von 90ul GNP pro well bei einem Gesamtvolumen von gi@ell.

Abb. 15: Zugabe der GNP-gebundenen CpG-ODN-Formulieing zu den BAL-
Zellen in Zellkultur. Zugabe der CpG-ODN- und der GNP-gebundenen CpG-ODN-
Formulierung zu den inkubierten BAL-Zellen in Zelltlurmedium unter der sterilen
Werkbank.

Die Oligodeoxynukleotide lagen als Lyophilisat vand wurden mit HPW zu
einer Arbeitskonzentration von 1 mg/ml verdinnt e -80 °C eingefroren.
76,5 pl der Arbeitskonzentration der GNP-Dispersion wurdei 230ul HPW

gegeben und 43,74l der jeweiligen CpG-Stammldsung erganzten den #&nsa
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(Abb. 15). Dies ergab eine Konzentration von 3 migBhNP und 0,15 mg/ml
CpG, was einer 5 % Beladung entspricht. Als Retergarden 0,15 mg/ml CpG-
Lésung von jeder Klasse (306,5 ml HPW, 43,F&€pG-ODN-Stammldsung) und
3 mg/ml GNP-Dispersion (274l HPW, 76,51ul GNP-Stammldsung) verwendet.
Alle Proben wurden 90 Minuten bei 22 °C und 300n/nm Thermomixer

(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) inkubiert

7.6 Sandwich-ELISA

Zur Verwendung in dieser Studie kam ein sogenanStrdwich-ELISA der
Firma R&D Systems (Minneapolis, USA). Das gesuclmatirliche oder
rekombinante Antigen (im vorliegenden Fall IL-4,-10 und IFNy) wird

zwischen zwei spezifischen Antikérpern gebunden wigvischen den
Brotscheiben eines Sandwichs (Abb. 16). Die veret ,DuoSets” sind
speziell zur Analyse von Zellkulturiberstanden lstgllt worden. Jedes

,DuoSet" enthalt Material um ca. finfzehn 96-wdkten analysieren zu kénnen.

Sandwich ELISA

Horseradish Peroxidase - @)
gebundener Antik 6rper O O Substrat

g o Farbumschlag
i o

Detection Antibody

Y Capture Antibody

ELISA Platte U

Abb. 16: Schemazeichung eines Sandwich-ELISADas zu detektierende Protein
(Target Protein) befindet sich zwischen den beiderikdrpern (Capture Antibody,
Detection Antibody), vergleichbar wie die Wurst gahen den Brotscheiben eines

Sandwichs, daher die Bezeichnung.
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Der erste Antikorper (,capture antibody*) wurde zeiner spezifischen
Arbeitskonzentration (,working concentration“) niBS (,phosphate bufferd salt
solution“: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM NdPQ,;, 1,5 mM KHPGO,,
pH 7,2 - 7,4; 0,2um filtriert) verdinnt und in einer Menge von 10@well auf die
daflr vorgesehenen ELISA-Platte (Thermo Fisher rififie, Rokshilde Site,
Danemark) pipettiert und bei Raumtemperatur UbechNakubiert. Er bildete

damit den Boden des ,Sandwichs"”.

Am darauffolgenden Tag wurden die nicht an den Boder ELISA-Platte
gebundenen Antikérper zur Vermeidung von Interfeeen durch dreimalige
Spulung und nachfolgende Aspiration mittels 400vell Waschpuffer (0,05 %
Tween in 20 PBS, pH 7,2 - 7,4) und des automatis¢hranuno Wash Modell
1575 (Bio-rad laboratories, Minchen, Deutschlandjfeent. Am Ende des
Waschvorgangs wurde eventuell verbliebene Resifjkiss durch kraftiges
Klopfen der umgedrehten Platte auf Zellstoff emtfer

Im nachsten Schritt wurden die frei gebliebenen ei®be zwischen dem
gebundenen ,capture antibody” mit 3Pidwell Blockpuffer (reagent diluent: 1 %
bovines serum albumin in PBS, pH 7,2 - 7,4, (n2 filtriert) geblockt. Damit
wurden unspezifische Bindungen an den Boden delSEiRlatte verhindert.
Dieser Vorgang benotigte mindestens eine Stundeubktionszeit bei
Raumtemperatur. Darauf folgend wurde der restlidBlckpuffer durch
dreimaliges Waschen und Aspirieren der Flussigkaeit Waschpuffer erneut

entfernt.

Nach dieser Vorbereitung der ELISA-Platte folgte dmentliche Ansatz. Dazu
wurden pro well 10Qu Probenmaterial bzw. Standard aufgetragen undPtiite

mit einer adhasiven Folie bedeckt und zwei Stuntben Raumtemperatur
inkubiert. Das Auftragen der Zellkulturiberstandéolgte unter einer sterilen
Werkbank (,laminar flow") (Hera safe Sicherheitswiesink, Heraeus, Hanau,
Deutschland), um Kontaminationen der lebenden Balleh zu vermeiden
(Abb. 17). Die Proben wurden nach einem festen i@ahaufgetragen (Tab. 3).
Anschlie3end wurde der dreimalige Waschvorgang eviealt, um ungebundenes
Probenmaterial zu entfernen. Im Anschluss wurdefi fldwell des in der

entsprechenden Arbeitskonzentration mit ,reageloiedi” verdiinnten ,detection

antibody“ hinzugegeben und die Platten erneutigi Stunden inkubiert.
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Abb. 17: Arbeit unter der sterilen Werkbank. Ubertragen der Zellkulturiiberstande auf
die drei ELISA-Zytokinplatten mittels 12-Kanal-Migipette.

Nach Ablauf der Zeit wiederholte sich der dreimali/aschvorgang. Es folgte
die Zugabe des an Streptavidin gebundenen Enzym$deseradishperoxidase*
(HRP) (Abb.16). Auch dieses Reagenz wurde zuvordeém entsprechenden
Arbeitskonzentration mit ,reagent diluent hergdste 100 pl/well der

Streptavidin-HRP wurden zugegeben und fir 20 Mimutei Raumtemperatur

unter Vermeidung von direktem Lichteinfall inkulier

Ein dreimaliger Waschgang entfernte wiederum ungdboes Reagenz. Zur
Sichtbarmachung der Reaktion wurde nun Ll@ell eines Substrats zugegeben
und 20 Minuten bei Raumtemperatur unter Vermeidewogdirektem Lichteinfall
inkubiert. Diese ,substrate solution“ bestand aumerel:1 Mischung von ,color
reagent A* (HO,) und ,color reagent B* (Tetramethylbezidin). Eggte sich
eine blaue Verfarbung, wenn die Proben positivdés entsprechende Zytokin

waren.

Um die Reaktion zu stoppen wurden@@vell einer ,stop solution® (2 N E5Oy)
zugegeben und die Platte sanft geklopft, um einevaidfreie Vermischung zu
garantieren. Es zeigte sich ein Farbumschlag natih (@\bb. 18), welcher nun
photometrisch mittels des Wallac Victokultilabel Counter (Perkin Elmer,
Fremont, USA) quantitativ photometrisch bei 450 Imestimmt werden konnte.
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Tab. 3: Aufteilung der Proben auf der ELISA-Platte. Hier beispielhaft fir IL-10

dargestellt.
1 2 3 1 z 7 8 ] 10 11 12
) Neg. Nez Neg. ODN | ODN | ODN | ODN | ODN | ODN
Smﬂd” E‘mgd‘“ kon- | kom- | kon- 2040 | 2041 | 2041 | 2041 | 2041 | 2041
A 20000 20000 trolle trolle trolle o | caw | <o
peoml | pgml | ppyg | mPMI | RPMI
. Neg. Neg Neg. CpGA | CpGA | CpGA | CpGA | CpGA | CpGA
Standar | Standar | pop’ | kon | kow ODN | ODN | ODN | ODN | ODN | ODN
B | 0000 | 10000 | trolle | tolle | trolle 216 | 216 | 2216 016 | 216 | 2216
pgml | pgml | pgg | pRs | PBS +GNP | GNP | + GNP
Nez. Neg Neg. CpGB | CpGB | CpGB | CpGE | CpGEB | CpGB
kon- kon- | kon- ODN | ODN | oDN | ODN | ODN | ODN
Standar | Standar | trolle | trolle | trolle 2142 | 2142 2142 2142 242 | 2142
d 5000 | d 5000
C pg/ml pz/ml Reag Reag. Feag. +GNP | +GNF | + GNP
diluent diluent | diluent
CpGB | CpGB | CpGB | CpGB | CpGB | CpGB
Standar | Standar | BAL | BAL | BAL ODN | ODN | ODN | ODN | ODN | ODN
D | d 2500 | d 2500 2006 | 2006 | 2006 2006 | 2006 | 2006
pg/ml pgml Zellen Zellen Zellen
+GNP | +GNP | +GNP
Pos. Pos. Pos. CpGC | CpGC | CpGC | CpGC | CpGC | CpGC
) kon- kon- kon- ODN | ODN | ODN | ODN | ODN | ODN
E imf,,'i“; 3“{’&% trolle | trolle | trolle M362 | M3&2 | m3s2 | w32 | M3&r | M362
pgml | pgml | par | Ba1 | BAL +GNP | +GNP | +GNP
+IPS | +IPS | +IPS
CpGC | CpGC | CpGC | CpGC | CpGC | CpGC
Standar | Standar | BAL- | BAL- | BAL- ODN | ODN | OoDN | ODN | ODN | ODN
F |d 625 | d 625 | Zellen | Zellen | Zellen 2395 2305 2305 2305 2395 | 2395
peml | pzml | +GNP | + GNP | + GNP
+GNP | +GNP | +GNP
Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos.
Standar | Standar BAL- BAL- BAIL- kon- kon- kon- kon- kon- kon-
G | 43125 | d3125 | Zellen | Zellen | Zellen trolle | ftrolle | trolle | trolle | twolle | trolle
peml | pgml | +EPW | +HPW | + HPW
INF.y | INF-y | INF-y L4 | IL4 L4
Standar | Standar Uber- Uber- Uber- Pos. Pos. Fos.
H d d stand stand stand koﬁ' k W'H ;CDE'
15625 | 15625 | BAL- | BAL- | BAL- rofle | tro olle
peg/ml pe/ml Zellen | Zellen Zellen IL-10 IL-10 IL-10

Die Nachweisgrenzen der verwendeten ELISA-Setsnldoge 15,6 — 2000 pg/ml
(IL-4), 156,2 — 20000 pg/ml (IL-10) und 31,2 — 4006/m! (IFN<). Die aus den
Absorptionen berechneten Werte wurden durch Suiirakder Werte von

unbehandelten BAL-Zellen korrigiert, welche als Btagkontrollen dienten.
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Abb. 18: ELISA-Farbreaktion. Nach Zugabe des Substrats kommt es durch den
Enzym-gekoppelten Sekundarantikorper zu einer bl&sbbildung ). Diese Reaktion
wird nach 20 Minuten durch Zugabe von Schwefels@astoppt, wodurch es zu einem

Farbumschlag nach gelb kommt, welcher photomethbestimmt wird 1§).

7.7 Zellvitalitats-Test (MTT-Test)

Zur Uberprifung der Uberlebensrate der BAL-Zellaem24 Stunden Inkubation
mit CpG-ODN und GNP wurde jeweils ein so genanM@&iT-Tetst durchgefihrt.
Es handelt sich dabei um einen Zytotoxizitats-TBs& Zellen wurden dazin
vitro mit dem namensgebenden Farbstoff, einem gelbemazidiumsalz,
behandelt, um ihre Lebensfahigkeit und den Anebehder Zellen im Vergleich

zu einer Kontrollprobe von Zellen zu messen.

Der Nachweis der Zellvitalitat mittels MTT-Test bat auf der Reduktion des
gelben, wasserldslichen Farbstoffs 3-(4,5-Dimethgtol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in ein blau-violet, wasserunlosliches
Formazan (Abb. 19) (BERRIDGE und TAN, 1993). DiedBktion des MTTs ist
dabei hauptséchlich von den pyridinhaltigen Redulgaquivalenten NADH und
NADPH, welche sich im endoplasmatischen Retikuluen delle befinden, und
nur teilweise von Succinat abhangig (BERRIDGE uiNT 1993). Die Menge
des umgesetzten und gemessenen Farbstoffs entsgaictit der Glykolyserate

der Zellen.
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Abb. 19: Zellvitalitats-Test (MTT-Test). Bildung des unléslichen Formazan (lila) nach
Zugabe von MTT-Reagenz als Mal? fur die Glykolysedsr Zellen.

Nach der Gewinnung des Uberstandes zur ELISA-Umttsng wurden die
verbliebenen Zellpellets mit je 150 pul MTT Arbedsung, bestehend aus 82 %
PBS (7,2 ml), 9 % FCS (800 pl) und 9 % einer 5 mgiid T Stammlosung
(800 pl), resuspendiert. Jeweils 150 pl MTT Reagemrde pro well dazu
gegeben. Danach wurde dieser Ansatz fur zwei Stubée37 °C und 5 % CO
Atmosphére inkubiert. Daraufhin erfolgte eine eteewentrifugation der
Zellkulturplatte bei 1200 g fur sechs Minuten. D#erstand wurde verworfen
und jeweils 20Qul/well Dimethylsulfoxid (DMSO) (Biotech GmbH & CXKG,
Emmerich, Deutschlandzu dem gebildeten Formazan hinzu gegeben. Alle
Proben wurden darauf bei 530 nm photometrisch rnesti
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8. In vivo-Studie
8.1 Studiendesign und Ziel

Die zuvor imin vitro-Versuch am effektivsten in Bezug auf eine Hochlaigun
von IL-10 und IFNy bei equinen BAL-Zellen identifizierte CpG-ODN-Semz
(CpG-ODN A 2216), wurde daraufhin im vivo-Versuch gesunden und an COB
erkrankten Pferden inhalativ verabreicht. Hierberaen insbesondere die lokale
und systemische Vertraglichkeit und die therapeb&sWirkung untersucht. Die
in vivo-Studie wurde als Tierversuch von der Regierung Vperbayern
genehmigt (Nr. 55.2-1-54-2531-31-10).

Folgende drei Gruppen wurden fur dievivo-Studie etabliert. Die erste Placebo-
kontrollierte Gruppe (n = 4) beinhaltete gesund#viduen (Pferd Nr. 3, 4, 5 und
8; mittleres Alter = 7,3 Jahre), die zweite Gruggpe= 4) ebenfalls bestehend aus
gesunden Pferden (Pferd Nr. 9, 11, 12 und 13; endtsl Alter = 10,5 Jahre) zur
Vertraglichkeitsstudie und schlie3lich die dritteu@pe (n = 4) mit mittelgradig
erkrankten COB-Pferden (Pferd Nr. 1, 2, 6 und #tlenes Alter 18,3 Jahre) als

Wirksamkeitsstudie.

Im Rahmen der Vertraglichkeitspriufung der Formuingr wurden gesunde Pferde
mit der GNP-gebundenen CpG-ODN-Formulierung inlnalidum Nachweis, das
GNP auch beim Pferd immunologisch inert sind, wardesunde Pferde nur mit
Wasser und GNP inhaliert. Zur Uberprifung einesaiheutischen Effekts der
CpG-ODN in vivo wurden COB-Pferde mit der GNP-gebundenen CpG-ODN-

Formulierung inhaliert.

Die Pferde wurden vor und nach den Inhalationemiddh, endoskopisch,
laborchemisch und zytologisch untersucht. Aus @evejls frisch gewonnenen
BAL wurde der aktuelle Zytokinstatus der Lunge éxé.



I1l. Material und Methoden 61

8.2 Vertraglichkeit

Bei allen inhalierten Pferden wurden vor und nacinalation Blutproben
genommen, um mogliche systemische Reaktionen zktiten. Im Speziellen
standen Fibrinogen als unspezifischer Entzindundgsna sowie ein
Differentialblutbild im Vordergrund der laborchemigen Untersuchung.
Desweiteren erfolgte eine ausfuhrliche klinischetddsuchung der Pferde im
Hinblick auf lokale oder systemische Reaktionen.

8.3 BAL-Gewinnung

Die Gewinnung der BAL fur dem vivo-Versuch erfolgte entsprechend wie beim
in vitro-Versuch (S. 47f) bereits beschrieben. Auch beimaivo-Versuch wurde
die BAL direkt nach Entnahme bei 1200 g fur sechisutén zentrifugiert und der
Uberstand bei -80 °C eingefroren. Der so asseevidhterstand diente als Marker
fur den aktuellen Zytokinstatus in der Lunge detetsuchten Patienten.

8.4 Zytokinbestimmung aus BAL

Der eingefrorene Uberstand wurde mit Hilfe einegjyBen Sandwich-ELISA-
Sets* (R&D Systems, Minneapolis, USA) analysiemn Hinblick auf den
immunologischen Hintergrund des zu erwartenden THR/Shifts wurden die
Schlusselzytokine IL-4, IFN- und IL-10 bestimmt. Der ELISA wurde
entsprechend dem Protokoll des Herstellers durcihgef

8.5 CpG-ODN und GNP

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse idesitro-Versuchs kam imn
vivo-Versuch die einzelstrangige A Klasse 2216 CpG-OBDNZ*G*G GGA
CGA TCG TCG* GG*G *G*G-3™ (* = Phosphothioesterriickgrat; die anderen
Basen besitzen ein Phosphodiesterriickgrat), bewtelaeis 20 Basen, zum
Einsatz. Sie wurde von der Firma Biomers GmbH (Ubeutschland) bezogen.
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Die Herstellung der GNP erfolgte entsprechend ddandardprotokoll nach
COESTER und Mitarbeiter (2000) und wurde von Dpgilarm. Sebastian Fuchs
durchgefuhrt. Die Vorbereitung der GNP und ihre a8lelhg mit CpG-ODN
erfolgten analog der Beschreibung imvitro-Versuch. Die Konzentration der
eingesetzten A Klasse betrug 18§ pro Inhalation, gebunden an 3,75 mg GNP
und gel6st in 2,5 ml HPW. Dies entspricht 1,5 mg@NP und 0,075 mg/ml
CpG-ODN.

8.6 Inhalationsprotokoll

Die Inhalation der GNP-gebundenen CpG-ODN erfoigittels eines geeigneten
Inhalationssystems. Dieses bestand aus dem ,Ediate” (Equine HealthCare
Aps, Hoersholm, Danemark), welcher tber ein 90°%falar mit dem ,AeroNeb
Go Mash Vibrator” (Aerogen, Galway, Irland) verbendvurde (Abb. 20).

Abb. 20: Patentierte Inhalationsvorrichtung. Im Rahmen der Studie wurde in
Zusammenarbeit mit Dipl. pharm. S. Fuchs eine pigiéa Kombination aus ,AeroNeb
Go Mash Vibrator* und ,Equine Haler" fur dig vivo-Inhalationsstudien am Pferd

entwickelt PatentnummelEP10002266).

Die Inhalationszeit betrug ca. zehn Minuten proalation und wurde mit einem
Abstand von zwei Tagen zur vorhergehenden Inhalatioirchgefihrt. Im
Rahmen der Vertraglichkeitsprifung der Formuliervmgrden gesunde Pferde
(n = 4) dreimalig mit der GNP-gebundenen CpG-ODMnfdierung inhaliert.
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Zum Nachweis, das GNP auch beim Pferd immunologisent sind, wurden
gesunde Pferde (n = 4) dreimalig nur mit Wasser GNP (Placebo) inhaliert.
Zur Uberprifung eines therapeutischen Effekts deG<©DN in vivo wurden
COB-Pferde (n = 4) funfmalig mit der GNP-gebunden&pG-ODN-
Formulierung (CpG-GNP) inhaliert. Die Inhalationegrforderten keinerlei
Ruhigstellung, Fixierung oder sonstige Zwangsmaftiregh am Patienten
(Abb. 21). Die Dosierung der eingesetzten CpG-ODbBbErsion betrug 0,18 mg
pro Inhalation pro Pferd und 3,75 mg GNP pro Intiatepro Pferd.

Nach drei Inhalationen erfolgte bei allen Pferdemee endoskopische
Kontrolluntersuchung  mit  Blutentnahme, TBS-Probenund  BAL-

Probenentnahme. Daraufhin wurden bei den COB-Pierdevei weitere
Inhalationen angeschlossen, so dass insgesaminfialationen pro COB-Pferd
durchgefuhrt wurden. Im Anschluss daran wurde didtted und letzte
endoskopische Kontrolle der Lunge vorgenommen. 8mnspricht in der
Durchfiihrung den beiden vorangegangenen. Die gesuRderde erhielten nur

drei Inhalationen und entsprechend auch nur zwetefrdachungen, da kein

weiterer Effekt zu erwarten war.

Abb. 21: Inhalation. Darstellung deiin vivo-Anwendung des kombinierten Einsatzes
von ,Equine Haler* und ,AeroNeb Go Mash VibratorhaPferd.
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9. Statistische Analysen

Die Daten zur Zytokinquantifizierung aus den ELI&Agebnissen und MTT-
Tests wurden mit Hilfe der Prism 5 Software (Gragghgoftware Inc., La Jolla,
USA) ausgewertet. Zur Berechnung der statistiscBagnifikanz wurde ein

ungepaarter Studemitest angewandt, um Unterschiede zwischen unabpémgi
Gruppen wie beispielsweise der Stimulation von efelbei an COB erkrankten
Pferden gegenuber Zellen von gesunden Pferden sturmeen. P < 0,05 wurde
als statistisch signifikant festgesetzt. Die gewsmren Daten wurden als

Mittelwerte £ S, D, ausgedrickt.
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IV Ergebnisse

1. Ergebnisse der der klinischen Lungenuntersuchung
1.1 Allgemeinuntersuchung

Das Allgemeinbefinden aller in dieser Studie autgemenen finfzehn Pferde
war ungestort. Vorberichtlich war bei vier Pferd@dr. 1, 2, 14 und 15) eine
chronische Lungenerkrankung bekannt. Uber die Dalmr Vorerkrankung
konnte hingegen keine genaue Angabe gemacht werlenRahmen der
klinischen Allgemeinuntersuchung konnte bei sieBéerden (Nr. 1, 2, 6, 7, 10,
14 und 15) eine erhdhte Ruheatemfrequenz (durch#mim20 Atemzige pro
Minute), ein abdominal verstarkter Atemtyp und sem&dser Nasenausfluss
beobachtet werden. Acht Pferde (Nr. 3, 4, 5, 8,19, 12 und 13) waren
vorberichtlich lungengesund. Bei diesen Pferdegteai sich bei der klinischen

Allgemeinuntersuchung keine von der Norm abweickar@arameter.

1.2 Spezielle Lungenuntersuchung

Bei drei Pferden (Nr. 6, 7 und 10) wurde die chsohe Lungenerkrankung erst
im Rahmen der speziellen Lungenuntersuchung digigres. Die vorberichtlich
bestehende chronische Lungenerkrankung der Pferd&, R, 14 und 15 konnte
zusammen mit den Ergebnissen der klinischen Allgeaméersuchung und der
speziellen Lungenuntersuchung bestéatigt werden. Ben chronischen
Lungenerkrankungen handelte es sich in allen Faliem eine chronische
obstruktive Bronchitis. Der Schweregrad der diagim@sten COB wurde bei den
fur diese Studie verwendeten sieben Pferden (N2, B, 7, 10, 14 und 15) als
mittelgradig eingestuft (vgl. Lungenscoring, Anhan®ie vorberichtlich acht
gesunden Pferde (Nr. 3, 4, 5, 8, 9, 11, 12 undetB)esen sich auch nach der
speziellen Lungenuntersuchung als lungengesund.fiDiglie in vitro- und in
vivo-Studie verwendeten Pferde sind in Tab. 4 nach AlB®schlecht, Rasse,

Gewicht, Nutzung und Lungenstatus aufgelistet.
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Tab. 4: Patientengut derin vitro- und in vivo-Studie. Die Pferde sind jeweils nach

Alter, Geschlecht, Rasse, Gewicht, Nutzung und keuastatus aufgelistet

Nr: | Alter | Geschlecht | Rasse | Grofie | Gewicht | Nutzung | Status
[Jahre] [cm] [ke]
1 20 2 5 162 475 2 1
2 22 2 1 157 516 1 1
3 3 2 ] 142 430 1 2
4 6 3 2 86 165 2 2
5 6 1 2 83 152 2 2
6 20 1 1 156 563 1 1
7 11 1 1 163 510 1 1
8 14 1 4 152 470 1 2
9 11 1 1 161 553 1 2
10 12 1 1 149 473 1 1
11 12 1 1 158 490 1 2
12 12 1 1 158 530 1 2
13 7 1 1 152 465 1 2
14 6 1 3 175 530 3 1
15 12 3 7 165 480 2 1
Geschlecht: 1 = Stute Rasse: 1 = Traber Nutzung: 1 = Zucht
2 = Hengst 2 =Pony 2 = Freizeit
3 = Wallach 3 = Warmblut 3 = Sport
4 =Vollblut
5 = Pura Raza Espanol (PRE)
6 = Haflinger
7 = Knabstrupper
Lungenstatus: 1 =COB
2 = gesund
2. In vitro-Ergebnisse

2.1 Zytokinfreisetzung in Zellkultur nach CpG/CpG-GNP-Stimulation

2.1.1 IL-10-Freisetzung

Um den Einfluss von GNP-gebundenen CpG-ODN (CpG-GNPVergleich zu
l6slichen CpG-ODN (CpG) auf die Zytokinfreisetzuragis BAL-Zellen zu
identifizieren wurden sechs verschiedene Sequemageinander verglichen.
Unter den drei bestimmten Zytokinen (IL-10, IL-4dutFN-y) zeigte IL-10 die
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hochsten Freisetzungswerte. Als durchgehende Bktubayx zeigte sich, dass
Zellen von gesunden Pferden signifikant (@ 0,0047) hohere IL-10
Konzentrationen freisetzten als Zellen von COB-ter In Abb. 22 ist dies flr

die Stimulation durch Iésliche CpG dargestellt.

Im Vergleich zu allen untersuchten Sequenzen zeaigeA-Klasse 2216 die
hochsten IL-10 Konzentrationen sowohl bei BAL-Zelkeon gesunden Pferden
(400 pg/ml) als auch bei Zellen von COB-Pferden0(pg/ml). Dagegen zeigten
die B-Klassen (CpG-ODN 2142 und CpG-ODN 2006) urdi&ssen (CpG-ODN

M362 und CpG-ODN 2395) beinahe identische IL-10datzungsverhalten
innerhalb ihrer Klasse. Die Werte der Freisetzurggen dabei relativ niedrig
(125 pg/ml) bezogen auf BAL-Zellen von COB-PferdBie C-Klassen setzten in
Zellkultur von gesunden Pferden hoéhere Konzentnatiovon IL-10 frei (350

pg/ml) als die untersuchten B-Klassen (200 pg/ml).

In Abb. 23 ist die IL-10-Freisetzung durch GNP-gettene CpG-ODN (CpG-
GNP) dargestellt. Am auffalligsten hierbei ist dignifikant (p = 0,0051) hohere
Freisetzung von IL-10 bei Zellen von gesunden Rferdes Weiteren induzierte
CpG-GNP A 2216 die hochsten IL-10 Konzentrationg$0(pg/ml) und Ubertraf
damit sogar die Konzentrationen durch die l|6slichepG (Abb. 23). Im

Gegensatz dazu fallen die IL-10 KonzentrationercldlU€pG-GNP Stimulation
alle niedriger aus als bei l6slichen CpG. AulRerdiamd die Werte innerhalb der
B- und C-Klasse nicht homolog, was in diesem Faihee deutliche

Unterscheidung der beiden Klassen unter diesen&hadsh ermdglicht.
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Abb. 22: IL-10-Freisetzung mit ldslicher CpG-Formulierung. IL-10-Freisetzung
[pa/ml] aus BAL-Zellkulturen von an COB erkrankt¢achwarze Balken mit n = 7
Pferde) und gesunden Pferden (weil3e Balken mit 4 RBferde) nach Inkubation mit
verschiedenen ldslichen CpG-Formulierungen. NatiBAL-Werte wurden als

Negativkontrolle bereits abgezogen. Dargestelltet®V&nd somit bereits korrigiert.
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Abb. 23: IL-10-Freisetzung mit CpG-GNP-Formulierung. IL-10-Freisetzung [pg/mi]

aus BAL-Zellkulturen von an COB erkrankten (schwaBalken mit n = 7 Pferde) und
gesunden Pferden (weil3e Balken mit n = 4 Pferdel makubation mit verschiedenen
CpG-GNP-Formulierungen. Native BAL-Werte wurden &egativkontrolle bereits
abgezogen. Dargestellte Werte sind somit berertsgkert.
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2.1.2 IL-4-Freisetzung

Im Gegensatz zur IL-10-Freisetzung zeigten sichdeei IL-4-Freisetzung nach
Stimulation mit den sechs verschiedenen ODN kesnsignifikante Unterschiede
(p = 0,6140) zwischen den Zellen von gesunden u@B-&ranken Pferden
(Abb. 24). Beide Gruppen (Zellkulturen von gesundad COB-Pferden) zeigten
insgesamt niedrige absolute Werte und groR3e Schwaek zwischen- und
untereinander. Jedoch, wie in Abb. 25 aufgezeigiide ein hoch signifikanter
Unterschied fur die IL-4-Freisetzung bei GNP-gelrmeh CpG-ODN (CpG-
GNP) zwischen Zellkulturen von gesunden und krankderden festgestellt
(p = 0,0010). Diese Werte (Abb. 25) sind im Gegenga denen der Zellen von
COB-Pferden negativ. Die Werte der GNP-gebundenp&-ODN-stimulierten

Zellkultur von COB-Pferden sind vergleichbar miinda fir |6sliche CpG-ODN

(p = 0,9469). Des Weiteren reduzierten GNP-gebuadepG-ODN die IL-4-

Freisetzung bei Zellen von gesunden Pferden sigmfimehr (p = 0,0018) als die
l6slichen CpG-ODN (Abb.25).
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Abb. 24: IL-4-Freisetzung mit I6slicher CpG-Formulierung. IL-4-Freisetzung [pg/ml]
aus BAL-Zellkulturen von an COB erkrankten (schwaBalken mit n = 7 Pferde) und
gesunden Pferden (weil3e Balken mit n = 4 Pferdel makubation mit verschiedenen
l6slichen CpG-Formulierungen. Native BAL-Werte weindals Negativkontrolle bereits
abgezogen. Dargestellte Werte sind somit berertsgkert.
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Abb. 25: IL-4-Freisetzung mit CpG-GNP-Formulierung. IL-4-Freisetzung [pg/ml] aus
BAL-Zellkulturen von an COB erkrankten (schwarzelk@a mit n = 7 Pferde) und
gesunden Pferden (wei3e Balken mit n = 4 Pferdeh makubation mit verschiedenen
CpG-GNP-Formulierungen. Native BAL-Werte wurden &egativkontrolle bereits
abgezogen. Dargestellte Werte sind somit bereitsgkert. Negative Werte ergeben sich
daher, dass Zellen von gesunden Pferden im Velgleicunbehandelten BAL-Zellen
(nativ) weniger IL-4 freisetzten. Die nativen BAlelfen wurden als Nullwert festgesetzt.

Es handelt sich also nicht um negative ELISA-Werte.

2.1.3 IFN-y-Freisetzung

In Abb. 26 ist die Freisetzung von IFN-aus Zellkulturen von an COB
erkrankten und gesunden Pferden nach Stimulatiohdsiichen CpG aufgezeigt.
Insgesamt zeigt sich kein signifikanter Unterschiedschen den beiden Gruppen
(p = 0,3514). Jedoch wiesen die sechs untersucdidv unterschiedlich Effekte
auf. Wie bereits bei IL-10 auffallig, setzte diek#dasse CpG-ODN 2216 auch hier
am meisten IFN- frei. Bei Zellen von COB-Pferden betrug der Wert
94 £ 10 pg/ml und bei Zellkulturen von gesundenrdda 135 + 19 pg/ml. Alle
anderen untersuchten ODN zeigten deutlich niedri¢g@mzentrationen zwischen
15 und 50 pg/ml (Abb. 26). Eine Tendenz zu hohefamzentrationen bei

Zellkulturen von gesunden Pferden konnte beobagreeden, war aber statistisch
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nicht signifikant. Im Gegensatz dazu zeigten GNBugelene ODN (CpG-GNP)
einen deutlichen Unterschied in der IfFNFreisetzung zwischen Zellkulturen von
gesunden und kranken Pferden (p = 0,0080) (Abb.2abei flhrte wiederum die
A-Klasse 2216 zu der hochsten IFNFreisetzung, in Zellkulturen von gesunden
Pferden im Mittel zu 76 £ 14 pg/ml und bei ZelleonvCOB-Pferden zu 25 + 10
pg/ml. Es konnte somit ein statistisch signifikanténterschied nachgewiesen
werden (p = 0,0530). Im Gegensatz dazu konnte kedw® nur eine marginale
Freisetzung von IFN-aus Zellkulturen von COB-Pferden festgestellt werd
wobei kein statistisch signifikanter Unterschied Hellkulturen von gesunden
Pferden nach Stimulation mit CpG oder CpG-GNP fedtdlen war (p = 0,4530).
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Abb. 26: IFN-y-Freisetzung mit loslicher CpG-Formulierung IFN-y-Freisetzung
[pg/ml] aus BAL-Zellkulturen von an COB erkrankt¢achwarze Balken mit n = 7
Pferde) und gesunden Pferden (weil3e Balken mit 4 RBferde) nach Inkubation mit
verschiedenen ldslichen CpG-Formulierungen. NatiBAL-Werte wurden als

Negativkontrolle bereits abgezogen. Dargestelltet®V&nd somit bereits korrigiert.
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Abb. 27: IFN-y-Freisetzung mit CpG-GNP-Formulierung. IFN-y-Freisetzung [pg/ml]

aus BAL-Zellkulturen von an COB erkrankten (schveaBalken mit n = 7 Pferde) und
gesunden Pferden (wei3e Balken mit n = 4 Pferdeh makubation mit verschiedenen
CpG-GNP-Formulierungen. Native BAL-Werte wurden &egativkontrolle bereits
abgezogen. Dargestellte Werte sind somit bereitsgkert.

2.2 MTT-Test

Um den Einfluss der ODN und GNP-gebundenen ODN n2adéhStunden
Inkubation auf die Uberlebensrate und Zellvitalititr BAL-Zellen zu priifen,
wurden von allen Zellkulturen (sowohl von COB-Pfancals auch von gesunden
Pferden) MTT-Tests durchgefuhrt. Dabei wurden Nigte (Zellen von COB-
Pferden auf der einen Seite mit CpG oder CpG-GNe® Zgilen von gesunden
Pferden auf der anderen Seite ebenfalls mit CpG G@&-GNP inkubiert) aus
den individuellen Uberlebensraten der Zellen gaiilfAbb. 28). Als 100 %-
Werte dienten unbehandelte BAL-Zellen nach 24 Staridkubation.

In der gesunden Gruppe konnte dabei kein signiféatunterschied in der
Uberlebensrate der Zellen zwischen I6slichen Cp@r @@pG-GNP festgestellt

werden. AulRerdem zeigte sich auch kein signifikabteterschied innerhalb der
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sechs untersuchten ODN im Hinblick auf die ZellM#. Die niedrigsten
Uberlebensraten ergaben sich bei Zellen von COBdBfg welche mit I6slichen
ODN inkubiert wurden (69,7 % * 6,6 %). Im Gegensddzu zeigten Zellen von
COB-Pferden, die mit CpG-GNP inkubiert wurden, dignifikant hdchste
Uberlebensrate (im Mittel 104,3 % + 6,4 %) (p <(D0D).

So waren beispielsweise signifikante Unterschiedischen Zellen inkubiert mit
CpG-ODN 2216 A-Klasse und Zellen mit GNP-gebunde@ei-ODN 2216 A-
Klasse vorhanden (p = 0,0405). Jedoch betrug ditenai Uberlebensrate der
Zellen von gesunden Pferden, welche loslichen Cp&yesetzt waren 94,2 %
+ 4,0 % und mit CpG-GNP Anwendung 91,7 % + 8,0 %erbki zeigten sich
keinerlei signifikante Unterschiede (p = 0,5120ucA bei der Anwendung von
CpG-ODN 2216 A-Klasse war kein signifikanter Untdigd vorhanden
(p = 0,5319). Dartber hinaus differierten die Zelleon COB und gesunden
Pferden nicht in ihrer Vitalitat nach Inkubationtr®@NP-gebundener CpG-ODN
2216 A-Klasse (p = 0,8080).
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Abb. 28: Zellvitalitdt im MTT-Test . Vergleich der Zellvitalitat [%] von BAL-Zellen
von gesunden (n = 4) und an COB erkrankten Pfefalen?7) jeweils mit 18slichen CpG-
oder CpG-GNP-Formulierungen. Als 100 %-Werte dientmbehandelte BAL-Zellen

nach 24 Stunden Inkubation.



V. Ergebnisse 74

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass BAL-Zellen €OB-Pferden
signifikant hohere Uberlebensraten im MTT-Test iigwenn sie mit CpG-GNP
inkubiert wurden, im Vergleich zu l6slichen ODN.eSer Unterschied konnte bei

BAL-Zellen von gesunden Pferden nicht beobachtetem

3. In vivo-Ergebnisse
3.1 Einfluss der Inhalation aufin vitro Zellkultur

3.1.1 IL-10-Freisetzungin vitro

Um die Effizienz der angewandten Inhalationstherapu beurteilen, wurden
BAL-Zellen vor und nach funf Inhalationen bei COReRlen, sowie bei

gesunden Pferden gewonnen. Dabei dienten die Vdertgesunden Pferde vor
Inhalation als physiologische Referenzparametez.dewonnenen Zellen wurden
in vitro mit je sechs verschiedenen ODN in Zellkultur stietttund daraufhin die

Zytokinexpression bestimmt. Anhand der vorliegendenvitro-Daten konnte

insbesondere im Hinblick auf die IL-10-Freisetzugig deutlicher Anstieg bei

COB-Pferden nach Inhalation beobachtet werden (28h.
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Abb. 29: In vitro IL-10-Freisetzung aus BAL-Zellen von COB-Pferden @r und nach
funf Inhalationen. Die IL-10-Freisetzung [pg/ml] aus BAL-Zellen vonOB-Pferden
stiegin vitro sowohl bei Inkubation mit CpG-GNP-Formulierungdige Balken) als auch

mit |0slichen CpG (weil3e Balken) nach funf Inhalagn der COB-Pferde signifikant an.
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Abb. 30 zeigt dien vitro IL-10-Freisetzung im Klassenvergleich nach CpG-GNP
Stimulation in Zellkultur aus BAL-Zellen vor und cta Inhalation der COB-
Pferde mit GNP-gebundener CpG-ODN A 2216. Die gnaBalken stehen fur
BAL-Zellen in Zellkultur, gewonnen nach fiinfmaligénhalation der COB-
Pferde. Die Inhalation stimulierte die Zellenvivo,was zu einer erhdhten IL-10-
Freisetzung in Zellkultur (Vergleich schwarze Balkend graue Balken) fiihrte.
Die physiologischen IL-10-Werte der gesunden Pfdmdeil3e Balken) wurden
nach der Inhalation zum Teil noch ubertroffen (gr&alken).Ahnliches ist auch
bei den l6slichen CpG-ODN ohne GNP-Formulierungefikultur zu beobachten
gewesen (Abb. 31).
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Abb. 30: In vitro-Klassenvergleich der IL-10-Freisetzung in Zellkultr vor und nach
Inhalation der COB-Pferde. Die grauen Balken zeigen BAL-Zellen in Zellkultur,
gewonnen nach funfmaliger Inhalation der COB-PfanikeGNP-gebundener CpG-ODN
A 2216, inkubiert mit verschieden&pG-GNP-Formulierungem vitro. Die Inhalation
stimulierte die Zellenin vivo, was zu einer erhdhten IL-10-Freisetzung [pg/ml] in
Zellkultur (Vergleich schwarze Balken und graue Kgal) fihrte. Dies spricht fir eine
Aktivierung der Zellerin vivo durch die Inhalation. Die physiologischen IL-10-it¢eder
gesunden Pferde (weif3e Balken) wurden nach detainbra zum Teil noch Ubertroffen

(graue Balken).
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Nach Bildung des arithmetischen Mittels aus allanZellkultur untersuchten
ODN konnte ein signifikanter Unterschied (p < 0,00Bei der IL-10-Freisetzung
aus BAL-Zellen vor (83 pg/ml) und nach Inhalati@®®@ pg/ml) gezeigt werden
(Abb. 29). Die gleiche Beobachtung wurde bei derl@-Freisetzung nach
Stimulation (389 pg/ml) der Zellen mit I6slichen @Dm Vergleich zu den
Werten vor Beginn der Inhalationen (139 pg/ml) gemaDies entspricht einem
hochsignifikanten Unterschied (p = 0,0002) der Q-Hreisetzung in Zellkultur

vor und nach funf Inhalationen.
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Abb. 31: In vitro-Klassenvergleich der IL-10-Freisetzung in Zellkulur vor und nach
Inhalation der COB-Pferde. Die grauen Balken zeigen BAL-Zellen gewonnen nach
finfmaliger Inhalation der COB-Pferde mit GNP-getbeiner CpG-ODN A 2216,
inkubiert mit verschiedenemdslichen CpG-Formulierungein vitro. Die Inhalation
stimulierte die Zellenin vivo, was zu einer erhdhten IL-10-Freisetzung [pg/ml] in
Zellkultur (Vergleich schwarze Balken mit n = 7 Rfe und graue Balken mit n = 4
Pferde) flhrte. Dies spricht fur eine Aktivierungrdellenin vivo durch die Inhalation.
Die physiologischen IL-10-Werte der gesunden PférdgiRe Balken mit n = 4 Pferde)

wurden nach der Inhalation zum Teil noch Gbertrofigraue Balken).
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3.1.2 IL-4-Freisetzungin vitro

Die IL-4-Freisetzung war, obwohl die absoluten Wevergleichsweise niedrig
waren, sowohl bei I6slichen (p =0,0298) als aueh ®NP-gebundenen ODN
(p = 0,0282) nach Inhalation deutlich erniedrigbbA 32). Abb. 33 zeigt dien
vitro IL-4-Freisetzung im Klassenvergleich nach CpG-GBtfaulation in
Zellkultur aus BAL-Zellen vor und nach InhalatioerdCOB-Pferde mit GNP-
gebundener CpG-ODN A 221®ie Inhalation fuhrte zu einer Stimulation der
Zellenin vivo,was zu einer verringerten IL-4-Freisetzung in datur (Vergleich
schwarze Balken und graue Balken) nach Inhalatibmté (Th2/Th1-Shift). Die
physiologisch niedrigen IL-4-Werte der gesunderrd&dgweil3e Balken) wurden

nach der Inhalation allerdings noch nicht erre{gnaue Balken) (Abb. 33).

IL-4 Expression [pg/ml]

X
O
Q’b’

Abb. 32: In vitro IL-4-Freisetzung aus BAL-Zellen von COB-Pferden vound nach
funf Inhalationen. Die IL-4-Freisetzung [pg/ml] aus BAL-Zellen von ®dPferden fallt
in vitro sowohl bei Inkubation mit verschiedenen CpG-GNjPale Balken) als auch mit
l6slichen CpG-Formulierungen (weil3e Balken) sidaifit nach funf Inhalationen der
COB-Pferde mit GNP-gebundener CpG-ODN A 2216.
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Abb. 33: In vitro-Klassenvergleich der IL-4-Freisetzung in Zellkultu vor und nach
Inhalation der COB-Pferde. Die grauen Balken zeigen BAL-Zellen in Zellkultur,
gewonnen nach finfmaliger Inhalation der COB-PfarikeGNP-gebundener CpG-ODN
A 2216. Die Inhalation stimulierte die Zellen vivo, was zu einer verringerten IL-4-
Freisetzung in Zellkultur (Vergleich schwarze Balkeind graue Balken) fihrte
(Th2/Th1-Shift). Dies spricht fur eine Aktivierumigr Zellenin vivo durch die Inhalation.
Die physiologisch niedrigen IL-4-Werte der gesund®ierde (weiRe Balken) wurden

nach der Inhalation allerdings noch nicht erre{gindue Balken).

3.1.3 IFN-y-Freisetzungin vitro

Die IFN-y-Freisetzung in Zellkultur nach Inhalation war (liegend niedrig und
zeigte keinen Trend in Richtung eines Anstieges dd#alls nach Stimulation

mit GNP-gebundenen ODN (p = 0,1414) oder |6slickdpN (p = 0,4870) im

Vergleich zu den Werten in Zellkultur vor der Infi@n. Jedoch zeigte die A-
Klasse sowohl vor Inhalation als auch danach ingléch zu allen anderen ODN
hohere IFNy-Werte in Kultur.
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3.2 Einfluss der Inhalation auf diein vivo-Zytokinfreisetzung

3.2.1 IL-10-Freisetzungin vivo

Wahrend der Inhalationen kam es zu einem deutliochestieg von IL-10 im

Uberstand der BAL der COB-Pferde (Abb. 34). Nachi dinhalationen war ein
signifikanter 3,8-facher Anstieg (p = 0,0473) derlD-Expression, nach funf
Inhalationen sogar ein 6,9-facher Anstieg im Vaojlezum Ausgangswert zu

beobachten.
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Anstieg der IL-10 Freisetzung (n-fach)

Abb. 34: In vivo-Freisetzung von IL-10 zu Beginn, nach drei und ndt funf
Inhalationen bei COB-Pferden und gesunden PferderL-10-Freisetzung als relativer
(n-fach) Anstieg dargestellt, Ausgangswerte wurgleich eins gesetzt. Schwarze Balken
zeigen IL-10-Werte in frisch gewonnener BAL von G®Rrden (n = 4) nach null, drei
und funf Inhalationen mit GNP-gebundener CpG-ODN2&AL6. Graue Balken zeigen
Werte fur gesunde Pferde (n = 4) nach null und bhiealationen mit GNP-gebundener
CpG-ODN A 2216 und weil3e Balken zeigen gesundedBfén = 4), welche nur mit
Lhighly purified water* (HPW) und GNP (Placebogr@)pnhaliert wurden.

Diese Ergebnisse zeigten einen signifikanten Udtéesl (p = 0,0340) vor und
nach Beendigung der funf Inhalationen bei COB-RfardBei gesunden Pferden
war ein 2,1-facher Anstieg der IL-10-Freisetzungcmalrei Inhalationen zu

verzeichnen. Jedoch war der Unterschied der Zy&okiression vor und nach
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Inhalation nur marginal statistisch signifikant £p0,0890). Im Gegensatz dazu
zeigten gesunde Pferde vor und nach Inhalationekesignifikanten Unterschied
(p = 0,2890) in der IL-10-Freisetzung bei Verwenglwon ,highly purified
water* (HPW) mit GNP(Placebo) (Abb. 34).

3.2.2 IL-4-Freisetzungin vivo

IL-4 und IFN+ wurden entsprechend dem IL-10 aus dem Uberstandodeind
nach der Inhalationsbehandlung gewonnenen BAL roesti Allerdings konnten
fur IL-4 keine einheitlichen Ergebnisse imvivo-Versuch nachgewiesen werden.
Die Werte variierten stark und liel3en keinen emspenden Verlauf erkennen.

3.2.3 IFN-y-Freisetzungin vivo

IFN-y hingegen zeigte nach Anwendung von GNP-gebund€ma-ODN A

2216 einen signifikanten Anstieg. Abb. 35 zeigteairsignifikanten Anstieg von
IFN-y bei COB-Pferden sowohl nach drei (p =0,0034) alch nach finf
(p = 0,0740) Inhalationen bezogen auf den Ausgaagsvm Gegensatz dazu
fuhrte die Inhalation von GNP und ,highly purifiedter” (Placebo) bei gesunden
Pferden zu keinem signifikanten Anstieg (p = 0,9322n IFN<y (Abb. 35). Bei

gesunden Pferden war dartiber hinaus kein Fh- Uberstand nach Inhalation

nachzuweisen.
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Abb. 35: In vivo-Freisetzung von IFNy zu Beginn, nach drei und nach fiunf
Inhalationen bei COB-Pferden und gesunden PferderlFN-y-Freisetzung als relativer
(n-fach) Anstieg dargestellt, ausgehend von denaAggwerten welche gleich eins
gesetzt wurden. Schwarze Balken zeigen {FWerte in frisch gewonnener BAL von
COB-Pferden (n = 4) nach null, drei und funf Intimlaen mit GNP-gebundener CpG-
ODN A 2216. WeilRe Balken zeigen Werte fur gesunigede (n = 4) nach null und drei
Inhalationen mit GNP unghighly purified water”(Placebo).

3.3 Klinische Parameter

3.3.1 Vertraglichkeit

Bei allen inhalierten Pferden wurden vor und naeeriligung der Inhalationen
Blutproben genommen, um mdogliche systemische Rwadti aufzudecken. Es
konnten bei keinem Pferd Veranderungen im Sinnerelintzindungsreaktion
oder Immunsuppression nachgewiesen werden. Aucbenmuboei der klinischen,
endoskopischen und  zytologischen  Untersuchung Keine lokale

Entzindungsreaktionen wie Roétung, Schwellung, Hymae oder Neutrophilie

im Bereich der Atemwege festgestellt.
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3.3.2 Ruheatemfrequenz

COB-Pferde zeigten eine Ruheatemfrequenz von dcinditlich 19,6 (= 1,47)

Atemzigen pro Minute vor der Inhalationsbehandluf#bb. 36), welche

signifikant hoéher war (p =0,0094) als die Frequaher gesunden Pferde
(13,6 (£ 0,98) zZugen pro Minute). Nach funf Inhadaen von GNP-gebundener
CpG-ODN A 2216 konnte kein signifikanter Unterschigp = 0,5447) in der

Atemfrequenz zwischen COB-erkrankten und gesunderd& mehr festgestellt
werden (Abb. 36). Die Ruheatemfrequenz war bei d&@B-Pferden auf

durchschnittlich 12,8 (x 0,80) Zige pro Minute gasen und wich damit nicht
mehr von den physiologischen Werten (acht bis 1geiro Minute) ab.

**
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Abb. 36: Ruheatemfrequenz vor und nach Inhalationsterapie. Signifikanter Abfall
der Ruheatemfrequenz [1/min] bei COB-Pferden (n)=v@n durchschnittlich ca. 20
Atemziigen pro Minute auf 13 Atemzige (physiologesciBereich) nach fiinf
Inhalationen mit GNP-gebundener CpG-ODN A 2216.uads Pferde (n = 4) erhielten
drei Inhalationen von GNP-gebundener CpG-ODN A 22D8e Placebogruppe,
bestehend aus gesunden Pferden (n = 4), erhighalrghighly purified water* mit GNP.
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3.3.3 Sauerstoffpartialdruck

Die untersuchten gesunden Pferde wiesen in dietadieSim Mittel einen
Sauerstoffpartialdruck  (PaPvon 94 mmHg (£ 2,07) auf (Abb. 37). Im
Gegensatz dazu zeigten COB-Pferde vor InhalatioerePa@von 86,75 mmHg
(x 2,29) (Abb. 37). Dieser Mittelwert wurde nachfiinhalationen mit GNP-
gebundener CpG-ODN A 2216 signifikant (p = 0,01&0) 95,6 mmHg (£ 1,69)
verbessert (Abb. 37). Bei den gesunden Pferdentezeigh keine statistisch
signifikante Veranderung (p = 0,5384). Obwohl niddtatistisch signifikant
konnte doch ein tendenzieller Unterschied vor uadhninhalation mit GNP-
gebundener CpG-ODN A 221%®i den gesunden Pferden beobachtet werden.
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Abb. 37: Sauerstoffpartialdruck im arteriellen Blut vor und nach
Inhalationsbehandlung von COB-Pferden und gesundenPferden. Signifikanter
Anstieg des Sauerstoffpartialdrucks [mmHg] der CEfBrde (n=4) nach funf
Inhalationen mit GNP-gebundener CpG-ODN A 2216 vaa. 87 mmHg
(Partialinsuffizienz) auf ca. 96 mmHg (physiolodiec Bereich). Gesunde Pferde (n = 4)

und Placebogruppe (n = 4) wurden jeweils nur dreinfeliert.
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3.3.4 TBS-Scoring

Die Menge des TBS-Sekrets (Material und Methoderl1§ TBS-Scoring nach

GERBER et al., 2004) wurde durch die finfmaligealation GNP-gebundener
CpG-ODN A 2216 ebenfalls positiv beeinflusst (Al#&), mit einem marginal

statistischen Abfall (p = 0,1078) im TBS-Scoringwd,7 (x 0,43) auf 1,7 (x 0,34)

Punkte (Abb. 38). Jedoch sanken die TBS-Werte deB-Bferde nicht auf die

Werte der gesunden Pferde, welche im Durchschritt g3 (= 0,20) lagen,

sondern wiesen nach Abschluss der funfmaligen #tioal nach wie vor einen

statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,00%8)den Werten der gesunden
Pferde auf (Abb. 38).

TBS scoring

Abb. 38: TBS-Scoring vor und nach Inhalation von C@-Pferden und gesunden
Pferden. Reduktion der TBS-Menge in der Trachea (Scoringsyshach Gerber et al.,
2004) bei COB-Pferden nach funf Inhalationen nmiitRsgebundener CpG-ODN A 2216
von Grad 2,7 auf 1,7. Es wurden jedoch noch keingsiplogischen Werte erreicht
(Grad 0 - 0,5).
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3.3.5 Neutrophile Granulozyten

Der Anteil der neutrophilen Granulozyten im TBS @#PB-Pferde zu Beginn des
vorliegenden Versuchs betrug im Durchschnitt 70290,60) (Abb. 10). Damit
bestand ein signifikanter Unterschied (p = 0,0004)den Werten der gesunden
Pferde, welche im Durchschnitt bei 26 % (= 6,00yela (Abb. 39). Die
Inhalationsbehandlung mit GNP-gebundener CpG-ODIQ2A6 fuhrte bei den
COB-Pferden zu einem signifikanten (p < 0,0001) albfder neutrophilen
Granulozyten auf 50 % (+ 2,04) nach drei Inhalaiound 40 % (x 6,52) nach
funf Inhalationen (p = 0,0048) (Abb. 39).
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Abb. 39: Prozentualer Anteil der neutrophilen Granuozyten im TBS vor und nach
Inhalation von COB-Pferden und gesunden Pferden.Der durchschnittliche
prozentuale Anteil [%] der neutrophilen Granulozyien TBS der COB-Pferde lag vor
Inhalationsbeginn mit GNP-gebundener CpG-ODN A 22#8 70 %. Nach drei
Inhalationen war ein Abfall auf 50 % und nach flimhalationen ein Abfall auf 40 %
feststellbar. Dies ergibt insgesamt eine Reduldiemneutrophilen Granulozyten im TBS
um 30 % nach funf Inhalationen mit GNP-gebunder®B<ODN A 2216.
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Nach funf Inhalationen war kein statistisch sidgafiter Unterschied (p = 0,1950)
mehr im prozentualen Anteil der neutrophilen Gramyten zwischen COB-

Pferden und gesunden Pferden vorhanden. Abb. 38 aal3erdem, das weder
GNP-gebundene CpG-ODN A 221 =0,3472) noch Placebo-Anwendung
(p =0,8171) bei gesunden Pferden zu einem sigmfén Unterschied der
neutrophilen Granulozyten fuhrte.

3.3.6 Rontgenologische Untersuchung

Bei allen mit einer COB diagnostizierten Pferdenremasowohl interstitielle
Verschattungen als auch  COB-typische  Bronchienwarttiokungen
rontgenologisch nachweisbar (Abb. 11). Auch beiigein gesunden Pferden
konnten geringgradige Veranderungen im rontgenstbgin Bild der Lunge
beobachtet werden.
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V Diskussion

1. Ziele der Studie

Das Hauptziel dieser Studie war es, einen neuemnapteansatz zur Behandlung
der COB des Pferdes durch Immunstimulation von Bzellen mittels inhalativ

verabreichten CpG-ODN zu etablieren.

Dabei sollte im in vitro-Teil der Studie, aufgrund der bestehenden
sequenzabhéangigen Speziesspezifitat, ein geeigr@&pesMotiv bei equinen
bronchoalveolaren Zellen (BAL-Zellen) identifiziasterden. Des Weiteren sollte
untersucht werden, inwieweit ein spezifisch immuduoiatorischer Effekt auf
equine BAL-Zellen durch die eingesetzten CpG-ODNchzaweisen ist.
Gelatinenanopartikel (GNP) sollten dabei auf ihéhigkeit hin getestet werden,
als effektives molekulares Transportsytem fir CpGNCbei equinen BAL-Zellen

zu dienen.

Im in vivo-Teil der Studie sollte die zuvor identifizierte G DDN-Sequenz
gesunden und an COB erkrankten Pferden inhalatafveicht werden und dabei
auf ihre lokale und systemische Vertraglichkeit uime therapeutische Wirkung

evaluiert werden.

2. Studiendesign

Die Wahl der drei Zytokine (IL-10, IL-4 und IFM-in der vorliegenden Studie
ergab sich zum Einen aus der Fragestellung desudtess eine spezifische
Immunstimulation (Th2/Th1-Shift) bei equinen BAL{E® durch die
eingesetzten CpG-ODN nachzuweisen, zum anderen daos Angebot an

kommerziell zur Verfigung stehenden equinen ELISASS

Zur ldentifizierung einer optimalen CpG-ODN-Sequenz Hinblick auf eine
Hochregulation von IL-10 und IFM-wurden die immunologischen Effekte aller
drei existierenden CpG-ODN-Klassen (A-, B- und Gdde)in vitro bei equinen
BAL-Zellen verglichen. Daruber hinaus wurden jeweitwei verschiedene

Sequenzen pro Klasse, mit Ausnahme der A-Klassenwoeine Sequenz zur
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Verfigung stand, untersucht. Dies ermdéglichte eibesseren Einblick in die
sequenzabhangige Speziesspezifitat der Immunstiionilaron equinen BAL-
Zellen durch verschiedene CpG-ODN.

Diese in vitro-Studien wurden trotz bereits existierender Ergedmi zur
Speziesspezifitdt verschiedener CpG-ODN-Sequeneen Pferd durchgefihrt,
da in friheren Studien Uberwiegend PBMCs verwendetlen (RANKIN et al.,
2001; OLAFSDOTTIR et al., 2004; LIU et al., 2008ufgrund unterschiedlicher
Zellpopulationen zwischen PBMCs und BAL-Zellen ktnnnicht mit
vergleichbaren immunologischen Reaktionen und Engskn auf die dabei zum
Einsatz gekommenen CpG-ODN-Sequenzen gerechneemerd

3. Bedeutung der Zellzusammensetzung der BAL

Die Zellzusammensetzung der BAL ist abhangig voimvw&eegrad der COB und
dem Zeitpunkt der Probennahme im Verlauf des Kraitggeschehens
(GRABNER, 2005a; MAY und GEHLEN, 2009). So sind weid der

Exazerbation deutlich mehr neutrophile Granulozyteder BAL nachweisbar als
in Phasen der Remission (GRABNER, 2005a; GERBERI.et2008b). Dieses
heterogene Gemisch an BAL-Zellen setzt sich Ubeygvid aus neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten zusam(@ABNER, 2005a;

MAY und GEHLEN, 2009). Aufgrund dessen ist davorsawgehen, dass es zu
unterschiedlichen Zytokinexpressionen in Abhangigk@n den vorhandenen

Zellsubpopulationen kommen kann.

Um die gebildeten Zytokine eindeutig einer Popolazuordnen zu kénnen, wére
eine Zellseparierung mittels Durchflusszytometri€ACS) notig. Durch
magnetische Separation der einzelnen Subklassemiekdn genauer quantitativer
Anteil in der BAL bestimmt werden. Allerdings exeen fur equine Zellen noch
keine kommerziell erhdltlichen Antikérper zur Difémzierung der
Zellpopulationen in CD4T-Lymphozyten, oder zur weiteren Auftrennung in
CD4'-CD25-Treg-Zellen. Dies ware besonders von InteressegienQuelle der
IL-10-Produktion zu identifizieren und eine mdogkchAktivierung und
Rekrutierung von regulatorischen T-Zellen nachzgesmi
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Aufgrund der Tatsache, dass kommerzielle Kits zeltséparation von equinen
BAL-Zellen nicht zur Verfigung stehen, war es ies#ir Studie nicht mdglich,
die gemessenen Zytokine eindeutig bestimmten Z#lpen aus der heterogen
zusammengesetzten BAL zuzuordnen. Obwohl die gendeantnis der
beteiligten Zellsubtypen und ihr individueller Bag zur Zytokinexpression,
Uberlebensrate und Pathogenese der COB von groftemedse waren, ist dies
nicht zwingend eine Voraussetzung fur erfolgreichevo-Versuche.

Da es sich ban vivo-Versuchen ebenfalls um eine heterogenen Kompaositm
verschiedenen Zellen handelt, sind die vorgenommeine vitro-Versuche
maoglicherweise ndher an den realen Bedingungemnwetis man sie an isolierten
Zellsubtypen durchgefuhrt hétte. Bei Versuchen igatierten Zellsubtypen wird
den unterschiedlichen Wechselwirkungen zwischen lgdenunzellen nur wenig
Raum gegeben. Aufgrund dessen konnten im vorliegen¥ersuch die
interzellularen Aktionen womoglich besser wiedeedssn und damit auch eine

Vorhersage zu moglichen therapeutischen Effektafivo getroffen werden.

Die zytologische Untersuchung der TBS-Proben liefeinen Anhaltspunkt zur
quantitativen Verteilung der wichtigsten Zelltyp@BRABNER, 2005a). Jedoch
erlaubte sie keine Differenzierung der einzelnebkfassen wie beispielsweise
der Lymphozyten in Thl, Th2 oder Treg. Dies warerdings interessant im
Hinblick auf die eingesetzten CpG-ODN und den etetean Th2/Th1-Shift,
sowie eine mdogliche Beteiligung von Treg am immogachen Geschehen
(MOSEMAN et al., 2004; FONSECA und KLINE, 2009).

Da IL-10 von verschiedensten immunologischen Zeljetbildet werden kann
(HAWRYLOWICZ, 2009), ware im vorliegenden Versucie @enaue Quelle der
beobachteten Expression, gerade im Hinblick aufne@igliches therapeutisches
Potential von gro3em Interesse. Die deutlich hdhdtelO-Freisetzungen aus
Zellkulturen von gesunden Pferden im Vergleich zlleh von COB-Pferden
sprechen fur eine unterschiedliche quantitative afusensetzung der
Zellsubpopulationen bedingt durch die Lungenerkoagk (neutrophile

Granulozyten, Makrophagen, Lymphozyten) (GRABNEROZa; MAY und

GEHLEN, 2009). Der hohe IL-10-Wert in den Zellkuka von gesunden Pferden
im vorliegenden Versuch konnte als physiologischeegulatorischer

Mechanismus in gesunden Lungen im Sinne einer H2tHalance beurteilt
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werden, welcher im Rahmen der Pathophysiologie G&B bei gestorter
Lungenhomoostase zu Gunsten einer Uberschiel3erdz@itwort verschoben
wird (UMETSU und DEKRUYFF, 2006; HAWRYLOWICZ, 200BYANNA et
al., 2009).

4. Speziesspezifische CpG-ODN-Sequenzen

Eines der Ziele dieser Studie war es eine optiniadutatorische CpG-ODN-
Sequenz im Hinblick auf einen Th2/Th1l-Shift bei iegm BAL-Zellen zu
identifizieren. Gemal3 der in der Literatur besdigigen speziesspezifischen
Determinierung der CpG-Motive erschien es sinnmvallerst imin vitro-Versuch
nach geeigneten Sequenzen beim Pferd zu suchdmerEr&tudien verwendeten
dazu meist PBMCs, weshalb ein direkter Vergleialfgaund unterschiedlicher
Zellpopulationen, schwierig erscheint. Der Vortdiér PBMCs liegt in ihren
besseren Zellkultureigenschaften gegentber BALedelwas sie fuin vitro-

Versuche zu einem etablierten Zellmodell gemach{lial et al., 2008, 2009).

Da die Pathomechanismen der COB allerdings in defent Atemwegen
lokalisiert sind, erschien es sinnvoller, Zelleme#dlt von dort zu gewinnen, um
relevante Effekte auf diese spezialisierten ZetlenLunge zu erforschen. Zudem
wurde eine Vielzahl von Zellen in der equinen Lungls TLR-9-positiv
identifiziert (SCHNEBERGER et al., 2009). Diese IZpl erschienen damit
besonders geeignet zur direkten CpG-ODN-Interaktldamit kann die lokale
Applikation der CpG-ODN in die equine Lunge als chaus sinnvoll angesehen

werden.

OLAFSDOTTIR und Mitarbeiter (2004) erklarten, das dptimal stimulatorische
Sequenz beim Pferd 5-CTCGTT-3" sei. Dies wurderdihgs von keiner
anderen Gruppe bestatigt. RANKIN und Mitarbeite®Q2) identifizierten das
Motiv 5°-GTCGTT-3" als das effektivste bei einengan Reihe von Saugetieren
einschlie3lich Mensch, Pferd, Rind, Schaf, Hund Watze. Dieses Motiv findet
sich wiederholt (dreimal) in CpG-ODN B 2006 undreal in CpG-ODN B 2142.
Diese beiden Sequenzen erwiesen sich allerdinggoniiegenden Versuch mit
equinen BAL-Zellen nicht als die effektivsten ODN Hinblick auf eine optimale
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TLR-9-Aktivierung mit Th2/Th1-Shift und IL-10-Stintation. Gemald den
vorliegenden Ergebnissen in BAL-Zellen, verhalthsi€CpG-ODN A 2216
diesbezuiglich deutlich effizienter. Diese Abweichen sind sicherlich auf
unterschiedliche Zellpopulationen zwischen PBMCsd uBAL-Zellkulturen

zurtckzufihren Entsprechend der durchgefuhriarvitro-Versuche konnte die A
Klasse 2216 als die effektivste der funf vergliolenCpG-ODN-Sequenzen

identifiziert werden.

Die spezielle Struktur des CpG-ODN A 2216 mit seineentralen
palindromischen Sequenz und terminalen Poly-G-Muatism 5°- und 3'-Ende ist
auf der einen Seite fur ihre besondere immunstitadsche Wirkung
verantwortlich, kann aber auch zur Bildung von sw@gmten inter- und
intramolekularen G-Tetraden fuhren (ZWIOREK et 2008). Dabei kommt es
zur spontanen Bildung stabiler nanopartikulareul&tren mit bis zu 30 Basen
Lange und einer Aggregatgrof3e von bis zu 100 nmI@REK et al., 2008). Dies
kann zu einer verminderten immunologischen Wirksaitriiiihren (ZWIOREK et
al., 2008). Bei Auftreten von Aggregationen wahreled Beladung der GNP mit
CpG-ODN A qilt es, dies zu beachten.

5. In vitro-Studie
5.1 Bedeutung der IL-10-Freisetzung

Fur alle sechs untersuchten ODN zeigten BAL-Zellen gesunden Pferden nach
Inkubation in Zellkultur héhere Konzentrationen &n-10 und IFNy im
Vergleich zu Zellen von COB-Pferden. Dies war urdgig von der
verwendeten Formulierung (I6sliche ODN oder GNPwyelen). Die
wahrscheinlichste Erklarung fir dieses Ph&nomeneiist Unterschied in der
Zusammensetzung der Zellpopulation zwischen gesunde kranken Pferden.
COB-Pferde werden mit UberschieBenden Th2- wund ngeni Thl-
Immunantworten in Verbindung gebracht (CORDEAU let 2004; HOROHOV
et al, 2005, 2009). Anhand des nahezu identischen vitro-IL-10-
Freisetzungsverhaltens innerhalb der B- und C-ilaskann gefolgert werden,

das weniger die individuelle Sequenz als vielmebar@pG-Klasse in diesem Fall
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den Ausschlag zur IL-10-Freisetzung gab. Dies @t interesse im Hinblick auf
eine moglicherweise geringere sequenzabhangigaesgeezifitat der CpG-ODN
bei equinen BAL-Zellen. Allerdings setzte sich @éd3eobachtung bei der IL-4-

und IFN+y-Freisetzung nicht fort, sondern war nur auf ILdEQrenzt.

Der signifikante IL-10-Anstiegin vivo nach drei (3,8-fach) und nach funf
Inhalationen (6,9-fach) der COB-Pferde, sowie dérfdche Anstieg der IL-10-
Freisetzung bei gesunden Pferden, bestatigt zidatden Mechanismus der
Immunmodulation der BAL-Zellen durch die eingesetzZbrmulierung. Alle drei
in Zellkultur von gesunden Pferden untersuchterolwprofile (IL-10, IL-4 und
IFN-y) konnen als physiologische Parameter von nichtergiebetroffenen”
Lungen unter homdostatischen immunologischen Bendliggn und ohne
UberschieBende  Th2-Antwort  betrachtet werden. Dieemassenen
Zytokinkonzentrationen konnen deshalb als physistdge Zielwerte fir eine
CpG-ODN-basierende Immunotherapie angesehen werden.

Die grof3e Bedeutung des IL-10 liegt in dessen itdgrischer Wirkung gegenuber
dem proallergischen IL-4 und IL-5, sowie dem pri@nfmatorischen IFN-
(VAN SCOTT et al., 2000; TAYLOR et al., 2006; MILANOVIC et al., 2009).
CpG-ODN aktivieren auch B-Lymphozyten IL-10 freietmen, welches als
regulatorischer Schalter zur Begrenzung von Cp@itezlten
proinflammatorischen Entzindungsreaktionen fungi@tINE und KRIEG,
2001). Aufgrund dessen konnte diesem regulatomschgokin eine zentrale
Rolle im proallergischen und proinflammatorischeresGhehen der COB

zukommen.

Es konnte gezeigt werden, dass humane plasmazytedelritische Zellen
(pDCs) ein enges Netzwerk in Epithelien der lufdeden Wege der oberen und
unteren Atemwege der menschlichen Lunge bilden (SKER und NICOD,
2009). In der Annahme von vergleichbaren Verh&emnsin equinen Lungen
konnten auch dort pDCs als ,first line defence” uddrmittler zwischen der

Aul3enwelt und dem angeborenen Immunsystem fungieren

MOSEMAN und Mitarbeiter (2004) konnten nachweisgass CpG-ODN A 2216
via TLR-9-Pfad humane pDCs induzierte CBZD25-Zellen in Richtung IL-10
produzierenden CD4CD25-Zellen (Treg-Zellen) durch direkten Zell-Zell-
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Kontakt zu aktivieren. Dies kénnte auf &hnlichemg/aeich im Pferd vonstatten
gehen und wurde fir eine CpG A 2216-induzierte F&&gvierung mit I1L-10-

Bildung sprechen. Man konnte dann davon ausgehass die beobachtete
Hochregulation von IL-10 durch eine Aktivierung dereg erfolgte. Dies ware
von grofRer Bedeutung im Hinblick auf den therasahiin Nutzen der A-Klasse

im Krankheitsgeschehen der COB.

Bei an Asthma erkrankten Kindern wurden in der BAkeniger Tregs

nachgewiesen als bei gesunden (HARTL et al., 2087¢h der Anteil der Tregs
innerhalb der T-Helferzellen ist in der humanen Bdéutlich hoher als im Blut.
Tregs in PBMCs machen 5 % der enthaltenen T-Halfienz aus, in der BAL sind
es 25 % der T-Helferzellen (HARTL et al., 2007). Wediese Ergebnisse vom
Menschen sich &hnlich beim Pferd darstellen, widiese die erhéhten IL-10-
Werte bei gesunden Tieren nach CpG-ODN-Einsatz Mi&-9-Aktivierung

erklaren.

5.2 Bedeutung der IL-4-Freisetzung

Die absoluten Werte der IL-4-Konzentrationen in dggéimulierten Zellkulturen
waren in der vorliegenden Studie vergleichsweisglng. Meist lagen sie sogar
unterhalb der Nachweisgrenze von 15,6 pg/ml bezagérlie Standardkurve des
kommerziellen ELISA. Die nativen unstimulierten BAlellen wurden als
Nullwert festgesetzt und ihre IL-4-Freisetzung &legativkontrolle von den
stimulierten BAL-Zellen abgezogen. Bei den darddste Werten handelt es sich
somit um Kkorrigierte Werte und nicht um negative I$A-Ergebnisse. Die
negativen Werte ergaben sich daher, dass Zellen gesunden Pferden im

Vergleich zu unbehandelten BAL-Zellen weniger lfrdisetzten.

Die Beobachtung, dass Zellen von gesunden Pfewleniger IL-4 nach
Stimulation freisetzten als Zellen von COB-Pferdearwiesen sich in
Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus anderen Studielche bei Pferden mit
COB eine uberschiel3ende Th2-Immunantwort (hohe- lurdl IL-5-Werte) in der
BAL nachweisen konnten (LAVOIE et al.,, 2001; CORDEAet al., 2004;
HOROHOQV et al., 2005). Die vorliegenden Ergebnibsstatigen nun auch bei
equinen BAL-Zellen die Annahme, dass CpG-ODN zeeiderunterregulation
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der Th2-Zytokine fuhren (BOHLE, 2002; KRIEG, 200&LINE, 2007;
FONSECA und KLINE, 2009; VOLLMER und KRIEG, 2009).

5.3 Bedeutung der IFN«-Freisetzung

Es ist bekannt, dass reine Thl-Immunantworten rmheggehender IFN-
Freisetzung zur Exazerbation allergischer Erkragkan beitragen koénnen
(UMETSU und DEKRUYFF, 2006). IFN-als proinflammatorisches Zytokin
wird auch in Lungen von Asthmapatienten vermeteigisetzt und scheint zum
Schweregrad der allergischen Erkrankung beizutraggfMETSU und
DEKRUYFF, 2006). Thl-Zellen fur sich alleine sindahwscheinlich auch kein
ausreichendes Gegengewicht, UberschieRende Th2demtworten zu
regulieren, sondern kdnnen sogar entziindliche Reegt in Lungen imn vivo-
Model verstarken (UMETSU und DEKRUYFF, 2006). Imgéasatz dazu wurde
diskutiert, dass IFN-zu den inhibitorischen Effekten bei Asthma undeAdien
in Kombination mit dem suppressiv wirkenden IL-1dhvTregs beitragen kénnte
(STOCK et al., 2004).

GIGUERE und Mitarbeiter (2002) und AINSWORTH und tdtbeiter (2003)
konnten bei COB-Pferden erhohte IFNA/erte in der BAL nachweisen, was
aufgrund des chronisch entztindlichen Geschehedsritunge verstandlich ist.
Unter diesem Gesichtspunkt erscheinen die Induktvam Tregs und die
vermehrte Produktion von IL-10 als therapeutiscinéerbktion von grol3er
Bedeutung, um den Pathomechanismus der chronisdbetziindung zu
unterbrechen (HAWRYLOWICZ, 2005; ROBINSON, 2009bYA\NA et al.,
2009).

5.4 Zellvitalitat

Anhand des MTT-Tests war es mdglich, nachzuweidass die unterschiedlichen
Formulierungen (l6sliche CpG und GNP-gebunden)edéfende Einflisse auf
die Uberlebensrate der BAL-Zellen von COB-Pferdesidten. Der auffalligste
Punkt war dabei der signifikante Unterschied zwascloslichen CpG und CpG-
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GNP bei Zellen von COB-Pferden. Die GNP-formuliartepG waren im Mittel
weniger zytotoxisch fur die Zellpopulationen der IByon COB-Pferden. Dies ist
in Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus friiheremiStumit anderen Zelltypen
(BOURQUIN et al., 2008).

Es konnten dagegen keine Unterschiede in der t4talion BAL-Zellen von
gesunden Pferden bei Inkubation mit CpG oder CpG2Géstgestellt werden.
Aufgrund dessen konnen die Absorptionsunterschieeie Zellen von COB-
Pferden im MTT-Test nicht auf eine GNP-bedingte @psonsstérung
zurtckgefuhrt werden, insbesondere da GNP ihr Adtssrsmaximum bei einer
anderen Wellenlange haben (375 nm) (COESTER &G00).

6. In vivo-Inhalationsstudie
6.1 Studiendesign

Da die Dauer der Vorerkrankung der COB-Pferde wellech die ausfiihrliche
Anamnese, noch durch die spezielle Lungenuntersurieinwandfrei bestimmt
werden konnte, stellt dieser Faktor eine Variabbe. dDifferierende lokale
Zytokinmilieus und Zellsubpopulationen in den Lungempartimenten, im Sinne
einer verschobenen Th1l/Th2-Balance, sowie untexdtbihe Phasen innerhalb
der Chronizitat des Krankheitsgeschehens fihrerrsghRinlich zu variierenden
immunologischen Reaktionsmustern (HOROHOV et &05). Dies gilt es bei

der Betrachtung der Ergebnisse zu berucksichtigen.

Auf der anderen Seite wurde versucht, diesen Aspiekth eine mdglichst
einheitliche Pferdepopulation (Haltungsbedingunggiter, Rasse und Nutzung
der Pferde) und einen definierten Untersuchungsd udrherapiezeitraum
auszugleichen. Zwolf der fuinfzehn Pferde dieserdiStuistammten aus dem
gleichen Stall mit gleichen Haltungsbedingungen x@uhaltung mit
Stroheinstreu und Heuflutterung, sowie taglichemdBeklaufenthalt), gleicher
Nutzung (Zucht), sowie Uberwiegend gleicher Rasst(der funfzehn Pferde
waren Traber). Auch der Untersuchungs- und Therzefiraum erstreckte sich bei
allen Pferden einheitlich auf die Monate Novembisr Januar, womit mogliche
andere allergische Erkrankungen wie ,summer pasisseciated obstructive
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pulmonary disease” (SPAOPD) oder Sommerekzem kadirekten Einfluss auf
die lokalen immunologischen Reaktionen nehmen lemrdie Durchfiihrung des
gesamten Versuchs im Winter stellte sicher, dassPditienten Gberwiegend in
Stallhaltung mit vergleichbarer Exposition gegemntpetentiellen Allergenen
gehalten wurden. Somit konnten andere Einflussfaktowie regelmafiger
Weideaufenthalt und eine damit in Verbindung steleerasymptomatische
Remissionsphase ausgeschlossen werden (ROBINSAN,; 20NSWORTH et
al., 2003).

Eine einheitliche Haltung auf Stroh und Futterureg @jleichen Heus lasst eine
ahnliche Allergenbelastung der Patienten annehrA@SWORTH et al., 2003;
DEBRUE et al., 2005; MILLERICK-MAY, 2009). Zudem trecht bei kalten
Temperaturen und in Uberwiegend geschlossenerestaichgewiesenermalien
eine deutlich hohere Konzentration an SchadgasermMiknoklima der Stélle,
welche einen entscheidenden Anteil an der Pathegeder COB darstellen
(MILLERICK-MAY, 2009). Diese ,natirliche® Expositio gegenuber
potentiellen Auslosern einer COB gewahrleistet gehiend vergleichbare
extrinsische Einflussfaktoren (AINSWORTH et al.,030 2009; MILLERICK-
MAY, 2009).

Ein weiterer Parameter zur Diagnostik der COB tstidl Belastungsuntersuchung
dar (COWETIL et al., 2007; GERBER et al., 2008b). Da ein @eil der Pferde

im vorliegenden Versuch klinikeigene Pferde wardig keiner regelmafiigen
reiterlichen oder sonstigen Belastung ausgesetzid, sikonnten keine

vergleichbaren standardisierten Belastungsuntewsgn durchgefihrt werden.
Ein objektiver Vergleich zwischen den Erholungseerivon COB-Pferden und
gesunden Pferden war damit in der vorliegendeni&nidht durchfiihrbar.

6.2 Inhalationsregime

Die im Vergleich zu anderen Inhalationsprotokolkemzen Inhalationszeiten von
zehn Minuten pro Inhalation jeden zweiten Tag mactieses System auf3erst
benutzerfreundlich. Auch die kombinierte Anwendumgs ,AeroNeb Go Mash
Vibrator” und ,Equine Haler* erwiesen sich als b&aer- und pferdefreundlich.
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Schlie8lich sind auch die geringeren Kosten fur dé&wmuine Haler* und
,AeroNeb Go Mash Vibrator* im Vergleich zu ander&ystemen wie den
Ultraschallvernebler zu bertcksichtigen (NIEDERMARIENd GEHLEN, 2009).

Die topische Anwendung erscheint im vorliegendenud@&nhdesign ein
vielversprechender Ansatz zu sein. Ist ein Anakditiss zur Inhalation mit
Kortikosteroiden zuldssig, dann gewahrleistet dieale Anwendung von CpG-
ODN per inhalationem ein  Minimum an systemischer Wirkung. Eine
Verabreichung Uber die Schleimhaut aktiviert nacOLYMER und KRIEG
(2009) sowohl die lokale als auch die systemischendrale und zellulare

Immunantwort und vermittelt damit einen erhéhteh8ez gegen Infektionen.

Daneben waren aber auch andere Anwendungswege atenkine lokale

Injektion in die Lymphonodi mandibularesvelche mit dem Lymphsystem der
Lunge in direkter Verbindung stehen, oder die deetndoskopische Instillation
in die Hauptbronchien, wéren ebenfalls denkbarodednuss bei diesen deutlich
invasiveren Methoden vermutlich mit einer starkesgatemischen Reaktion des

Immunsystems gerechnet werden.

Die unterschiedliche Anzahl der Inhalationen zwethCOB-Pferden (funf
Inhalationen) und gesunden Pferden (drei Inhalatipergab sich daraus, dass es
bei den gesunden Pferden zu keiner messbaren ‘éerbeg der klinischen
Parameter kommen konnte, da diese bereits im pgbgssehen Bereich lagen.
Eine entsprechende Verbesserung nach drei Inhadatiovie bei den COB-
Pferden war also nicht mdglich, weshalb zusatzlidhbalationen fur die

Fragestellung des Versuchs als nicht notwendighéeaavurden.

Trotz der fir herkdmmliche Inhalationstherapien gleichsweise kurzen
Zeitspanne und geringen Anzahl der Inhalationeal$ Isich eine deutliche
Verbesserung in der Zytologie, der Menge und Vigkbsles TBS, der arteriellen
Blutgase und der AaDQ sowie der Atemfrequenz der COB-erkrankten Pferde

nachweisen.

Um eine eindeutige quantifizierende Zuordnung depbachteten positiven
Effekte treffen zu konnen, bedarf es weitergehen8ardien mit grofReren
Patientenzahlen und mehreren Kontrollgruppen. Déefle sich auch der Effekt

der Inhalation mit physiologischer Kochsalzlésungn Vergleich zur
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Kombination mit GNP oder CpG-ODN an kranken Pferbesser evaluieren. Das
sich Inhalationen per se positiv auf die Atemwelgsatkung auswirken, steht
aul3er Frage. Welchen Anteil sie an der Verbesserdeg Klinischen,

laborchemischen und zytologischen Parameter imegehden Versuch hatten,

muss noch weiterfihrend untersucht werden.

6.3 Vertraglichkeit der CpG-GNP-Inhalation

Nebenwirkungen auf die Inhalation der CpG-GNP-Fdienung wurden in der
vorliegenden Studie nicht beobachtet. Im Rahmenlealationen kann es zu
einer Verflussigung des Trachealsekrets und damiterhtem Nasenausfluss
kommen, was aber fur einen therapeutischen Effeftictsd. Lokale
Entzindungsreaktionen aufgrund der Inhalation wurdd@cht beobachtet.
Systemische Wechselwirkungen wurden aufgrund dekal lobegrenzten
Anwendung als &ulRerst gering eingestuft und konnt@an Rahmen der
untersuchten Blutparameter nicht nachgewiesen werde

Im Rahmen der diagnostischen Untersuchung bei dawirthung der BAL
verbleibt eine Restmenge an steriler Kochsalzlosarder Lunge, welche in der
Regel innerhalb von ein bis zwei Tagen Uber dgsnasrische Epithel resorbiert
wird. In seltenen Fallen kann dies zu leichtem &ifebund Iokalen
Entzindungsreaktionen in der Lunge fuhren. DieskeNeirkungen sind jedoch

selbstlimitierend und konnten im vorliegenden Vebsaicht beobachtet werden.

Bei allen inhalierten Pferden wurden vor und nacinalation Blutproben
genommen, um mdgliche systemische Reaktionen zktirien. Im Speziellen
standen Fibrinogen als unspezifischer Entzindundgsna sowie ein
Differentialblutbild im Vordergrund der laborchemi®en Untersuchungen. Es
wurden jedoch keine Veranderungen im Sinne eindgzilwlungsreaktion oder
Immunsuppression  nachgewiesen. Auch wurde bei ddmisdhen,
endoskopischen  und  zytologischen  Untersuchung HKeine lokale
Entzindungsreaktionen wie Rétung, Schwellung, Hymr@e oder Neutrophilie
der Atemwege festgestellt. Dies spricht flr einetegwertraglichkeit der

angewandten Dosis und des verwendeten Inhalatioimdmils.
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6.4 IL-10-Freisetzung

Entsprechend dem beobachteten signifikanten AndeedL-10-Freisetzung nach
funfmaliger Inhalation der COB-Pferde, ist davonsaigehen, dass es im
vorliegendenin vivo-Versuch aufgrund der Inhalation zu einer Aktiviggu
spezifischer Zellsubpopulationen mit resultieren@@dung von antiallergisch

wirkendem IL-10 kam.

Nach Placeboinhalation (GNP und ,highly purifiedterd) konnte dagegen kein
Anstieg von IL-10 festgestellt werden. Dies begtatilas GNP ohne CpG-ODN
nicht zu einer Zytokininduktion von IL-10 fuhren dirdamit, wie bereits in
Versuchen mit anderen Tierarten gezeigt (ZWIOREKakt 2008), auch bei

equinen BAL-Zellen immunologisch inert sind.

IL-10, als Schlisselzytokin in der Vermittlung vdnleranz bei tberschiel3enden
Immunreaktionen, war im Hinblick auf seimevivo-Expression nach CpG-GNP-
Anwendung von besonderem Interesse. Entsprechendndeitro-Ergebnisse
(Klassenvergleich der CpG-ODN im Hinblick auf die ffe&tivste
Zytokinstimulation) hatte sich die A-Klasse 2216 bésonders effizient erwiesen.
Dies bildete die Grundlage fir ihreamvivo-Einsatz.

In anderen Studien konnte gezeigt werden, das$ lkdleiner Herunterregulation
von IL-4, IL-5 und IFNy fuhrt (VAN SCOTT et al.,, 2000; TAYLOR et al.,
2006). Aufgrund dessen wurde hypothetisiert, ddssin vivo-Einsatz von CpG-

ODN 2216 =zu einer IL-10-vermittelten Herunterredgiola des chronisch
entziindlich/allergischen Geschehens der COB fiuhkémnte und damit
moglicherweise auch vor Gewebeschadigung durch dbedation von

neutrophilen Granulozyten schitzen kénnte. Diemnt@mnhand der klinischen,

endoskopischen und zytologischen Befunde bestéé@gien.

Beim Menschen konnte nach antiallergischer Thera@d3. Einsatz von
Glukokortikoiden oder allergenspezifischer Immumn#épgée) ein Anstieg von IL-
10 auf eine Aktivierung von Tregs zurlckgefuhrt st (RYANNA et al., 2009).
Asthmapatienten weisen deutlich niedrigere ZahlenTeegs in der BAL der
betroffenen Atemwege auf als vergleichbare gesimideschen, was mit einem
Verlust der peripheren Allergentoleranz bei Asthategmten korreliert (HARTL

et al., 2007). Aufgrund dieser Erkenntnisse aus Asthmaforschung der
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Humanmedizin kénnte geschlossen werden, dass ddabletete IL-10-Anstieg
im vorliegenden Versuch ebenfalls auf eine Aktivieg und Vermehrung der
Tregs durch CpG-ODN in der Pferdelunge zurlckzgiihst.

Darlber hinaus ist bekannt, dass CpG-ODN plasmalgytdendritische Zellen
beim Menschen aktivieren (MOSEMAN et al., 2004),lcke in den tiefen
Atemwegen lokalisiert sind (GARNIER und NICOD, 2009ARNICKI und
Mitarbeiter (2008) zeigten, dass der Einsatz voG<{DN eine Freisetzung von
IL-12 und IL-10 aus dendritischen Zellen bewirkt,asv zu einer IL-12-
vermittelten Th1l- und einer IL-10-vermittelten Tregluktion fihrt. Demzufolge
kénnte daraus fir die vorliegende Studie geschiosgerden, dass CpG-ODN
eine IL-10-Freisetzung via Tregs bewirkten und somdglicherweise zu einer
peripheren Toleranz gefuhrt haben, was eine ininvatalternative
Behandlungsart allergischer Erkrankungen der Pfedirstellen wirde
(MOSMAN et al., 2004; UMETSU und DEKRUYFF, 2006; RSECA und
KLINE, 2009; RYANNA et al., 2009).

6.5 IL-4-Freisetzung

Die vergleichsweise niedrigen IL-4-Werte in Zellkul nach Inhalation stehen im
Einklang mit dem beabsichtigten Ziel, Th2-mediiertproallergische
Immunantworten durch den Einsatz von CpG-ODN zwzesen. Dies lasst
einen signifikantenin vivo-Effekt durch die Inhalationstherapie annehmen,
hdchstwahrscheinlich  bedingt durch eine Verédnderudgr beteiligten
Zellsubpopulationen in den Atemwegen. Vergleichhndée hohen IL-10-Werte
in vitro, insbesondere nach Inhalationsbehandlungen, nmtwaegleichsweise
niedrigen Werten an IFN-und IL-4, kann dies mdglicherweise auf einen
negativen Feedbackmechanismus durch IL-10 zurtdkgefwerden (VAN
SCOTT et al., 2000; TAYLOR et al., 2006).



V. Diskussion 101

6.6 IFN-vy-Freisetzung

In der vorliegendemn vivo-Studie konnte ein konstanter Anstieg von li-ei
COB-Pferden nach drei und nach finf Inhalationechgawiesen werden. Dies
spricht fur eine CpG-ODN-induzierte Thl-StimulatiorDies konnte im
vorliegenden Versuch erstmalig beim Pferd nachlatiman von GNP-gebundenen

CpG-ODNin vivo nachgewiesen werden.

Auf der anderen Seite kdnnten niedrige proinflanumsthe IFNy-Werte auch
als positiv bei chronisch entzindlichen Prozessewebtet werden (UMETSU
und DEKRUYFF, 2006). Da bei gesunden Pferden im BAderstand kein IFN-
nachweisbar war, ist davon auszugehen, das esneftlge der chronischen
Entzindungsreaktionen der COB zu einem Anstieg kbmund IFNy
physiologischerweise nur in geringen Konzentratioime Atmungstrakt gesunder
Pferde vorkommt (AINSWORTH et al., 2003; AINSWORTiHd CHEETHAM,
2010). Auch konnte weder nach Inhalation von Placebch nach CpG-GNP-
Inhalation bei gesunden Pferden eine eindeutigd-y#Anstieg nachgewiesen
werden. Mdglicherweise hangt dies mit unterschobdin vorherrschenden
Zellsubpopulationen und differierenden Aktivierupfgglen bei COB-Pferden im
Vergleich zu gesunden Pferden zusammen (HOROHQG\/,€2009).

In Studien beim Menschen konnte gezeigt werders dasAnstieg von IFN-in
Verbindung mit IL-10 effektiv in der Hemmung von tlamatischen und
allergischen Erkrankungen ist (STOCK, 2004). DiEskenntnis unterstitzt den
erwahnten Th2/Th1-Shift weg vom proallergischen -Pi&d (JURK und
VOLLMER, 2007).

Dieser Spagat zwischen einer gewunschten Hochitegulaon Thl, um die
gestérte Th1l/Th2-Balance wieder herzustellen aufedeen Seite, und auf der
anderen Seite eine zusatzliche proinflammatorisgtmaulation im chronischen
Entziindungsgeschehen der COB zu vermeiden, erfoxvgéere immunologisch-

klinische Studien.
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6.7 Klinische Ergebnisse

6.7.1 Ruheatemfrequenz

Die Ruheatemfrequenz war bei den COB-Pferden naah Ihhalationen von
CpG-GNP in den physiologischen Bereich abgesunkenunterschied sich damit
nicht mehr von den Werten der gesunden Pferde. #dhbdaeser Ergebnisse kann
geschlossen werden, dass das Therapieregime zu Rimenalisierung der

Atemfrequenz bei an COB erkrankten Pferden beigetrdnat.

6.7.2 RoOntgenologische Befunde

Die rontgenologischen Befunde wurden im Rahmensgderiellen Untersuchung
des Atmungstraktes erhoben und dienten im Lungemgcder Einteilung in den
Schweregrad der COB. Da sich radiologisch sichtbdezénderungen der
interstitiellen und bronchialen Verschattungen demge im Rahmen der
Pathogenese der COB erst nach frihestens drei Blondarstellen lassen
(GEHLEN et al., 2009), erfolgte keine rontgenolafes Kontrolluntersuchung
nach Ende des Versuchs. Da auch die gesunden PfendeTeil geringgradige
Veranderungen auf den Lungenrbntgenaufnahmen asdwjewurde dieser

Parameter weniger schwer im Scoring gewichtet.

6.7.3 Sauerstoffpartialdruck

Die COB-Pferde erreichten nach funf Inhalatione @pG-GNP-Formulierung
physiologische PaWerte im arteriellen Blut. Auch bei den gesundderden
konnte eine deutliche, wenn auch nicht signifikanterbesserung des
Sauerstoffpartialdrucks beobachtet werden. Innbrdat Placebogruppe war dies
nicht zu beobachten. Dies spricht fur einen positieffekt der Formulierung auf
die Fahigkeit zum uneingeschrankten Gasaustausch dem Alveolen.
Moglicherweise kam es in Folge der CpG-GNP-Anwerdan einer Reduktion
des Bronchospasmus und der entziindlichen Schleistdiawellung, sowie der
das Lumen verlegenden TBS-Menge, wodurch eine gsdme Ventilation der

tiefen Atemwege und ein verbesserter Gasaustangigni Alveolen erfolgten.
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6.7.4 Endoskopische Untersuchung

Nach funf Inhalationen konnte bei den COB-Pferden Abfall im TBS-Score
nachgewiesen werden, physiologische Werte wurdirdalgs nicht erreicht.
Dies spricht fur einen positiven Effekt der CpG-GRé&'mulierung auf die Dys-
und Hyperkrinie der COB. In weiterfihrenden Studmenss geklart werden, ob
durch haufigere oder langere Inhalationen eineeneivVerbesserung der TBS-

Werte bis hin zu physiologischen Bedingungen ehnteiecrden kann.

Die Dicke des Septums dBifurcatio tracheaewurde nicht als Anhaltspunkt fur
den Schweregrad der COB verwendet, da nachgewieagde, dass keine
Korrelation zwischen beiden Parametern besteht (K@Cal., 2007).

6.7.5 Neutrophile Granulozyten

Da der prozentuale Anteil der neutrophilen Granytiez im TBS direkt mit dem
Schweregrad der COB korreliert (LAVOIE et al., 20COUETIL et al., 2007)
kann anhand dieser Ergebnisse geschlossen werdss,dér Schweregrad der
jeweils vorliegenden COB nach funf Inhalationen r@ipG-GNP signifikant
reduziert worden ist. Die Placebo-Anwendung beiugden Pferden konnte
dagegen keinen signifikanten Unterschied im pramdeh Anteil der
neutrophilen Granulozyten vor und nach Inhalatieduzieren. Dies spricht fur
einen antientzindlichen Effekt der CpG-GNP-Formulig.

Schwere und chronische Asthmafalle zeigen haufipolde Zahlen an
neutrophilen Granulozyten (HOROHOV et al., 2009)ie CDominanz von
eosinophilen Granulozyten bei Asthma ist wenigenfigd als allgemein
angenommen. Weniger als 50 % der Asthmafalle simd e@osinophile
Entziindungsreaktionen zurtickzufihren (HOROHOV e228l09). Anhand dieser
Erkenntnisse erscheint die COB des Pferdes dert-aaginophilen Form des
humanen Asthmas sehr ahnlich (HOROHOV et al., 20d@plicherweise ist der
verantwortliche immunologische Mechanismus der CO@& Pferde sowohl
allergischen Ursprungs als auch durch das angebdremunsystem vermittelt
(HOROHOV et al., 2009).
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In friheren Studien beim Menschen konnte ein Zusanfrang zwischen Treg-
Aktivierung und der Reduktion neutrophiler Granyiien durch eine verstéarkte
Apoptoserate beobachtet werden (LEWKOWICZ et alQ0&. Humane
neutrophile Granulozyten exprimieren alle bekannfEbRs aufl’er TLR-3
(LEWKOWICZ et al., 2006). Es wurde nachgewiesenssdaLRs einen
entscheidenden Einfluss auf die Stimulation und kian der Treg austben
(CARMALHO et al., 2003; LEWKOWICZ et al., 2006). Bidber hinaus wurde
gezeigt, dass TLRs einen wesentlichen Bestandteitiar Organisierung der
angeborenen Immunantwort und indirekt auch in dentkolle der adaptativen
Immunantwort durch Aktivierung antigenprasentiendZellen darstellen
(PASARE und MEDZHITOV, 2004)

Von besonderer Bedeutung fur die vorliegende Stigtiedie Erkenntnis, dass
Tregs neutrophile Granulozyten durch direkten ZellFKontakt und
insbesondere tber IL-10 hemmen (MONTAGNOLI et2006). Diesem Einfluss
der Treg kommt hoéchstwahrscheinlich groRe Bedeutnnder Behandlung und
Therapie allergischer Erkrankungen zu (UMETSU unB8KBUYFF, 2006;
RYANNA et al., 2009).

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werdendetadsutlichan vivo
IL-10-Anstieg nach CpG-GNP-Inhalation bei COB-Pfardlirekt mit dem Abfall
der neutrophilen Granulozyten im TBS in Verbindwgtght. Dies unterstitzt die
Hypothese der vorliegenden Arbeit, dass die inhaafnwendung von GNP-
gebundenen CpG-ODN zur klinischen Verbesserung €i@a fuhrt.

7. Schlussfolgerung und Ausblick

Es handelt sich bei der vorliegenden Studie umedséein vivo-Anwendung von
nanopartikular gebundener immunstimulatorischer Dikidtels Inhalation beim
Pferd. Es konnte hierbei die sichere Verwendungsiologisch abbaubaren und
nicht toxischen nanopartikularen Tragersystems d@wnanopartikel) fur
Nukleinsduren und pharmakologisch wirksame Substanerstmalig beim

lebensmittelliefernden Tier nachgewiesen werden.
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Was in weiteren Studien zu Kklaren bleibt, ist dieage, wie lange die
beobachteten positiven klinischen, endoskopischeaytologischen und
laborchemischen Ergebnisse bei den behandelten EfiBaten anhalten. Des
Weiteren sind die Effekte an groReren Patienteerahinter Placebokontrolle der

COB-Pferde und in Dosis-Wirkungsstudien zu tUbegmif

Eine weitere vielversprechende Option stellt dienkierte Anwendung von
CpG-GNP mit der spezifische Immuntherapie (SIT) @®@HLE, 2002; SENTI
et al., 2009). Die Kombination mit potentiellen édjenen koénnte, wie bereits bei
Mensch und Hund beschrieben, auch beim Pferd eddadgrechend sein. Gerade
auf dem breiten Gebiet der allergischen Erkranknng@®ffnen diese Methoden

vielversprechende neue Therapiekonzepte der COBfeedes.
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VI Zusammenfassung

Ein Hauptziel dieser Studie war es, eine optimamwwatorische Cytosin-
Phosphat-Guanin-Oligodeoxynukleotid (CpG-ODN)-Segquem Hinblick auf
den zu erwartenden Th2/Th1-Shift Uber toll-likeagtor-9 (TLR-9)-Aktivierung
bei equinen bronchoalveolaren Lavage-Zellen (BAlletg zu identifizieren.
Damit sollte ein neuer, immunologischer Therapiaénsfir die chronisch
obstruktive Bronchitis (COB) des Pferdes eruiertdea.

Im in vitro-Teil der Studie wurden BAL-Proben von vier lungesgnden und
sieben mittelgradig an COB erkrankten Pferden geworund in Zellkultur mit
funf CpG-ODN-Sequenzen (der Klassen A, B und C) aimkr ODN-Sequenz
ohne CpG-Motiv inkubiert und nach 24 Stunden aus dellkulturiberstand die
Zytokine 1L-4, IL-10 und IFNy mittels ELISA bestimmt. Fur alle sechs
untersuchten ODN zeigten BAL-Zellen von gesundenerd&dn hdohere
Konzentrationen an IL-10 und IFNim Vergleich zu Zellen von COB-Pferden.
Dies war unabhéngig von der verwendeten Formulger(iosliche ODN oder
GNP-gebunden). BAL-Zellen von gesunden Pferdenteetadartiber hinaus
weniger IL-4 nach Stimulation frei als Zellen vonOB-Pferden. Im
Klassenvergleich zeigte die A-Klasse 2216 der vadeéen ODN-Sequenzen die
hdchste Freisetzungsrate des antientziindlicherantidllergischen Zytokins IL-
10 und des Th1l-zZytokins IFN-Aufgrund dessen wurde diese Sequenz fuirdie
vivo-Studie ausgewabhilt.

Um eine bessenm vivo-Stabilitat der CpG-ODN zu gewahrleisten wurdenasie
Gelatinenanopartikel (GNP) gebunden. Die GNP-gebnadA-Klasse 2216
wurde sowohl vier lungengesunden als auch vier G@#den inhaliert. Eine
dritte Gruppe, bestehend aus vier lungengesundemld?f, erhielt nur GNP mit
Wasser. Damit sollte nachgewiesen werden, das @GiNRunologisch inert sind.
Es wurden weder lokale noch systemische Unvertidiggiiten infolge der
Inhalation festgestellt. Dies spricht flr eine guertraglichkeit der angewandten
Dosis und des verwendeten Inhalationsprotokolls.

Jeweils nach drei und nach funf Inhalationen wurden COB-Pferden BAL-
Proben genommen und auf ihren Zytokinstatus untbtsilach drei Inhalationen

war ein 3,8-facher Anstieg der IL-10-Expressionciéinf Inhalationen ein 6,9-
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facher Anstieg im Vergleich zum Ausgangswert zu Haetten. Die
Hochregulation von IL-10 als antientziindliches ardiallergisches Zytokin ist
von grofRer Bedeutung im chronisch-entzindlichenctssen der COB des
Pferdes und war neben der Hochregulation von {F&in weiteres Ziel der
vorliegenden Studie. Bei gesunden Pferden war dagewr ein 2,1-facher
Anstieg der IL-10-Freisetzung nach drei Inhalatiore verzeichnen. Gesunde
Pferde zeigten vor und nach Inhalation mit Plac@BbIP mit Wasser) keinen
signifikanten Unterschied in der IL-10-Freisetzuigartiberhinaus konnte ein
konstanter Anstieg des Thl-Zytokins IFNsei COB-Pferden nach drei und nach
funf Inhalationen nachgewiesen werden. Dies spriilit eine CpG-ODN-
induzierte Th1-Stimulation, was im vorliegenden &eth zum ersten Mal beim
Pferdin vivo nach Inhalation von CpG-GNP nachgewiesen werdentko

Die klinischen Parameter zur Beurteilung des Schgmades der COB zeigten
nach funf Inhalationen eine signifikante VerbessgruDie Ruheatemfrequenz
war von durchschnittlich 20 Atemzuge/min auf 13/mabgesunken und
unterschied sich damit nicht mehr von den Werten gksunden Pferde. Der
Sauerstoffpartialdruck (Padder COB-Pferde (im Durchschnitt 87 mmHg), als
Malfd fur den uneingeschrankten Gasaustausch in wage, erreichte nach funf
Inhalationen mit CpG-GNP physiologische Werte (96gy). Des Weiteren
konnte bei den COB-Pferden ein Abfall im Tracheolotoalsekret (TBS)-Score
nachgewiesen werden. Der durchschnittliche prozdatanteil der neutrophilen
Granulozyten im TBS der COB-Pferde lag vor Inhalasbeginn bei 70 %. Nach
drei Inhalationen erfolgte ein Abfall auf 50 % undch funf Inhalationen ein
Abfall auf 40 %. Aufgrund der Korrelation der Anzalder neutrophilen
Granulozyten mit dem Schweregrad der COB, kann rahitheser Ergebnisse
geschlossen werden, dass der Schweregrad der gevegllegenden COB nach
funf Inhalationen mit CpG-GNP signifikant reduziemrden ist.

In weiterflhrenden Studien mussen diese positivegelthisse an hdheren
Patientenzahlen, unter Placebokontrolle der COBdefe sowie in Dosis-
Wirkungsstudien Uberpruft werden um das volle Pwadérdieser inhalativen

nanopartikularen Immuntherapie beim Pferd zu Ulbkepr.
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VIl Summary

One major aim of the present investigation wasdeniify optimal stimulating

Cytosin-Phosphate-Guanin-Oligodeoxynucleotide (GRPGN) sequences in
equine bronchoalveolar lavage-cells (BAL cells)utesg into Th2/Th1-shift via

toll-like receptor 9 (TLR-9) activation in order &valuate a novel immunologic
therapy of equine recurrent airway obstruction (RAO

In thein vitro part of the study BAL samples of four healthy a®len RAO-
affected horses were taken and incubated in cdfureuwith five CpG-ODN
sequences (consisting of A, B and C class) andaidd sequence without a CpG
motif. After 24 hours cytokine levels of IL-4, IL@land IFNy were determined
by ELISA technique. BAL cells from healthy horsexhibited higher
concentrations of IL-10 and IFiN{or all the six ODNs in comparison to BAL
cells from RAO-affected horses. This effect wasepehdent from the types of
the formulations (soluble ODN or GNP-bound). Celism healthy horses
exhibited lower IL-4 concentrations following stitation as compared to the
cells from RAO-affected horses. According to theritro results of upregulation
of IL-10 and IFNy the A-class 2216 was chosen ifowvivo inhalation studies.

For a bettem vivo stability CpG-ODN was bound to gelatin nanopagS8dq{GNP).
Four healthy horses and four RAO horses were idhaith GNP-bound A class
2216. A third group consisting of four healthy regggained GNP with water to

verify whether GNP are immunologic inert.

No local or systemic adverse effects after inhataiof GNP-bound CpG-ODN
(CpG-GNP) were observed indicating the good biocatibpity of applied doses
and regime. This is the first time am vivo application of nanoparticle-bound

immunostimulating DNA via inhalation in horses éported.

BAL samples were taken after three and after fiviealations (RAO-affected
horses) to evaluate actual cytokine levels. Afteeé¢ inhalations of CpG-GNP,
RAO-affected horses showed a 3.8 fold increaseLdfOl expression in BAL,

after five inhalations a 6.9 fold increase coulddabserved. The upregulation of
anti-inflammatory and anti-allergic cytokine IL-1€ of great value in the chronic

inflammatory response of RAO. IL-10 stimulation 8pG-ODN was one major
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aim of this study. Healthy horses exhibited a 2old fincrease after three
inhalations. In contrast inhalation of placebo (GMRh water) showed no

significant increase in IL-10 expression in BAL.té&f three and five inhalations
of CpG-GNP, a constant increase in IlFNFh-1 cytokine) concentration in BAL
of RAO-affected horses was measurable. This codddbe to CpG-ODN-

dependent Thl stimulation. In the present studg, ¢éffect was demonstrated in
anin vivo clinical trial using CpG-GNP formulation througthialation route.

Clinical parameters to evaluate severity of RAOveka significant improvement
after five inhalations with CpG-GNP formulation. &breathing rate of RAO-
affected horses (mean breathing rate 20/min) shawsidnificant decrease after
five inhalations of CpG-GNP to the physiologic rar(g 16/min). Oxygen partial
pressure (Pagof arterial blood gas is a parameter to evaluaseegahange in the
lungs. Pa@ of RAO-affected horses (mean 87 mmHg) increasguaifstantly to
the physiological range (95 = 5 mmHg) following samneatment. Moreover, a
decrease in tracheal bronchial secretion score (J@®e) was detected in RAO-
affected horses although physiological levels weot¢ achieved. The mean
percentage fraction of neutrophil granulocyteshim TBS of RAO-affected horses
was about 70 % before inhalation with CpG-GNP. Afteee inhalations, a mean
decrease to 50 % was detectable and after fivdatibias a mean decrease to
40 % was found. As the percentage of neutrophileB8 correlates directly to the
severity of RAO, it can be assumed that severitthefpresent RAO disease was

reduced significantly after five inhalations witlpG-GNP.

In further studies these positive results haveetodrified with higher numbers of
patients, placebo control of RAO-affected horsed dose escalation studies to
clarify the full potential of this novel inhalationmmunotherapy using

nanoparticles.
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IX  Anhang

1. COB Lungenscoring

Untersuchungsbogen zur Dokumentation von Signalem@&mamnese und
Allgemeinuntersuchung der Patienten mit Punktessalii zur Bewertung der
klinischen, laborchemischen, endoskopischen, zgistthen und radiologischen

Befunde im Hinblick auf den Schweregrad der COBr&nkung.
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Signalement/Anamnese:

Alter :

COB-Lungenscoring

Patientenname:

Geschlecht:

Besitzer:

Rasse:

Nutzung:

Gewicht: gewogen/geschitzt kg

Griille: Stockmall/Bandmal cm

Haltung:

Vorbehandlung:

sonstige Erkrankungen:

Allsemeinuntersuchung:

Haltung

Verhalten

Habitus

Erndhrungszustand

Pflegezustand

Atemfrequenz/-typ

Temperatur

Pulsfrequenz

Schleimhiute/ KFZ

Nasenausfluss

Lymphknoten

Husten ausldsbar

Auskultation Lunge

Auskultation Herz

Allgemeinbefinden
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Spezielle Untersuchung: Punkte:
Husten auslésbar: ja 1
nem
Husten:
belastungsinduziert 2
belastungsunabhingig 3
Nasenausfluss: gor. serds 1
mittelgr. sero-mukis 2
hochgr. mukds 3
Nasenausfluss: belastungsinduziert 1
belastungsunabhéngig 2
Atemfrequenz in Ruhe: <16 0
16-20 1
=20 2
Atemtyp: costoabdominal 0
geringgr. abdominal verstirkt 2
deutlich abdominal verstérkt 3
Niisternblédhen in Ruhe 4
Dampfrinne: nein 0
ja 3
Atemgeriusclu inspiratorisch geringer. 1
exspiratorisch mittelgr. 2
hochgradig 3
Lungenfeld: physiologisch 0
geringgr. vergrofiert 1
deutlich vergrofert 2
Belastungsuntersuchung
Beruhigungswerte nach
standartisierter Belastung Ruheatemfrequenz erreicht nach < 20 min 0
(5 min Schritt, 10 mun Trab) 20-30 min 2
> 30 min 3
2
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Blutchemie

Tag und Uhrzeit der Bestimmung 2000 Uhr
Arterielle Blutgase:  vor Belastung pO: 100 +- SmmHg 0
90 +/- 5SmmHg 1
80 +- SmmHg 2
(Partialinsuffiziens)
pCO2 40 +/- SmunHg 0
50 +/- SmmHg 3
(Globalinsuffiziens)
nach Belastung PO, 100 +/- SmmHg 0
90 +/- SmmHg 1
80 +/- SmmHg 2
(Partialinsuffiziens)
nach Belastung pCO; 40 +/- SmumHg 0
50 +/- SmmHg 3
(Globalinsuffiziens)
Arterioalveolire
Sauverstoffdifferenz: <10 mmHg (latent) 0
(modifiziert nach 10-15 mmHg (geringer.) 1
Grabner. 2005) 15-25 mmHg (nuttelgr.) &
=25 mmHg (hochgr.) 3
Endoskopische Untersuchung
Bifurcatio tracheae: scharf begrenzt 0
geringer. verdickt 1
deutlich verdicks 2
Trachealsekretmenge: keine 0
geringer, 1
mittelgr. 2
hocher. 3
Trachealsekretviskositat: fliissig 1
viskds 2
zih (mit ,.Spikes™) 3
Zytologische Untersuchung
BAL Zytologie: BAL Fliissigkeitsmenge ml

Leukozytenzahl (BAL)
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Gesamtzellzahl
Entnahme- und Weiterverarbeitungszeitspanne
(Kiihllagerung)
Neutrophile Granulozyten geringgr, (< 10%) 0
(Anzahl geringer in BAL mittelgr. (10-20%) 2
als in TBS) hochgr. (= 30%) 3
schaumige Makrophagen (Typ C) keine 0
wenige 1
viele 2
Tracheobronchialsekret
Farbe, Konsistenz und Menge
Neutrophile Granulozyten geringer, (< 30%) 0
mittelgr. (30-50%) 3
hochgr. (> 50%) 4
schaumige Makrophagen (Typ C) keine 0
(reaktive Entziindungszellen) wenige 1
viele 2
mehrkernige Riesenzellen keine 000000 aee-
wenige 0000 e
viele 00000 eeeee
Charcot-Leyden Kristalle keine 0
wenige 1
viele 2
Creola-Kérperchen keine 0 emee-
(Entnahmebedingt) wenige 0000 =me—-
viele e
Eosinophile Granulozyten keine  eeeee
(allergische Bronchitis, wenige 0 ==
Lungemwiirmer)
viele e
Bakterien keine 0000000 ——ee-
{Infektion) wenige 0 =mee-
viele e
mtrazellulir ~ ee—ee-
extrazelluldsr = eeeee-
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Epithelzellen keine 00 eee--
wenige 00 ==
viele

Epithelzellen mit Einschliissen  keine
wenige
viele 0 e

Curshmannspiralen keine 0
wenige 3
viele 4

Hyphen und Konidien keine
wenige
viele
Mastzellen keine e
wenige
viele
Rontgenologische Untersuchung
Kaudaler Bereich nicht verdichtet 0
geringgr. verdichtet 1
mittelgr. verdichtet 2
hochgr. verdichtet 3
Interstitium nicht verdichtet 0
geringgr. verdichtet 1
mittelgr. verdichtet 2
hochgr. verdichtet 3
Bronchienwinde nicht verdickt 0
geringgr. verdickt 2
mittelgr. verdickt 3
hochgr. verdickt 4
postkardiales Dreieck scharf begrenzt 0
geringgr. verdichtet 1
mittelgr. verdichtet 2
hochgr. verdichtet 3
5
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Einteilung nach Punktesystem in 4 Schweregrade:

ohne Réntgen: mit Réntgen:
gesund 0-5 Punkte 0-5 Punkte
geringgr. COB 6-20 Punlkte 6-23 Punkte
mittelgr. COB 21-42 Punkte 24-51 Punkte
hochgr. COB 43-64 Punkte 52-77 Punkte
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2.

Aufzeichnungsplan

Aufzeichnungsplan Inhalation
(modifiziert nach einer Vorlage von Tierarztin Frau Barbara Warther)

Die Beurteilung des Allgemeinbefindens der Tiere erfolgt nach folgendem Plan:

Do

Allgemein-US Gewicht (MalRband), Alter, Rasse

Herkunft

Haltung Augenausfluss
Verhalten Schleimhaute
Habitus KFZ
Atemfrequenz/-typ Ernahrungszustand
Nasenausfluss Pflegezustand
Husten auslosbar Temperatur
Lymphknoten Allgemeinbefinden

Blutabnahme (Differentialblutbild)

Arterielle Blutgase

Endoskopie

BAL-Gewinnung: Sedation/Analgesie: Detomidin 0,01 mg/kg Butorphanol 0,01 mg/kg
Lokalanasthesie: Mepivacain-Hydrochlorid 2% 5 mlintratracheal

Do-Da
Wahrend der Inhalationen (dreimalig) erfolgt eine kontinuierliche Kontrolle des
Allgemeinbefindens und der Karpertemperatur

Haltung Augenausfluss
Verhalten Schleimhdute
Habitus KFZ
Atemfrequenz/-typ Erndhrungszustand
Nasenausfluss Pflegezustand
Husten auslosbar Temperatur
Lymphknoten Allgemeinbefinden
Da

Allgemein-US Gewicht
Haltung Augenausfluss
Verhalten Schleimhaute
Habitus KFZ
Atemfrequenz/-typ Ernahrungszustand
MNasenausfluss Pflegezustand
Husten auslosbar Temperatur
Lymphknoten Allgemeinbefinden




IX. Anhang

134

Blutabnahme (Differentialblutbild)

Arterielle Blutgase

Endoskpie

BAL-Gewinnung: Sedation/Analgesie: Detomidin 0,01 mg/kg Butorphanol 0,01 mg/kg
Lokalanasthesie: Mepivacain-Hydrochlorid 2% 5 mlintratracheal

D1-Dz2
Wahrend der Inhalationen (zweimalig) erfolgt eine kontinuierliche Kontrolle des
Allgemeinbefindens und der Kérpertemperatur

Haltung Augenausfluss
Verhalten Schleimhaute
Habitus KFZ
Atemfreguenz/-typ Erndhrungszustand
Nasenausfluss Pflegezustand
Husten auslosbar Temperatur
Lymphknoten Allgemeinbefinden
D2

Allgemein-US Gewicht

Haltung Augenausfluss
Verhalten Schleimhaute
Habitus KFZ
Atemfrequenz/-typ Erndhrungszustand
Nasenausfluss Pflegezustand
Husten auslosbar Temperatur
Lymphknoten Allgemeinbefinden
Blutbild

Arterielle Blutgase

Endoskopie

BAL-Gewinnung: Sedation/Analgesie: Detomidin 0,01 mg/kg Butorphanol 0,01 mg/kg
Lokalanasthesie: Mepivacain-Hydrochlorid 2% 5 ml intratracheal

Folgende Parameter der Speziellen Untersuchung werden zur Beurteilung der
Vertraglichkeit herangezogen:

Modifiziert nach

Veterinary co-operative oncology group —

common terminology criteria for adverse events (VCOG-CTCAE) following chemotherapy or
biological antineoplastic therapy in dogs and cats vi.0"

]
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Reaktionen ab der Stufe 1 werden als Unvertraglichkeit gewertet und fihren zum Abbruch

des Versuchs.

Allergische /immunologische Reaktionen

1 2 3 4 5
Allergie/ Urtikaria, Hautauschlag | Systemischer Ana- Tod
Hypersensitivitdt | voribergehend |, Urtikaria, Bludruckabfall +/- | phylaxie mit
Dyspnoe Urticaria, notwendige
parenterale r par-
Medikation enteraler
notwendig, Medikation
Odembildung
Autoimmunreak | Asympto- Nachweis Reversible Lebensbedr | Tod
tion matische, siner Auto- Reaktion mit ohliche
serologische immun- Beeintrachtigung | Autoimmun
oder andere reaktion die eines essentiellen | -reaktionen
Hinweise auf ein Organs oder
Autoimmun- nichtessentiel | andere
reaktion, les Organ Nebenwirkungen
normale oder eine
Organfunktion | nichtessentiel
ohne Indikation | le Funktion
f. Behandlung | betrifft (Bsp.
Hypo-
thyreose)
Vasculitis (nicht | Mild, keine Symptomatis | Behandlung mit | Ischdmische | Tod
bei perivaskulare | Indikation f. che Therapie | stercidalen Reaktionen,
Injektion) Behandlung mit nicht- Medikamenten Amputation
steroidalen indiziert oder chir.
Medikamente débridemen
n tindiziert
Andere Mild moderat erheblich lebensbedr | Tod
ohlich
Dermatologie:
1 2 3 4 5
Hamatome Auf bestimmte | Generalisiert = 3
(chne Region
Vorhandensein beschrankt
von Thrombo-
zytopenie)
Alopezie Ggr. Ggr. Generalisierter - -
Ausdinnung generalisierte | Haarverlust
des Haarkleids | Ausdinnung
(Injektions- des
stelle) Haarkleids

LV¥]




IX. Anhang

136

Erythem Aufbestimmte | Generalisiert, | Generalisiert, - -
Region aber erst bei leicht sichtbar
beschrankt genauver bei
Untersuchung | Untersuchung
sichtbar
Hyperpigmentati | Ggr. oder Ausgepragt
on lokalisiert oder
generalisiert
Hypopigmen- Ggr. oder Ausgepragt
tation lokalisiert oder
generalisiert
Reaktionen an Schmerz/ Schmerz oder | Ulzeration oder Ulzeration/ |-
der Juckreizf Schwellung Nekrose, die Nekrose, die
Injektionsstelle Erythem mit chirurgische chirur-
Entzindung Intervention gische
oder Phlebitis | erfordert Intervention
erfordert
und die
taglichen
Lebensfunkt
lonen
einschrankt
Photosensitivitat | Schmerzloses | Schmerz- Erythem mit Lebensbe- Tod
Erythem haftes Schuppen- drohlich
Erythem bildung
luckreiz Mild oder Intensivoder | Intensiv, - -
lokalisiert grol3flachig grof3tlachig
auftretend auftretend mit
Einschrankung
der tagl.
Lebensfunktione
n
Ausschlag: Papeln/Pusteln | Papeln/Pustel | Erhebliche, Generalisiert | Tod
Schuppen- oder Erythem | noder generalsierte exfolative,
bildung ohne weiter Erythem mit Hautrotungen ulzerative
Symptome Juckreiz oder | oder Papeln/ oder bullose
weitern Pusteln oder Dermatitis
Symptomen, | vesikulare
lokalisierte Veranderungen;
Schuppenbild | Schuppenbildun
ung oder g, > s0% der
weitere Korperoberflach
Lasion-en, < | e betreffend
50% der
Korperoberfla
che
betreffend
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Ausschlag: Keine Behandlung Begleitet von
Akne Behandlung angezeigt Schmerz,
angezeigt Ulzeration oder
Schuppenbildun
g
Ausschlag: - Stellenweise, | Erheblich, Lebensbedr | Tod
Erythema nicht generalisierter ohlich
multiforme generalisierte | Ausschlag o.
Erhohungen schmerzhafte
Stomatitis, i.v.
Substitution,
Zusatzfitterung
angezeigt
Urtikaria - Voruber- Behandlung fur < | Behandlung
gehend 24 hangezeigt fir>zzh
angezeigt
Hautablosung Dezente Hautablosung | Hautabldsung - -
Hautablosung, | leicht leicht
nur bei bemerkbar, bemerkbar, mit
genauer aber keine Exfoliation bei
Untersuchung | klumpige der
bemerkbar Exfoliation Untersuchung
ggr. Krusten-
bildung
Weitere mild moderat erheblich lebensbedro | Tod
hlich
Konstitutionelle Auswirkungen
1 2 3 4 5
Lethargie Milde Lethargie | Gering Ausibung der Hilfe zur Tod
ausgepragte | taglichen Ausitbung
Lethargie mit | Aktivitaten der
leichter ernsthaft taglichen
Einschrankun | eingeschrankt Aktivitdten
g der notig,
taglichen Zwangsfitt
Aktivitaten erung
Fieber (wenn Erhéhung der Erhohung der | Erhohung der Erhdhung Tod
keine Normal- Mormaltempe | Normaltemperat | der
Neutropenie; temperatur ratur>5-8°C | ur >8-10°C Normaltem
physiclogisch <5°C peratur
Pferd: 37,0-38,0) >10 °C
Hypothermie -- 36,0-33°C 33-30°C <30°C Tod
oder
lebensbedr
ohliche
Konsequenz
en
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ohne
Funktions-
beein-
trachtigung

ntrachtigende
Schmerzen,
keine
Beeintrachtig

Beein-
trachtigung der
taglichen Lebens-
funktionen

Gewichtsverlust | 5-10% des 10-20% des >20 % des - Tod
Ausgangs- Ausgangs- Ausgangs-
gewichts, keine | gewichts, Zu- | gewichtes
Intervention satzfitterung
angezeigt angezeigt
Andere mild moderat erheblich lebensbedr | Tod
ohlich
Auswirkungen auf Muskeln / Weichteilgewebe
1 2 3 4 5
Arthritis (nicht- | Ggr. Schmerz Moderate Erhebliche Lebens- -
septisch) mit Schmerzen, Schmerzen mit bedrohliche
Entzindung mit Entzindung oder | Einschran-
oder Gelenk- EntzOndung | Gelenkschwel- kungen
schwellung, oder gelenk- | lung,
ohne schwellung, Beeintrachtigung
Funktions- mit funktions- | der tagl. Lebens-
beein- beein- funktionen
trachtigung trachtigung,
aber ohne
Beeintrachtig
ung der
taglichen
Lebens-
funktionen
Extremitaten Lahmheit nur Bewegungs- | Erhebliche Lahmheit -
(Lahmheit) dem ein- Lahmheit (4/5) (5/5)
erfahrenen schrankung d.
Beobachter Gliedmalie,
auffallend kann sich
aber Gber
weitere
Strecken
fortbewegen
Muskelschwache | asymtomatisch | Symptomatis | Symptomati- Lebensbe- | Tod
(generalisiert- , Schwache bei | che sche Muskel- drohliche
lokalisiert) klin. US Muskelschwa | schwache, Be- Ein-
auffallend che, ohne eintrachtigung schrankung
Beeintrachtig | der tagl. en
ung dertagl. | Lebens-
Lebensfunkti | funktionen
onen
Myositis Ggr. Schmerz, | Funktionsbeei | Schmerzen mit Tod

6
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hlich

ung er
taglichen
Lebensfunkti
onen

Weichteil- Lokale Operatives Lebensbe- Tod

nekrose Wundbehand| | Débridement drolich,
ung oder notfall-
medizinische | weitere invasive | mafige,
Intervention Intervention invasive
angezeigt indiziert Intervention

indiziert
Weitere mild moderat erheblich lebensbedro | Tod

3. Gerate, Reagenzien, Verbrauchsmaterialien

Folgende Gerate, Reagenzien und Verbrauchsmagerisiind beimin vitro- und

in vivo-Versuch zum Einsatz gekommen. Sie sind in Tab.usdb7 aufgefuhrt.
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Tab. 5: Zum Einsatz gekommene Gerate

Gerat

Firma

Accu-jet Pipettiethelfer

Brand. Wertheim. Deutschland

BALF Katheter Bivona Inc.. Gary, USA

Endoskopieturm Olympus Europa GmbH. Hamburg,
Deutschland

Eppendorf Pipetten Eppendorf AG. Hamburg. Deutschland

Hera cell 150 Brutschrank

Heraeus. Hanau, Deutschland

Hera fieeze. Gefrierschrank

Heraeus, Hanau, Deutschland

Hera safe. Sicherheitswerkbank

Heraeus, Hanau, Deutschland

ImmunoWash Model 1575

Bio-rad laboratories. Miinchen, D.

inoLab, pH-Sonde

Wissenschaftlich-Technische

Werkstitten, Weilheim, Deutschland

Neubauer Zihlkammer

Laboroptik GmbH, Friedrichsdort.
Deutschland

Magnetrithrer IKA RET

IKA Werke. Staufen. Deutschland

Megafuge 2.0R. Zentrifuge

Heraeus. Hanau. Deutschland

Multipuls-Réntgengenerator:

Polydoros™ 80

Siemens AG. Miinchen. Deutschland

Olympus CLV-U40. Evis CV-230

Endoskopieturm

Olympus Europa GmbH. Hamburg,

Deutschland

Olympus Evis CF Typ 230 L
Videoendoskop

Olympus Europa GmbH. Hamburg,

Deutschland

Pipetman P20, P200. P1000

Gilson Intemational B.V.,

Limburg-Oftheim. Deutschland

Radiometer Copenhagen NPT 7 series

Radiometer GmbH. Willich-

Schiefhahn, Deutschland

Rontgendetektorsystem: XDR1-M"

Veterindrmedizinisches
Dienstleistungszentrum GmbH.

Hannover. Deutschland

Thermomixer

Eppendorf AG. Hamburg. Deutschland

Transferpette-12

Brand. Wertheim. Deutschland

Wallac Victor® 1420 Multilabel counter

Perkin Elmer, Fremont. CA. USA
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Tab. 6: Verwendete Reagenzien

Reagenzien

Firma

Albumin from bovine serum

(min. 96%)

Sigma-Aldrich. Miinchen, Deutschland

BD OptEIA TMB Substrat Reagent Set

BD Biosciences. San Diego, USA

Diff-Quick staining set

Medion diagnostics. Diidingen,

Schweiz

Domidine 10 mg/ml Injektionslésung
Detomidinhydrochlorid. fiir Pferde und
Rinder

Albrecht GmbH. Aulendorf.
Deutschland

Dimethyl sulfoxide (DMSO) 99.5%

plant cell culture tested

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

ELISA duo set kits
(IFN-y, IL-4, TL-10)

R&D Systems, Minneapolis, USA

Fetal Calf Serumn

Biochrom AG. Berlin. Deutschland

Fluka, Sulfuric acid (95-97%)

Sigma-Aldrich. Miinchen, Deutschland

Lipopolysaccharid

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Meaverin 2% Mepivacainhydrochlorid

Injektionslésung

Delta Select GmbH,

Deutschland

Pfullingen.

PBS Dulbecco

Biochrom AG. Berlin. Deutschland

RPMI 1640 Medium

Biochrom AG. Berlin. Deutschland

Septoderm Haut

Dr. Schumacher GmbH., Melsungen.

Deutschland

fiir

Torbugesic (Butorphanol) 1%

Pferde

Fort Dodge Veterinidr GmbH.

Wiirselen, Deutschland

Trypan blue solution (0.4%)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

TWEEN 20

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
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Tab. 7: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Firma

BG Cartrige D 7100  dn-tek | Radiometer GmbH. Willich-

Blutgaskartuschen

Schiefbahn. Deutschland

corning costar. Reagent Reservoir

Sigma-Aldrich, Miinchen. Deutschland

Falcon serological pipet

(2ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)

Becton Dickinson. Heidelberg,

Deutschland

nune cryo Tube vials

(1.8ml)

Therme Fisher Scientific,

Roskilde Site, Dinemark

nunc-immuno plate

Thermo Fisher Scientific,

Roskilde Site, Danemark

Objekttriger 50 Elka

Assistent, Glaswarenfabrik Karl Hecht.

Sondheim. Deutschland

Parafilm “M"

Pechiney Plastic Packaging, Chicago.

USA

Trypan Blau 0.4%

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Zellkultur Testplatte 96U

Techno Plastic Products. Trasadingen.

Schweiz

Zentrifugenréhrchen

(15 ml, 50 ml)

Techno Plastic Products. Trasadingen,

Schweiz
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